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RESUMEN

El objetivo fue evaluar la influencia de la presion, temperatura y flujo de co-solvente en la capacidad antioxidante de
bracteas internas de alcachofa criolla con espinas (Cynara scolymus L.) con CO; supercritico. Se utiliz6 bréacteas
internas, los cuales se acondicionaron con un secado, molienda y tamizado. La extraccion se realizé con un equipo
CO; supercritico. EI método utilizado para la medir la capacidad antioxidante fue el ABTS. Para obtener las
condiciones Optimas en la extraccién de compuestos antioxidantes se utilizd la Metodologia de superficie de
Respuesta (MSR) disefio central compuesto (DCC), se evaluaron tres variables de proceso con tres niveles y 3 puntos
centrales (17 combinaciones): presion (300 bar, 320 bar y 340 bar), temperatura (40°C, 45°c y 50°C) y flujo de co-
solvente de etanol (1,0 mL/min, 2,0 mL/miny 3,0 mL/min). La capacidad antioxidante se encuentra en el rango de
4,122 a 16,721mg TE/g ms, los puntos centrales presentaron los valores mas altos. A través de la regresion maltiple
se obtuvo una ecuacion polinomial de segundo grado la cual permitié predecir la optimizacién de las variables de
extraccion. Con el andlisis de varianza (ANOVA), con una (p<0,05), la capacidad antioxidante fue influenciado
significativamente por los factores lineales de presion y flujo de co-solvente; las interacciones (presion-temperatura),
(presion—co-solvente), (temperatura-co-solvente) y los factores cuadraticos. las variables optimas de extraccion
fueron: presion 322,285 bar, temperatura 44,34 °C y flujo de co-solvente 2,077 mL/min, obteniendo una capacidad
antioxidante maximizada por el metodo ABTS de 16,298 mg ET/g ms y una deseabilidad de 0,966.
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ABSTRACT

The objective was to evaluate the influence of pressure, temperature and co-solvent flow on the antioxidant capacity
of internal bracts of spiny creole artichoke (Cynara scolymus L.) with supercritical CO2. Internal bracts were used,
which were conditioned with drying, grinding and sieving. The extraction was carried out with a supercritical CO2
equipment. The method used to measure the antioxidant capacity was the ABTS. To obtain the optimal conditions in
the extraction of antioxidant compounds, the Response Surface Methodology (MSR) central compound design
(DCC) was used, three process variables were evaluated with three levels and 3 central points (17 combinations):
pressure (300 bar, 320 bar and 340 bar), temperature (40 ° C, 45 ° ¢ and 50 ° C) and ethanol co-solvent flow (1.0 mL
/ min, 2.0 mL / min and 3.0 mL / min). The antioxidant capacity is in the range of 4,122 to 16,721mg TE / g ms, the
central points presented the highest values. Through multiple regression, a second degree polynomial equation was
obtained which allowed to predict the optimization of the extraction variables. With the analysis of variance
(ANOVA), with a (p <0.05), the antioxidant capacity was significantly influenced by the linear factors of pressure
and flow of co-solvent; the interactions (pressure-temperature), (pressure-co-solvent), (temperature-co-solvent) and
the quadratic factors. The optimal extraction variables were: pressure 322.285 bar, temperature 44.34 ° C and co-
solvent flow 2.077 mL / min, obtaining an antioxidant capacity maximized by the ABTS method of 16.298 mg ET /
g ms and a desirability of 0.966
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1. INTRODUCCION

En el procesamiento industrial de la alcachofa
(Cynara scolymus) los residuos sélidos constituyen el
80-85% de la biomasa vegetal total compuesto por
tallos, partes externas de las flores, conocidas como
bracteas (material que no es apto para el consumo
humano y generalmente se desecha (Zuorro, 2014), Los
residuos poseen componentes bioactivos, numerosos
estudios han evidenciado las propiedades benéficas para
la salud relacionadas con el poder antioxidante de sus
compuestos fendlicos (Wang et al., 2003; Lattanzio,
Kroon, Linsalata, & Cardinali, 2009)

Zuorro (2014) optimizo los parametros de
extraccion de polifenoles de residuos del procesamiento
de la (Cynara scolymus L.) variedad globo en bracteas y
tallos, la extraccion realizo con solventes (etanol
acuoso). Para la optimizacion utilizo el disefio
compuesto central (DCC) con metodologia de superficie
de respuesta (MSR).

Fratianni, Tucci, Palma, Pepe, & Nazzaro (2007)
extrajeron fenoles por maceracion del receptaculo,
bracteas (internas, intermedias, externas) y hojas de
cinco variedades de alcachofa, en la maceracién
utilizaron una mezcla de solventes acetona:
etanol:metanol, el sobrenadante obtenido se volvié a
macerar en acetato de etilo, al analizar el sobrenadante
los resultados indican que la cantidad mas baja de
fenoles se encuentra en las hojas, bracteas intermedias y
bracteas externas.

D’Antuono et al. (2018) el contenido de polifenoles
en la alcachofa esta influenciadas por varios factores:
genotipos, procesos fisioldgicos, partes de la alcachofa
y la composicidn cualitativa de los fenoles se atribuye a
los acidos hidroxicindmicos y flavonoides.

Majeed et al. (2016) optimizaron la extraccion de
componentes antioxidantes de hojas de Origenum
vulgare con la (MSR) y analiz6 la influencia de cuatro
variables en el proceso de extraccién, relacion
metanol/agua, relacién soluto/disolvente, tiempo de
extraccion y tamafio de particulas, sobre el rendimiento
de extractos antioxidantes.

Prakash Maran, Mekala, & Manikandan (2013)
mencionan que existen evidencias cientificas de
optimizacion en la extraccion de compuestos fendlicos
de diferentes fuentes utilizando la (MSR).

Bilgin, Elhussein, Ozyiirek, Giiclii, & Sahin (2018)
optimizaron la extraccion de polifenoles de la sideritis
montana L., con la metodologia de superficie (MSR)
disefio central compuesto y evaluaron la influencia de la

concentracion de solvente, cantidad de solvente, tiempo
de extraccion y velocidad de agitacion en el contenido
de polifenoles y actividad antioxidante de la extraccion
asistida por homogeneizador (HAE).

Miamoto et al. (2020) Investigaron la influencia de
los métodos de extraccion, grado etandlico y tiempo de
extraccion de compuestos fendlicos totales (TPC),
flavonoides y potencial antioxidante de frutos inmaduros
de dos tipos de S. gilo, Long Light Green (LLG) y
Spherical Dark Green (SDG), utilizando la (MSR), para
predecir el contenido de residuos secos y los bioactivos.

La (MSR) es wuna coleccion de métodos
matematicos y estadisticos que se utiliza ampliamente en
la optimizacion de las condiciones de extraccion en
bioingenieria y procesamiento de alimentos (Zhang et
al., 2018), los valores experimentales se ajustan a un
modelo polinémico que describen el comportamiento, se
expresa con una o varias respuestas afectadas por varias
variables. La finalidad es optimizar las variables y
maximizar o minimizar la respuesta (Bezerra et al.,
2008), utilizada para analizar las relaciones entre la
respuesta y las variables independientes, interpretar las
variables lineales o en interaccion. La metodologia
genera un modelo matematico y permite la visualizacién
grafica de la variables (Bas & Boyaci, 2007)

La optimizacion de un proceso se realiza mediante
métodos empiricos o estadisticos; el primero tiene
limitaciones hacia la optimizacion completa. El enfoque
tradicional de un factor a la vez para la optimizacion de
procesos requiere de mucho tiempo, las interacciones
entre varios factores pueden ignorarse, la posibilidad de
acercarse a un valor optimo es poco probable, el
procedimiento de un factor a la vez supone que varios
parametros no interactlan, por lo que la respuesta del
proceso es una funcion directa del Unico parametro
variado. Sin embargo, la respuesta real del proceso
resulta de la influencia interactiva de varias variables. A
diferencia de la optimizacion convencional, los
procedimientos de optimizacidn estadistica permiten
tener en cuenta la interaccién de variables (Haaland,
1989) citado por (Liyana-Pathirana & Shahidi, 2005)

El objetivo del estudio fue Evaluar la influencia de
la presion, temperatura y flujo co-solvente en la
capacidad antioxidante por el método ABTS de bréacteas
internas de alcachofa criolla con espinas con CO;
supercritico.
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2. MATERIALES Y METODOS

Preparacion de harina de bréacteas internas de
alcachofa criolla: las bracteas internas fueron sometidas
a un lavado, secado con aire caliente (50°C, velocidad
de aire 1,2 £ 0,1 m/s), molienda, tamizado (particulas
retenidas en la malla 40), envasado en bolsas oscuras y
almacenamiento.

Extraccion de compuestos antioxidantes con
CO, supercritico: Se realizé utilizando el rango de
parametros de extraccion sugerido por (Acosta, 2020),
se utiliz6 15 g de harina de bracteas internas por
tratamiento, la cual fue sometido a diferentes presiones,
temperaturas y flujos de co-solvente de etanol, la
extraccion se realizé durante 1 hora.

Preparacion del extracto antioxidante

Los extractos obtenidos, fueron centrifugados a
4000 rpm por 10 minutos, filtrado con papel whatman
N°1, el sobrenadante se concentro al vacio, almacenado
a (- 4°C) para el analisis correspondiente.

Capacidad antioxidante Método ABTSe+ (2,2’-
azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6- sulfonato de amonio)

Se utilizé el método adaptado por (Arnao, 2001), el
radical cromogeno (ABTSe+). La absorbancia se midio
a 734 nanémetros (hm) en un espectrofotémetro de luz
visible. Los resultados se expresaron en mg Trolox
equivalente (TE)/g materia seca (ms).

Analisis estadistico

Se utilizo la (MSR), disefio central compuesto
(DCC), con 17 corridas experimentales y 3 replicas en el
punto central. Las variables independientes fueron:
presién de extraccion (300 bar, 320 bar y 340 bar),
temperatura de extraccion (40°C, 45°C y 50°C), flujo de
co-solvente de etanol 96° (1 mL/min, 2 mL/min y 3
mL/min). La respuesta para la combinacion de las
variables independientes fue la capacidad antioxidante
por el método ABTS.

Tabla 1. Variables independientes y niveles utilizados
para la extraccion de compuestos antioxidantes

La metodologia permitio evaluar los efectos
principales, las interaccidnes y los terminos cuadraticos
de los pardmetros de extraccion. Los experimentos se
aleatorizaron para disminuir la variabilidad debido a
factores externos (Prakash Maran, Manikandan, et al.,
2013). La relacién de la respuesta con los parametros de
extraccion se describe mediante una ecuacion
polinomial.

Se establecio un intervalo de confianza del 95%
para probar el efecto significativo de los factores lineales
y su interaccion. La prueba estadistica F se utiliz6 para
evaluar el modelo de regresion. El porcentaje de
variabilidad del pardmetro de optimizacion se analiz6
mediante estadisticos de R cuadrado. Para la adecuacion
del modelo se utilizé graficas de probabilidad normal de
residuos y graficas de residuos versus la respuesta
prevista.

Para la optimizacion se utiliz6 el método de la
funcion de deseabilidad (Derringer & Suich, 1980)
citado por (De la Vara S., Roman y Dominguez D.,
2002); el método depende de la respuesta si se desea
maximizar o minimizar. Cada respuesta (Yi) se
convierte en una funcion de deseabilidad (di) que es
adimensional, su valores estan entre 0 y 1, que
representa la cercania de una respuesta al valor ideal, se
combinan para obtener un solo valor de deseabilidad
(D). El analisis de datos se utilizd software estadistico
Design expert v11.

3. RESULTADOS Y DISCUCIONES

Las brécteas internas presentaron una humedad de
82,19% (£ 0,217) valor experimental que se aproxima a
lo reportado por (Acosta, 2020)

Capacidad antioxidante método ABTS de bracteas
internas de alcachofa criolla extraido con CO;
supercritico

La tabla 2, muestra la capacidad antioxidante de bracteas
internas de los diferentes tratamientos.

Tabla 2. Capacidad antioxidante Método ABTS de
bracteas internas de alcachofa criolla

Variables Unidad Niveles
-1 0 1
Presion (x1) bar 300 320 340
Temperatura (x2) °C 40 45 50
Flujo de co-solvente (x3) mL/min 1 2 3

Orden X X3 X3 Y
Presién Temp. Co-solv ABTS
(bar) (°C) mL/min mg ET/g ms

1 300 45 2 8.657
2 320 45 2 16.281
3 320 45 3 13.401
4 340 50 1 4.215
5 300 40 3 4.122
6 340 40 1 8.518
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7 320 40 2 14574
8 340 50 3 8.339
9 320 50 2 14.313
10 300 40 1 4.983
11 320 45 1 12.971
12 320 45 2 16.721
13 300 50 1 4578
14 340 40 3 8.442
15 300 50 3 5.542
16 320 45 2 16.578
17 340 45 2 11.290

La capacidad antioxidante en las bracteas internas
de la alcachofa criolla por el método ABTS se
encuentran en el rango de 4,122 a 16,721mg TE/g ms,
los puntos centrales presentaron los valores mas altos,
los cuales son inferiores a los reportados( Kollia et al.,
2017; Gouveia & Castilho, 2012), la diferencia
encontrada es por la variedad, partes de la alcachofa,
método de extraccion y tipo de solvente D’ Antuono et
al. (2018)

Adecuacion del modelo

Las tablas 3 y 4, presentan la adecuacion del modelo y
el resumen de las estadisticas

Tabla 3. Suma de cuadrados del modelo secuencial
[Tipo 1]

Fuente SC g CM F- p-
I valor  valor
Media vs total
177123 1 1771'§
Lineal vs media
2013 3 6.71 0.2724 0.8442
2FI vs lineal
1016 3 3.39 0.1092 0.9528
Cuadrético vs 2FI <
308.20 3 102.73 379.05 0.0001
Cubico 'S
cuadratico 0.9920 4 0.2480 0.8219 0.5881
Residual
0.9052 3 0.3017
Total 1
2111.62 7 124.21

La capacidad antioxidante, se modelizaron con los
modelos (lineal, interactivo, cuadratico y cubico), se
eligio el modelo cuadratico por presentar una alta
significacion estadistica (Tabla 3).

Tabla 4. Estadisticas de resumen del modelo

Fuente Desviacion R? R? R? SC error
estandar Exp. Ajust. Previsto de
prediccion
PRESS
Lineal 496  0.0591 © 06678 567.71
' : 01580 :
2FI ;
557 00890 .o 52704 213439
Cuadratico 05206 09944 09873  0.9345 2231
Cibico 05493 09973 09858 -2.7497  1276.35

En la tabla 4, los coeficientes de determinacion R?
del modelo cuadratico son mayores a 0,9 que indica una
buena correlaciéon entre los valores experimentales y
previstos. El R2 previsto de 0,9345 esta razonablemente
de acuerdo con el R2 ajustado de 0,9873; con una
diferencia inferior a 0,2. La (PRESS), presento un valor
bajo de 22,31; mide la desviacion estandar de los valores
ajustados y los experimentales

Coeficientes del modelo y andlisis de varianza
En la tabla 5, se presenta los coeficientes del modelo y
el ANOVA de la capacidad antioxidante

Tabla 5. Coeficientes del modelo y ANOVA de la
capacidad antioxidante

Coeficie SC gl CM F- p-valor
nte valor
Modelo 33849 9 37,61 1388  <0,0001  ***
Intercepto 16.18
X1 1.29 1670 1 1670 61.61 00001  **
X2 -0.3652 133 1 133 492 0.0620 ns
X3 0.4581 210 1 2,10 7.74 0.0272 *
X1X2 -0.6776 367 1 367 1355 0.0078 **
X1Xs 0.4931 195 1 195 7.18 0.0316 *
X2X3 0.7531 454 1 454 1674 0.0046 x>
X2 2469 1 94,69 sk
5.94 349.4  <0.0001
X7 -1.47 583 1 583 2150 00024  **
Xg 20,00 1 20,00 ok
273 73.80  <0.0001
Residual 1,90 7 0,2710
Falta de 180 5 0,3593 7,13 0,1275 ns
ajuste
Error puro 001008 2 0,0504
Total 340,39 16

En la regresién y en el ANOVA, se observa que el
modelo elegido presenta alta significacion (p<0,001)
(Maran et al., 2013).

La variable presion (X1) y flujo de co-solvente (Xs)
presentaron efectos positivos; altamente significativo
(p<0,001) y significativo (p<0,05) respectivamente. La
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interaccion (X1X2) presento efecto negativo con una
(p<0,001), las interacciones (X1X3) y (X2X3)
presentaron efectos positvos con (p<0,05) y (p<0,001)
respectivamente; los terminos cuadraticos Xi%, Xo?y Xs?
presentaron efectos negativos con una (p<0,001).

El p-valor de la falta de ajuste residual para el
modelo fue 0,1275 (p>0,05) no es estadisticamente
significativo que valida la eleccion del modelo.

El coeficiente de variabilidad (CV) del experimento
fue de 5,10%, valor bajo que indica precision y
confiabilidad.

La precision adecuada del modelo fue de 31,417
“valor que debe ser mayor a 4 para que el modelo sea
aceptable” (Prakash Maran, Manikandan, Vigna
Nivetha, & Dinesh, 2017.

En las figuras 1, 2 y 3 presenta los valores previstos,
residuos y las superficies de respuesta de la capacidad
antioxidante respectivamente

Predicted vs. Actual

Predicted
B
|

Actual

Figura 1. Valores previstos por el modelo versus los
datos experimentales de la capacidad antioxidante
ABTS de bracteas internas de alcachofa criolla

Residuals vs. Run

0.6
04 |

02

RIS

-0.4 |

Residuals
o

-0.6 |

Run Number

Figura 2. Residuos versus nimero de experimento de la
capacidad antioxidante ABTS de bracteas internas de
alcachofa criolla

En la figura 1, se observa una buena correlacion los
puntos se encuentran muy cercanos a la diagonal y la
desviacion entre los valores es minima. La Figura 2,
muestra la dispersion de los residuos en funcién al
namero aleatorio del experimento, la dispersion se
encuentra alrededor del valor cero y dentro de la banda
+ 0,6. “Una pequeiia diferencia entre el valor residual
observado y el valor ajustado significa una prediccién
precisa” (Zuorro, 2014).

@)

ABTS (mg ET/g ms)
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Figura 3. Superficie de respuesta de la capacidad
antioxidante ABTS de brécteas internas de alcachofa
criolla presion-temperatura (a); presion co-solvente (b)
y temperatura-co-solvente (c)

En La figura 3, se muestra los graficos de superficie
de respuesta de los parametros de extraccion, “se
observa que la presion y el flujo de co-solvente tiene
efectos positivos en la capacidad antioxidante hasta una
presion y flujo de co-solvente maximo que se puede
apreciar en la curvatura y desciende ligeramente al
seguir aumentando la presiony el flujo de cosolvente. El
rango de temperaturas utilizados en estudio, presento
efecto negativo en la capacidad antioxidante aumentd
ligeramente con la temperatura hasta el punto maximo
de la curvatura y desciende ligeramente al aumentar la
temperatura

En la figura 4, se presenta los graficos de
optimizacion de las variables de extraccion de los
compuestos antioxidantes

ABTS (mg ET/g ms)

8: TEMPERATURA ('C)
B: TEMPERATURA ('C)

A PRESION (bar)

A PRESION (bar)

Desirability ABTS (mg ET/g ms)

C FLUJO CO-SOWVENTE (mL/min)
€ FLUJO CO-SOWVENTE (mL/min}

')
A PRESION (bar)

ABTS (mg ET/g ms)

C: FLUJO CO-SOIVENTE (ml/min)
C-FLUJO CO-SOIVENTE (ml/min)

1\

8: TEMPERATURA ('C) B TEMPERATURA ()

Figura 4. Graficos de optimizacion de la presion-
temperatura (a), presion-co-solvente (b) y temperatura-
co-solvente (c)

Los valores experimentales se ajustaron para
correlacionar los parametros de extraccion con la
capacidad antioxidante ABTS mediante una funcién
polinomial de segundo orden en terminos de
codificacion:

Y =16,18 + 1,29x; — 0,3652x, + 0,4581x5
— 5,94x? — 1,47x% — 2,73x3
—0,6776x1x, + 0,4931x, x5
+ 0,7531x,x3

Los pardmetros Optimos para la capacidad
antioxidante método ABTS, fueron: presion de 322,285
bar, temperatura 44,34 °C y flujo de co-solvente 2,077
mL/min, obteniendo una capacidad antioxidante
maxima por ABTS 16,298 mg ET/g ms con una
deseabilidad de 0,966.

La media de la capacidad antioxidante de los
tratamientos que presentaron los valores experimentales
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mas altos (T2, T12y Tas) fue 16,527 mg ET/g ms (N = 3)
valor gque se aproxima al optimizado con el modelo.

4. CONCLUSIONES

Los variables de extraccion lineales: presion y flujo
de co-solvente presentaron efectos significativos, la
temperatura no presento significacion estadistica. Las
interacciones (presion-temperatura), (temperatura- flujo
de co-solvente), (presion- flujo de co-solvente) y los
terminos cuadraticos presentaron efectos significativos
en la capacidad antioxidante por el metodo ABTS de
bracteas internas de alcachofa criolla.

Los valores experimentales de la capacidad
antioxidante de bracteas internas son influenciados por
los parametros de extraccion, los cuales aumentan hasta
un punto maximo y luego descienden.

La ecuacion polinomial de segundo grado presento
una alta correlacion que permitio optimizar las variables
de extraccion: presion 322,285 bar, temperatura 44,34
°C y flujo de co-solvente 2,077 mL/min, obteniendo una
capacidad antioxidante maxima por ABTS 16,298 mg
ET/g ms.

5. RECOMENDACIONES

Investigar la influencia del tamafio de particula en
la extraccion de polifenoles y capacidad antioxidante de
bracteas internas, intermedias y externas de la alcachofa
criolla.

Mejorar el rendimiento de extraccion con fluidos
supercriticos utilizando otros co-solventes.
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