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INTRODUCCION

La presente investigacion lleva por titulo Extraccion asistida por ultrasonido de
polifenoles de huacatay (Tagetes minuta L.) y su capacidad antioxidante, busca aportar al

avance de la industria farmacéutica y beneficiar a la poblacion en su conjunto.

Se lleva a cabo a partir de la observacion del problema que el huacatay (Tagetes
minuta L.), también llamado chinchilla, chincho, es una hierba que crece anualmente y
es nativa de los pastizales templados y las zonas montafiosas del sur de Sudamérica. En
Per(, se encuentra presente en la costa, la sierra y la selva, el huacatay ha logrado tener
una marcada connotacién cultural para la obtencién de ingredientes naturales para ser
empleados en la produccién de aceites comestibles con el propdsito de retrasar su
oxidacion, asi como en la fabricacién de peliculas comestibles para preservar los
alimentos mediante biopolimeros que contienen polifenoles. Ademas, se utilizan como
aditivos en la formulacion de medicamentos y como componentes en suplementos para

una dieta balanceada.®

En consideracion a lo anteriormente mencionado, el Capitulo | abarca la
importancia nutricional todos aquellos aspectos referidos con la realidad problematica a
partir de una breve vision general de la extraccion asistida por ultrasonido de polifenoles,
ademas de eso, su estrecha relacién e importancia de la capacidad antioxidante; sin
olvidar que ambas variables son herramientas para determinar extraccién asistida por

ultrasonido.

En el Capitulo Il se contemplan tres items: uno referido a los antecedentes
nacionales e internacionales en base a la revision de aquellas investigaciones relacionadas
con el tema bajo estudio; el segundo considera las bases tedricas de cada variable,

respecto a sus dimensiones y el tercero corresponde al marco conceptual.

A su vez, en el Capitulo Il se presentan las hipdtesis (general y especificas)
formuladas en base a los problemas de investigacion y el Capitulo IV esté referida a la
metodologia, se especificd que se trata de un estudio de tipo aplicada, con disefio
experimental y emple6 la observacion como técnica de recoleccién de datos. La poblacién
de estudio estuvo compuesta por el Huacatay (Tagetes minuta L.) procedente del Distrito
de Huayucachi, analizando 40kg de hojas de huacatay seleccionados mediante un

muestreo no probabilistico utilizando criterios de inclusion y exclusion, los andlisis



fueron registrados en una ficha de recoleccion de datos para ser procesados en Software
SPSS y en el programa Microsoft Excel version 2016. Los principios éticos de la
investigacion se fundamentan en lo estipulado por los articulos 27° y 28° del Reglamento
general de Investigacion de la Universidad Peruana Los Andes.

En el Capitulo VI se presentd los resultados obtenidos, observandose que, segun el
andlisis quimico proximal de hojas de Tagetes minuta L. (huacatay), se determiné en
funcion a método normalizados de la norma Técnica AOAC (método gravimétrico y
volumétrico).

Se concluye que, el uso de ondas ultrasénicas aumenté la efectividad para extraer
compuestos fendlicos de muestras de hojas de Tagetes minuta L. y su capacidad
antioxidante en contraste con el método tradicional de extraccion,. El valor obtenido para
la extraccion de manera convencional fue 99.43mg EAG/100 g. Huacatay menor a los

gue se obtuvo por ultrasonido 5434.96 mg EAG/100 g. Huacatay.

Vi
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RESUMEN

El huacatay es una hierba anual, proveniente de los pastizales de climas templados
y las areas montafiosas de Sudamérica, asi como el Per(. En la actualidad se usa en la
industria farmacéutica como aditivo en la elaboracion de medicamentos, también es usado
en la industria alimentaria como ingrediente para la elaboracién de suplementos
dietéticos. En la presente investigacion se evaluo la extraccion asistida por ultrasonido de
polifenoles de huacatay (Tagetes minuta L.) y su capacidad antioxidante. EI método de
extraccion empleado fue por ultrasonido, donde la relaciéon entre lo extraido y los
radicales libres indica una eficaz capacidad de inhibicion de los radicales, por ende,
demuestra la capacidad del huacatay (Tagetes minuta L.) de donar hidrogeno y electrones
capaces de estabilizar las reacciones de los radicales. Asimismo se obtuvo los siguientes
resultados: El contenido de polifenoles y la capacidad antioxidante del huacatay (Tagetes
minuta L) se ven afectados por el método de extraccion mediante ultrasonido; por otro
lado, el contenido de polifenoles obtenida por el método de extraccion asistida por
ultrasonido mostro un valor maximo de 5434.96 mg AGE / 100 g de huacatay y una
capacidad antioxidante de 1445.48 mg de trolox con el tratamiento de extraccién C2t3,
notandose un aumento substancial en lo que respeta a los resultados obtenidos mediante
el método de extraccion convencional. De acuerdo con el andlisis estadistico, se observa
una disparidad significativa entre los dos tratamientos. En cuanto a la hipétesis, se analizé
mediante el estadistico ANOVA, obteniendo un p<0.05, el cual comprueba que la
extraccion asistida por ultrasonido influye positivmente en el contenido de polifenoles y

la capacidad antioxidante del Tagetes minuta L (Huacatay).

Palabras clave: Polifenoles, extraccion, filtrado, concentracion, rendimiento de

extraccion.
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ABSTRACT

Huacatay is an annual herb, from the grasslands of temperate climates and
mountainous areas of South America, as well as Peru. It is currently used in the
pharmaceutical industry as an additive in the production of medicines, it is also used in
the food industry as an ingredient for the production of dietary supplements. In the present
investigation, the ultrasound-assisted extraction of polyphenols from huacatay (Tagetes
minuta L.) and its antioxidant capacity were evaluated. The extraction method used was
ultrasound, where the relationship between what was extracted and the free radicals
indicates an effective radical inhibition capacity, therefore, demonstrating the ability of
huacatay (Tagetes minuta L.) to donate hydrogen and electrons capable of stabilize radical
reactions. The following results were also obtained: The polyphenol content and
antioxidant capacity of huacatay (Tagetes minuta L) are affected by the ultrasound
extraction method; On the other hand, the polyphenol content obtained by the ultrasound-
assisted extraction method showed a maximum value of 5434.96 mg AGE / 100 g of
huacatay and an antioxidant capacity of 1445.48 mg of trolox with the C2t3 extraction
treatment, noting a substantial increase. regarding the results obtained through the
conventional extraction method. According to the statistical analysis, a significant
disparity is observed between the two treatments. Regarding the hypothesis, it was
analyzed using the ANOVA statistic, obtaining a p<0.05, which proves that ultrasound-
assisted extraction positively influences the polyphenol content and antioxidant capacity

of Tagetes minuta L (Huacatay)..

Keywords: Polyphenols, extraction, filtering, concentration, extraction yield.
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CAPITULO |
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 DESCRIPCION DE LA REALIDAD PROBLEMATICA

Los compuestos bioactivos son elementos que se encuentran en las plantas y
funcionan como un mecanismo de proteccion, otorgandoles caracteristicas como color,

aroma y propiedades especiales que son beneficiosas para la salud humana.

En afos recientes, la busqueda de productos méas naturales se ha convertido en un
estudio de creciente interés por parte del sector farmacéutico y la industria alimentaria.
Por ejemplo, se busca obtener aditivos naturales para retardar la oxidacién en la
elaboracion de aceites comestibles. También se exploran aplicaciones en la elaboracion
de films comestibles para preservar alimentos mediante biopolimeros que contienen
polifenoles. Ademas, se considera su uso como aditivo en la produccién de medicamentos

y como ingrediente en suplementos dietéticos para promover una alimentacién saludble.

La extraccion suele ser el paso inicial en el proceso de aislamiento de compuestos
bioactivos de tejidos vegetales. En este proceso, se deben considerar varios factores, como
el tipo y la proporcion del disolvente, la temperatura, el tiempo y, especialmente, la
tecnologia utilizada, ya que influira en el rendimiento. En el caso de la extraccion asistida
por ultrasonido, se deben tener en cuenta pardmetros especificos, como el ciclo, la
amplitud, la frecuencia, la potencia, el tiempo de extraccion, la temperatura y el solvente

utilizado.

Investigaciones realizadas a cabo sobre la extraccion asistida por ultrasonido de
polifenoles sefialan que es crucial considerar la amplitud (entre el 60% y el 100%), el

tiempo (de 10 a 15 minutos) y el tipo de solvente (etanol en una concentracién del 50 al
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80%) para lograr una extraccion optima. Asimismo, la presencia de oxigeno, humedad,
calor o las condiciones de almacenamiento pueden afectar y disminuir las propiedades
beneficiosas de los polifenoles extraidos.!

1.2. DELIMITACION DEL PROBLEMA

El disefio experimental de la investigacion se dividid en dos fases; la primera fase
consistio en la extraccion asistida por ultrasonido (EAU) de polifenoles de huacatay

(Tagetes minuta L.); la segunda fase fue la evaluacion de su capacidad antioxidante.

Las muestras de huacatay fueron recolectadas del distrito de Huayucachi, provincia
de Huancayo, departamento de Junin, por los responsables de la investigacién. Las hojas
del huacatay fueron sometidas aun método de extraccion asistida por ultrasonido, se
utilizo la interaccion entre los extractos obtenidos mediante este proceso y los radicales

libres como indicador de la capacidad de inhibicion de dichos radicales.

La extraccion constituye el paso inicial en el aislamiento de fenoles de los tejidos
vegetales, por lo que es crucial considerar varios aspectos como el tipo de disolvente, la
proporcion de disolvente, la temperatura, el tiempo y, principalmente, la tecnologia
empleada para lograr un rendimiento optimo. Después de la extraccién, es esencial
preservar las propiedades funcionales de los fenoles, ya que tanto los fenoles como su
actividad antioxidante pueden ser afectados por diversos factores como la luz, la
humedad, el pH, la temperatura, entre otros. Por esta razon, se busca investigar la
preservacion de estas propiedades funcionales para su potencial aplicacion en industrias

como la alimentaria.

1.3. FORMULACION DEL PROBLEMA
1.3.1. Problema General

¢Cual es la influencia del método de extraccion por ultrasonido en el contenido de

polifenoles y capacidad antioxidante de huacatay (Tagetes minuta L)?

1.3.2. Problemas Especificos
e ;Cual es la influencia del tiempo de sonificacion y concentracion de etanol sobre
el contenido de polifenoles y capacidad antioxidante en la extraccion asistida por
ultrasonido de las hojas de huacatay (Tagetes minuta L)?

15



e ;Cuales son los valores del contenido de polifenoles y capacidad antioxidante, en

el extracto obtenido por ultrasonido del huacatay (Tagetes minuta L)?

1.4. JUSTIFICACION
1.4.1. Social

A la actualidad existen diversos estudios que muestran sobre los principios activos
de las hierbas medicinales en el cual resaltan su capacidad antioxidante, antifingica y
antibacteriana. El huacatay, una planta aromatica usada como condimento en la cocina,

también posee propiedades que lo hacen apto como conservante natural.

La finalidad de la investigacion es dar un valor agregado al huacatay ya que el
extracto de huacatay es rico en compuestos fendlicos. De esta manera se busca
posibilidades de desarrollo de nuevas tecnologias de extraccioén y aplicacion de estos
compuestos en la industria farmacéutica, fomentando el cultivo del huacatay a nivel

regional.

El estudio surge de la urgencia de reemplazar aditivos sintéticos con alternativas
naturales que sean menos toxicos y tengan un menor impacto ambiental en su produccion.

Ademas, se busca fomentar el uso de productos naturales en beneficio de la salud publica.
.1.4.2. Tedrica

En la investigacion realizada se ha generado y aplicado un conjunto de
conocimientos tecnologicos e informacion relacionada con la extraccion de aceite de
"huacatay", dirigidos especificamente a la industria farmacéutica. Esto responde a la
creciente tendencia de la industria farmacéutica a nivel mundial de utilizar fuentes
naturales como alternativas de materia prima, especialmente las provenientes de Pert. Se
busca que estos aceites naturales sean empleados tanto como ingredientes nutricionales

directos como en la gastronomia.

Los polifenoles de origen natural han sido objeto de atencion en numerosos estudios
cientificos debido a sus impactos beneficiosos en la salud humana, especialmente por su

alto contenido y funcion antioxidante.

Estudios previos indican que el método de extraccion asistida por ultrasonido de

compuestos fenolicos de plantas incrementa el rendimiento y acorta el tiempo de
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extraccion. Estos compuestos muestran propiedades funcionales que podrian ser
empleadas en la industria farmacéutica con el fin de prevenir y tratar enfermedades

degenerativas.

1.4.3. Metodoldgica

Durante el desarrollo de la investigacion, se acudio al empleo de técnicas de
extraccion de compuestos fenolicos y capacidad antioxidante por el método ultrasonido,
bajo condiciones de tiempo de sonicacion y concentracion de etanol teniendo como
ingrediente funcional al huacatay (7agetes minuta L). Los resultados del estudio estan
sostenidos en técnicas de investigacion validas para este tipo de investigaciones y serviran

de antecedente para futuras investigaciones en esta materia.
1.5. OBJETIVOS

1.5.1. Objetivo general

Evaluar la influencia del método de extraccion por ultrasonido en el contenido de

polifenoles y capacidad antioxidante de huacatay (7agetes minuta L).
1.5.2. Objetivos Especificos

e Determinar la influencia del tiempo de sonificacion y concentracion de etanol
sobre el contenido de polifenoles y capacidad antioxidante en la extraccion
asistida por ultrasonido de las hojas de huacatay (Tagetes minuta L).

o ldentificar los valores del contenido de polifenoles y su capacidad antioxidante en

el extracto obtenido por ultrasonido de las hojas de huacatay (Tagetes minuta L).
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CAPITULO II
MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES
2.1.1 Nacionales

Acosta L.° en su mas reciente estudio, logré desarrollar un conservante
microencapsulado utilizando hierbas aromadticas como acedera, chincho y orégano,
mediante el empleo de extraccidon asistida por ultrasonido y microencapsulacion por
atomizacion. Los hallazgos revelaron que estos extractos de hierbas poseen una notable
capacidad antioxidante, lo que sugiere su potencial como ingredientes o aditivos

alimentarios con caracteristicas beneficiosas para la salud.

Castro-Alayo EMS, et al, en su investigacion cientifica sobre aceites esenciales de
ciertas plantas nativas del Pert reporta una mayor capacidad antioxidante para el huacatay
con un valor de 2,667 mg/MI, demostrando asi el potencial antiradicalario que posee el

huacatay.

Rojas T, Fuentes M, Contreras E’, menciona que las sustancias bioactivas de los
residuos como los compuestos fendlicos se puede recuperar mediante la extraccion por
ultrasonido puesto que es una técnica limpia, rapida y amigable con el medio ambiente
llegando a la conclusion que el mejor tratamiento para extraccion de compuestos
fenolicos del sanky fue 60%v/v, 40 minutos, 35°C reportando un valor de 43,9 mg acido

galico/g muestra seca.

Chanco J, Leandro Z.8 en su investigacion sobre la microencapsulacion de extracto

de huacatay obtenido por ultrasonido concluye que hay influencia de este método sobre
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la cantidad de polifenoles y la capacidad antioxidante, mostrando que el huacatay seco
posee el mayor contenido de polifenoles, alcanzando 7708,11 mg EAG/100 g, junto con
una capacidad antioxidante de 1675,54 mg Eq. Trolox/100 g a una concentracion de 60%
de etanol, 100% de amplitud y 15 minutos, con una diferencia estadisticamente

significativa (p<0.05).

Hinostroza Quifionez G, Saavedra N, Corilla D, et al.® en su estudio sobre la
microencapsulacion por atomizacion de extracto de orégano (Origanum vulgar) y
huacatay (Tagetes minuta). Obteniendo como resultado que la capacidad antioxidante
DPPH del huacatay obtenido mediante extraccion con metanol utilizando ultrasonido

exhibié un valor de 231 uM trolox eq/100 ml de extracto.

2.1.2 Internacionales

Medina NC.? en su investigacion sobre el efecto del ultrasonido sobre la capacidad
antioxidante y efecto antibacteriano del quitosano obtenido a partir de la cascara de limén
persa, concluye que este método mejora el rendimiento de la extraccion de los compuestos

fendlicos presentes en la cascara de limon.

Pacheco J.? llevé a cabo la nanoencapsulacion de polifenoles derivados de residuos
de alcachofa (Cynara scolymus L.) mediante gelificacion idnica. Se realizaron pruebas de
extraccion asistida por ultrasonido, variando el tiempo (9.7 minutos) y la concentracion
del solvente (etanol al 53%). Bajo estas condiciones, se obtuvieron los valores

experimentales correspondientes.

Corilla D%, investigé el proceso de extraccion, microencapsulacion y cuantificacion
de compuestos fenolicos asistida por ultrasonido utilizando residuos de café (Coffea
Arabica L.). Logrdé optimizar la extraccion de polifenoles mediante ultrasonido,
obteniendo los mejores resultados a una concentracion de 41,1646 mg AGE/g de muestra
seca, 57,0163 mg Trolox/g de muestra seca por DPPH y 46,8562 mg Trolox/g de muestra
seca por ABTS. Estos hallazgos sugieren que las condiciones 0ptimas para la extraccion
asistida por ultrasonido de compuestos fendlicos son una frecuencia del 95%, un tiempo
de 9 minutos y una mezcla de etanol:agua al 53%, lo que resulta en un valor practico de

41,1646 mg AGE/g de muestra.
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2.2 BASES TEORICAS
2.2.1 Huacatay
a) Origen y distribucion geogréfica

El huacatay es una hierba autdctona que se desarrolla en ambientes de clima
templado y zonas montafiosas en Sudamérica, desde Pert hasta Argentina. En Perq, se

distribuye en diversas 4reas que incluyen la costa, la sierra y la selva.®

El huacatay es una planta silvestre que alcanza una altura de 1 a 2 metros y se
caracteriza por tener hojas lanceoladas con un aroma intenso. Sus hojas tienen
dimensiones de 4 a 8§ cm de longitud y de 3 a 4 cm de ancho. También posee flores
pequefias en comparacion al tamafio de la planta. Tiene condiciones climaticas favorables
para su crecimiento y desarrollo, si se produce en mayor cantidad sera muy favorable para

las personas ya que mejorara su calidad de vida.?

Figura 1.Huacatay (Tagetes minuta L.)
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Fuente: Popia

b) Clasificacion taxondmica del huacatay (Crionquist ,1981)
Reino  Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Asterales
Familia Asteraceas
Genero Tagetes
Especie Tag tes minuta L
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2.2.2 Hoja del huacatay
2.2.2.1. Usos

El huacatay desempefia un papel fundamental en la cocina peruana, ya que se utiliza
como condimento en la elaboracion de diversas salsas, ajies, guisos y asados. Es un
ingrediente esencial en la preparacion de la reconocida crema de ocopa, una salsa popular
en Peru, asi como en la pachamanca, gracias a su distintivo y potente aroma. Ademas de
su uso culinario, el huacatay se emplea como pesticida y se le atribuyen propiedades
medicinales. Destaca especialmente la hoja de huacatay, que es de gran importancia para
la industria, ya que de ella se extrae un aceite esencial utilizado en perfumeria y en la

industria alimentaria.°

2.2.2.2. Composicion quimica

El huacatay es una planta que contiene alta capacidad bioldgica extensa tales como
medicinales, antioxidantes, propiedades antimicrobianas, antibacteriana, actividad

nematicida e insecticida.!!

El poder biologico que posee la Tagetes minuta L es gracias a su composicion de
monoterpenos tales como f-pineno, limoneno, 2-fenilpropil butirato, 1-Deceno,
Undecano, 1-Dodeceno, 2-Undecenal (Aldehido) y no solo ello sino también posee

polifenoles.!!

Por otro lado, es rico en compuestos de metabolitos secundarios, incluyendo
aciclicos, monociclicos y monoterpenos biciclos, sesquiterpenos, flavonoides, tiofenos y

aromaticos.!!

2.2.3 Polifenoles
a) Generalidades

Se refieren a compuestos orgdnicos que se distinguen por tener multiples grupos
fenol en cada molécula. Principalmente se encuentran en plantas, las cuales los producen

como parte de su metabolismo secundario.'”
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Los compuestos fendlicos son sustancias quimicas presentes en los vegetales
(plantas, frutas) capaces de producir metabolitos secundarios provenientes de la

fenilamina. Hay mas de 8000 compuestos fenélicos identificados.'

b) Funcion de los compuestos fendlicos

Los compuestos exhiben una alta capacidad antioxidante gracias a su habilidad para
disminuir la generacion de radicales libres. En términos generales, estos compuestos
actuan como antioxidantes con multiples funciones y emplean diversos mecanismos para

su accion.!

¢) Actividad antioxidante de los polifenoles

Valencia A. et al. indica que los polifenoles pueden afectar el crecimiento de
tumores malignos al salvaguardar el ADN, desactivar los agentes cancerigenos y frenar

la actividad de los genes que causan mutaciones.*

Creus E.?indica que la funcion antioxidante de estos compuestos desempefia un
papel crucial en la prevencion de la oxidacion de las lipoproteinas y en el desarrollo de

lesiones arterioscleréticas.
d) Efecto sobre macro nutrientes

Valenzuela GM.*? indica que los polifenoles actian como inhibidores de nutrientes
al interactuar con proteinas, almidones y enzimas digestivas, lo que resulta en la

formacion de complejos y reduce el valor nutritivo de los alimentos..™
e) Origen, estructura y distribucion de los polifenoles

En la actualidad existen muchos compuestos diferentes que presentan estructura
molecular en presencia de uno o mas anillos fenolicos, estos compuestos se denominan
polifenoles los cuales se encuentran en la naturaleza principalmente en vegetales y frutas
compuestos que sintetizan estos compuestos como productos de su metabolismo
secundario. para protegerlos de situaciones estresantes y diversos estimulos (agua, luz,
etc.).1
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Figura 2.Clasificacion general de los compuestos polifendlicos (CPF)
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Fuente: Mercado et al., (2013)

f) Polifenoles del huacatay

Quercetina

Zavaleta et al. (2005) sefiald la presencia de polifenoles en 8 alimentos peruanos

tales como: huacatay, olluco, sachatomate, sachapapa morada, pituca, sachaculantro,

aguaymantoy el tumbo). Reportando el contenido de acidos fenolicos para el huacatay

(&cido clorogénico de 1.60mg/g, &cido ferdlico de 16.60 mg/g y acido cafeico de 3.98

mg/g). Las hojas de Huacatay poseen 67mg * 7 dw de polifenoles totales en comparacion

de otras con las otras especies.®®

Figura 3. Contenido de polifenoles totales (mg AG /g DW)
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2.2.4 Capacidad Antioxidante

Los componentes quimicos con propiedades antioxidantes se presentan en
concentraciones mas bajas en comparacion con aquellas que son susceptibles a la
oxidacion, lo que resulta en la retardacion y prevencion de la oxidacion de estos
componentes. Estos compuestos también son reconocidos por su capacidad de proteger

al sistema celular de los procesos que resultan en una cantidad excesiva de oxidacion.®

La presencia tanto de compuestos fenolicos naturales como artificiales desempefia
una funcion significativa debido a sus propiedades redox, las cuales les permiten absorber
y neutralizar los radicales libres durante el proceso de descomposicion del peroxido. La
diferencia entre estos dos se debe al hecho de que se cree que los siguientes causan cancer
y que las caracteristicas naturales tiene correlacién positiva entre el nivel de polifenoles

y la capacidad antioxidante de plantas como el orégano., el huacatay, el romero, etc.'8

Zheng, W.Z. y Wang, S.Y.*? efiala que la capacidad antioxidante varia segun el
compuesto fendlico analizado y su capacidad de disolverse en la fase liquida o lipidica.,
y también los diferentes métodos utilizados, para intentar solucionar el problema. Al
respecto, los cientificos evaluaron la actividad antioxidante utilizando trolox (acido 6-
hidroxi2,5,7 estetrametilcromano 22 carboxilico), que es estandar, soluble en agua en

vitamina E.

La importancia de los polifenoles se debe a que interfieren con el desarrollo en
diferentes etapas del melanoma protegiendo al ADN del dafio oxidativo, inactivando
carcindgenos e inhibiendo la carcinogénesis, genes mutagénicos de enzimas responsables

de activar carcindgenos.'®

2.2.5 Extraccién de polifenoles

Da Porto C.et al.*® indica que en afios recientes se han llevado a cabo numerosos
estudios sobre la extraccion de compuestos de diversos vegetales utilizando métodos
convencionales como la maceracion con diversos disolventes organicos (Bendicho et al.,
2012). La relevancia de estos compuestos fendlicos ha motivado el desarrollo de técnicas
como el ultrasonido, la energia de microondas, los fluidos supercriticos y la extraccién

acelerada por disolventes.8
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Armenta et al. Agrega que el propdsito principal de estas innovadoras tecnologias
es disminuir el consumo de energia, el tiempo y los gastos asociados, ademas de promover
la proteccion del medio ambiente y la salud al emplear estos compuestos en la industria

alimentaria.

2.2.5.1 Extraccion asistida por ultrasonido (EAU)

Awad TS, et al.?% indica que este enfoque se fundamenta en la transmision de ondas
mecanicas mediante una serie de ciclos, caracterizadas por su longitud, amplitud,
frecuencia, velocidad, potencia e intensidad. Segun Tippens & Hernandez (2007), el
conjunto de ondas en el ultrasonido se identifica como ondas ultrasonicas, las cuales
tienen frecuencias que superan el rango audible (>20 kHz) pero son inferiores a las

frecuencias de las microondas (hasta 10 MHz).?°

El principio de la EAU consiste en la transmision de vibraciones mecénicas, las
cuales tienen las caracteristicas de longitud, amplitud, frecuencia, velocidad, potencia e
intensidad de propagacion como una sola onda. Conjunto de ciclos. Las ondas de
ultrasonido conforman el espectro denominado como ondas ultrasénicas. Estas ondas
tienen frecuencias que se sittan por encima del umbral audible (> 20 kHz) pero por debajo

de las frecuencias de las microondas (hasta 10 MHz).%

El ultrasonido utiliza la transmisién de vibraciones mecanicas que constituyen un
conjunto de ondas de alta y baja presion, conocidas como ondas de compresion y de

rarefaccion. Estas ondas poseen caracteristicas distintivas que incluyen:??

e Longitud: es la distancia entre dos puntos de onda alta y baja

e Amplitud: es la altura maxima de una onda

e Frecuencia (Hz): es el namero de ciclos por unidad de tiempo

e Velocidad (m/s): frecuencia x longitud de onda

e Potencia (W): es el cociente de la energia utilizada en un tiempo.

e Intensidad (W/cmz2): es el cociente de la potencia a través de un area determinado.
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Figura 4. Principio de cavitacion
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Figura 5. Colapso y liberacién de compuestos
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Fuente: Medina-Torres et al. (2017)

2.2.5.2 Parametros que afectan el proceso de EAU:

Solvente: La viscosidad afecta la intensidad de las cavitaciones ultrasonicas, de igual
forma la presion de vapor del medio y la tension superficial 23

En la extraccion de compuestos polifendlicos se utilizan disolventes organicos puros
0 combinados como: etanol acuoso que es una mezcla de etanol y agua en diferentes
proporciones, metanol, acetona entre otros. La FDA menciona que el etanol, la
acetona y el acetato de etilo se consideran solventes de Clase 3 que pueden usarse en
la preparacion de alimentos de esta manera de acuerdo con las buenas préacticas de
fabricacion. Los disolventes de clase 2, como el metanol y el hexano, se pueden
utilizar en determinadas condiciones debido a su toxicidad. Estudios cientificos

confirman la eficacia del etanol como disolvente en la extraccion de polifenoles.®
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b. Temperatura: lzquierdo (2011), Hemwimol, Pavasant y Shotipruk (2017),
mencionan que el método de EAU genera calor y esto hace que la temperatura
aumente por esta razon se debe controlar la temperatura de extraccion. Ademas, cabe
sefialar que un aumento de temperatura provoca la descomposicion de algunos
compuestos. Un claro ejemplo es la degradacién de compuestos polifenolicos, por

lo que buscamos trabajar a bajas temperaturas en la extraccion de estos compuestos.?*

c. Tiempo de extraccion: Izquierdo (2011), indica que el desempefio de la extraccién

se incrementa cuanto mayor es el tiempo de duracion del ultrasonido debido al mayor
tiempo de contacto entre el liquido y el material vegetal s6lido.?°
Cheng et al. (2015), afiade que se debe tener en cuenta el tiempo de exposicién a la
sonicacién, debido a que esta puede dafar la calidad de los compuestos de interés, se
debe entender que hay una relacion entre la energia de ultrasonido, la estabilidad de
los compuestos y el medio.
El proceso de extraccion consta de 2 etapas, la primera etapa Illamada paso de lavado
de 10 a 20 minutos se puede recuperar hasta 90 ° y la segunda etapa llamada paso de
extraccion lenta que puede durar hasta 60 minutos, para ser soportada. Notese que se
busca minimizar el tiempo de mineria para reducir los costos de produccion, por lo
que se recomienda trabajar en las primeras etapas.?

d. Caracteristicas del ultrasonido: Izquierdo (2011), sefiala que la frecuencia, la
potencia, la distribucién de las ondas ultrasonicas y su intensidad son factores clave
que influyen significativamente en el rendimiento y la eficacia del proceso de
extraccion. Esto se debe a que aumentar o disminuir estos pardmetros puede causar
alteraciones que pueden ser beneficiosas o perjudiciales para la obtencion de la

sustancia deseada.

2.2.5.3 Efecto de las variables involucradas en la eficiencia y rendimiento de EAU

Abugabr (2020 ), indica que al realizar la extraccidn, es necesario tener en cuenta
diversas variables que tienen una estrecha relacion con la eficiencia y el rendimiento del
proceso. Estas variables abarcan el tiempo, la temperatura, el tipo de disolvente y su
concentracion, asi como el método de aplicacion de la irradiacion ultrasonica (ya sea

directamente o indirectamente).?®
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2.3 MARCO CONCEPTUAL

a)

b)

d)

f)

Tiempo de sonificacion: La técnica de sonicacion implica la ruptura de la membrana
celular mediante el uso de ultrasonidos. Los equipos de sonicacion son
indispensables en laboratorios de HPLC y Biologia Molecular. ?

Actividad antioxidante: elimina los radicales libres e inhibe enzimas prooxidantest.
Polifenoles: son compuestos naturales producidos como parte del metabolismo
secundario de las plantas, que se originan a partir de las rutas del shikimato y de los
fenilpropanoides. *

Ultrasonido: Se fundamenta principalmente en la cavitacion acustica que tiene la
capacidad de inducir ciertas compresiones y rarefacciones presentes en las moléculas
del solvente, induciendo a una formacion de burbujas provocados por el cambio de
presion y temperatura.?

Amplitud: Es la longitud de onda entre la compresion y rarefaccion donde a mayor
amplitud mayor recuperacion de compuestos bioactivos.?

Frecuencia: Es la medicion del nimero de veces que se repite un fenébmeno en una
unidad de tiempo su unidad de tiempo su unidad de medida es en Hertzios 1 Hz

significa un ciclo (u onda) por segundo.?
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CAPITULO 111
HIPOTESIS

3.1 HIPOTESIS GENERAL

El método de extraccién por ultrasonido influye positivamente sobre el contenido

de polifenoles y capacidad antioxidante de huacatay (Tagetes minuta L).

3.2 HIPOTESIS ESPECIFICAS

e EIl tiempo de sonificacion y la concentracion de etanol influyen positivamente
sobre contenido de polifenoles y capacidad antioxidante en la extraccion asistida
por ultrasonido de las hojas de huacatay (Tagetes minuta L).

e Los valores del contenido de polifenoles y la capacidad antioxidante por la
extraccion asistida por ultrasonido influye positivamente en la obtencion del

extracto.

3.3 VARIABLES

3.3.1 Variables independientes

e Concentracion de etanol: 40 %, 60 %y 80 %

e Tiempo de extraccion: 10 min, 15 miny 20 min

3.3.2 Variables dependientes

e Contenido de polifenoles totales

e Actividad antioxidante
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3.3.3 Operacionalizacion de variables

Tabla 1. Operacionalizacién de variables

Dimension  Indicado
Variables Definicién conceptual
es res
Concentrac  Sustancia capaz de inhibir la degradacién oxidativa, 40 % Cavitacio
i6n de gracias a su capacidad de reaccionar con los 60% n acustica
etanol radicales libres?. 80%
(V.1.1)
Tiempo de  EIl tiempo en la extraccion de compuestos fendlicos 10 min Ondas
sonicacion(  puede aumentar, siguiendo un mecanismo formado 15 min sonicas
V.1.2) por dos etapas principales. El primero se denomina 20 min
paso de "lavado", que cubre los primeros 10 a 20
minutos de extraccion. En la segunda etapa,
conocida como extraccion lenta, la transferencia de
masa del soluto desde la matriz al solvente se realiza
por difusidn. (Sahin & Samli, 2013),
Contenido  Son un grupo de sustancias quimicas caracterizadas Método de  Coloracié
de por la presencia de mas de un grupo fenol por Folin- n azul
polifenoles( molécula encontradas en frutas, verduras, cerealesy Ciocalteu
V.D.1) bebidas.
Actividad La actividad antioxidante en los polifenoles es Método Decolorac
antioxidant  reconocido por su contribucion a la mejora de la DPPH ion de
e(v.D.2) salud humana y actdan como quelantes de iones Método color azul
metalicos o captadores de radicales libres que ABTS violeta,
neutralizan especies reactivas de oxigeno peligrosas hacia un
mediante la donacidn de un electrén (Pozo-Martinez amarillo
et al., 2022). Ambas actividades son responsables de palido

las propiedades antioxidantes, que pueden ser Gtiles
para evaluar la calidad de los alimentos o en la
realizacion de las caracteristicas beneficiosas de los
productos (Li et al., 2014; Zrinski et al., 2020).

Fuente: Elaboracién propia
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CAPITULO IV
METODOLOGIA

4.1 METODO DE INVESTIGACION

En esta investigacion se empled el método cientifico, el propdsito es comprender el
comportamiento de las variables para mejorar la calidad del producto. EI método
especifico es explicativo, ya que implica identificar las relaciones causales entre la
variable independiente (contenido de polifenoles) y la variable dependiente (capacidad

antioxidante del huacatay). %’

4.2 TIPO DE INVESTIGACION

De tipo aplicada, se distingue por la participacion activa de las investigadoras,
quienes trabajan para resolver el problema de investigacion y evaluar el impacto de la
extraccion asistida por ultrasonido de polifenoles en la capacidad antioxidante del

huacatay (Tagetes minuta L.). %’

4.3 NIVEL DE INVESTIGACION

De nivel explicativo, Debido a que ofrecerd datos acerca de la capacidad
antioxidante del huacatay (Tagetes minuta L.) mediante la extraccion asistida por

ultrasonido.?’

4.4 DISENO DE LA INVESTIGACION

El disefio para esta investigacion es experimental, Debido a que este estudio cuenta
con todos los componentes de un experimento, empleando el método de superficie de

respuesta. En este método se aplican técnicas para controlar la variable independiente y
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observar las variaciones en la variable dependiente, permitiendo analizar si ocurre algun

cambio.?’

Figura 6. Disefio experimental
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Fuente: Elaboracion propia
Donde:
HH: Hojas de huacatay
C1: Concentracion de etanol (40%)
C2: Concentracion de etanol (60%)
C3: Concentracion de etanol (80%)
t1: Tiempo de sonicacion (10 min)
t2: Tiempo de sonicacion (15 min)
t3: Tiempo de sonicacion (20 min)

4.5 POBLACION Y MUESTRA
4.5.1 Poblacion

La poblacion para este estudio consiste en las hojas de huacatay (Tagetes minuta
L.) procedentes del distrito de Huayucachi, ubicado en la provincia de Huancayo, Junin.
Esta poblacion representa el conjunto de elementos dentro de un ambito general que se

investiga.?’

4.5.2 Muestra

Las hojas aisladas del huacatay en el laboratorio. Este fragmento es una muestra
representativa de la poblacion, ya que se distingue por su objetividad y refleja fielmente
las caracteristicas de la poblacidn. Los resultados obtenidos en esta muestra se pueden

generalizar a todos los elementos que componen la poblacion previamente mencionada.?’
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4.6 TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

Para la ejecucion presente investigacion se utilizo la técnica de la observacion ya
que mediante este medio pudimos visualizar las herramientas de laboratorio, como equipo

ultrasonido para Fenoles totales y capacidad antioxidante.

Utilizamos la ficha de recoleccion de datos (ver anexo 4) como nuestro instrumento,
el cual nos facilité la recopilacion de la informacion requerida para alcanzar los objetivos
de nuestra investigacion. Este estudio se llevo a cabo en el laboratorio de Control de
Calidad de la Facultad de Ingenieria de Industrias Alimentarias de la Universidad

Nacional del Centro del Perg.

Se traté de analizar el impacto de la extraccion asistida por ultrasonido de
polifenoles y su capacidad antioxidante de las hojas del huacatay (Tagetes minuta L.) para

luego ser evaluados.

4.6.1 Materiales de laboratorio

Se utilizaron diversos materiales de vidrio, como matraces, vasos de precipitacion,
probetas y frascos de color &ambar, asi como otros elementos como papel filtro, espatulas,
micropipetas y sus respectivas puntas, pinzas metalicas, pisetas, papel de aluminio, bolsas

de polietileno con cierre hermético, papel toalla y cinta aislante.

4.6.2 Equipos

Equipo ultrasonido, espectrofotometro, balanza analitica, agitador de tipo vértice,

rotavapor, centrifuga, bomba de vacio, refractémetro, rotavapor.

4.6.3 Reactivos

Etanol y metanol quimicamente puro, reactivo de Folin-Ciocalteu, acido acético,
hidréxido de sodio, reactivo DPPH, Trolox, Acido Galico, solucién saturada de cloruro

de sodio.
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4.6.4 Metodologia
4.6.4.1 Secado al ambiente

El proceso de secado al aire libre implica utilizar la luz solar disponible,
considerando que la exposicion directa al sol puede provocar que las hierbas se marchiten.
Por esta razon, se opta por secar las hierbas a la sombra, donde no estén expuestas
directamente a los rayos solares. De este modo contribuir con la responsabilidad

ambiental porque se hizo considerado de una energia renovable.?

4.6.4.2 Extraccion de polifenoles de forma convencional

Las hojas de Huacatay (Tagetes minuta L.) fueron secadas a temperatura ambiente,
molidas y tamizados este material vegetal fue sometido al proceso de extraccion a tres
concentraciones de etanol (40, 60, 80%) por un tiempo de 48 horas finalmente filtrado y

concentrado para la respectiva cuantificacion de fenoles y su capacidad antioxidante.

4.6.4.3 Extraccion de polifenoles asistida por ultrasonido (EAU)

Awad et al. (2012), menciona que la Extraccién Asistida por Ultrasonido (EAU) se
fundamenta en la transmision de vibraciones mecanicas formadas por una serie de ciclos,
que incluyen tanto altas como bajas presiones, conocidas como compresiones y

rarefacciones, respectivamente.

Musielak et al. (2016), indica que para obtener el extracto concentrado de
polifenoles, se utilizé una concentracion de 1:10 (p/v) de etanol en proporciones del 40%,
60% y 80%. La mezcla se colocd en un matraz cubierto con papel de aluminio y se
sometid a ultrasonido durante 1 ciclo, a una potencia de 130W, una frecuencia de 30 kHz,
una amplitud del 100% y tiempos de sonicacién de 10, 15 y 20 minutos. Después de la
extraccion, el liquido se filtré utilizando papel de filtro con la ayuda de una bomba de
vacio, y luego se concentro al 50% en un rotavapor, eliminando el etanol para obtener
unicamente el extracto. Durante este proceso, se mantuvo una temperatura de 45°C y una
velocidad de rotacion de 110 rpm. Finalmente, el extracto se almacen6 en frascos de color

ambar a una temperatura de 4°C.
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4.6.4.4 Determinacion de polifenoles totales: Método de Folin-Ciocalteu

El nivel total de polifenoles se evalud utilizando el método de Folin-Ciocalteu a
través de espectrofotometria. Este método se fundamenta en la oxidacion de los fenoles

utilizando reactivos que contienen molibdeno y wolframio.?

Para preparar el reactivo de Folin-Ciocalteu, primero se diluye con agua en una
proporcién de 1:1. Luego, se procede a preparar una solucién al 7.5% de Na2CO3. En un
tubo de ensayo, se afiaden 0.5 ml de muestra, 3.75 ml de agua, 0.25 ml de reactivo Folin
y 0.5 ml de Na2CO3. Después, se agita la mezcla para homogeneizarla y se cubre con
papel metélico, dejandola reposar en la oscuridad durante una hora. La absorbancia se
mide a 765 nm en comparacion con un blanco (agua destilada), y las muestras se diluyen
con agua o etanol para ajustarlas al rango de la curva de calibracion. Esta curva se
construye utilizando diversas concentraciones de una solucion de acido galico a 1 g/L,

donde la unidad EAG/L representa el equivalente de &cido galico por litro.?2

4.6.4.5 Actividad antioxidante

Se trata de una medida de la capacidad de un compuesto para retrasar o evitar la
oxidacion, asi como para inhibir otras reacciones al oxidarse por si mismo. Los métodos
mas comunmente empleados para medir esta capacidad antioxidante incluyen FRAP,
ABTC, TEAC (Capacidad Antioxidante Equivalente Trolox), DPPH y ORAC.%

e Meétodo DPPH

El método implica una reaccion con 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) en una
solucion metandlica, que inicialmente tiene un color violeta intenso. Este color se
desvanece al agregar la muestra que contiene antioxidantes. Los resultados se expresaran
como un porcentaje de inhibicion de los radicales libres, este método DPPH es el ensayo

mas rapido sencillo y preciso y de menor costo .*

4.6.4.6 Diagrama de flujo del proceso de extraccion de polifenoles de las hojas de
huacatay
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Figura 7. Diagrama de flujo de extraccion de polifenoles
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Fuente: Elaboracién propia

4.6.4.7 Descripcion del proceso de extraccion de polifenoles de las hojas de huacatay

Recepcidn: Se recepcion huacatay del distrito de Sapallanga
e Lavado: Se realizo por inmersion en agua fria y se desinfectd con hipoclorito de
sodio a 5 ppm.
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Seleccion y deshojado: Se separd las hojas con dafios extrayéndolo de su tallo.
Secado: Este proceso fue a temperatura ambiente (entre 16- 20°C)

Molienda y Tamizado: Se realiz6 manualmente con un molino y tamizado con
una malla nimero 40.

Extraccion de polifenoles: Esta operacion se realizo con el método de extraccion
asistida por ultrasonido a 30KHz de frecuencia, potencia de 100 watts, relacion
de soluto/ solvente de 1/10 g/ml, para tres concentraciones de etanol (40,60 y
80%), amplitud (100%) y tres tiempos de sonicacién (10, 15 y 20minutos).

Se desarrollé un disefio completamente al azar (DCA)

NUmero de repeticiones: 3

Numero de tratamientos: 3 concentraciones de etanol x 3 tiempos.

Con intervalo de confianza del 95 % y (p < 5%)

Modelo aditivo lineal para extraccién asistida por Ultrasonido

Yijk =nu+Ai+Bj+Tl+gijkl

Y;ji.= contenido de polifenoles y capacidad antioxidante en el extracto a
partir de hojas de huacatay
u= efecto de la media general
A; =efecto del i-esimo nivel 6ptimo de la concentracién de etanol para la
extraccion (i=1,2)
B; =efecto del j- esimo nivel optimo del tiempo de extraccion (j=1,2)
1, = repeticiones (k= 1,2,3)
&;ji= Efecto del error aleatorio
Filtrado: Con papel watman y el equipo de la bomba de vacio.
Concentracion: Usando el rotavapor a una temperatura de 45°C, 110 rpmy 175
mbar.
Centrifugacion: se separ6 sobrenadantes centrifugando el extracto a 3000 rpm
por 10 minutos.
Caracterizacion quimica: En esta operacion se cuantifico el contenido de
polifenoles y antioxidantes del extracto por el método de Folin-Ciocalteu y
DPPH.
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4.7 TECNICAS DE PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE DATOS

Los resultados de la extraccion asistida de polifenoles sobre la capacidad
antioxidante del huacatay, Se representan mediante tablas y figuras gréaficas utilizando el
software estadistico Design-Expert, Version 11. En este analisis se examinaron los
factores y componentes esenciales, identificando las interacciones y finalmente
obteniendo configuraciones de proceso para la extraccion asistida de polifenoles en
funcién de los factores estudiados.

4.8 ASPECTOS ETICOS DE LA INVESTIGACION

La siguiente investigacion se rigio por lo establecido en articulo 27 del reglamento
de investigacion de la Universidad Peruana Los Andes el cual estipula:

El cuidado del medio ambiente y la preservacion de la biodiversidad, junto con la
responsabilidad hacia la pertinencia, alcances y consecuencias de la investigacién, son
aspectos fundamentales. Esto aplica tanto a nivel individual e institucional como a nivel
social. Es crucial mantener la integridad de la investigacion en todas sus etapas, desde la

formulacidon del problema hasta la interpretacion y la comunicacion de los resultados.

Este estudio también se rigié por lo estipulado en el articulo 28 apegandose

estrictamente a las normas establecidas como:

Realizar investigaciones originales y coherentes, ademas de proceder con rigor
cientifico asegurando la validez, la fiabilidad y credibilidad de sus métodos, fuentes y
datos. Finalmente tratar con total hermetismo la informacion obtenida sin buscar lucro

personal ni fines ilicitos.
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CAPITULO V
RESULTADOS

5.1 DESCRIPCION DE RESULTADOS
5.1.1. Analisis de quimico proximal de las hojas de huacatay

En la Tabla 2 se presentan los resultados del analisis quimico proximal de las hojas
de Tagetes minuta L. (huacatay), los cuales se determinaron siguiendo métodos
normalizados de la Norma Técnica AOAC, asi como mediante técnicas gravimétricas y

volumétricas.

Tabla 2. Analisis quimico proximal de las hojas de huacatay

Parametro Determinacion £SD
Actividad de agua (aw) 0.36 £ 0.06
% Acidez 3.50 £ 0.62
% Humedad 6.90 £ 0.46
% Cenizas 8.90+1.25
pHa 20 °C 5.60 £1.45
Sélidos (°Brix) 10.40 + 1.15

Fuente: Elaboracion propia

5.1.2. Contenido de polifenoles y capacidad antioxidante extraidos de manera

convencional

a) Contenido de polifenoles
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En la tabla 3 se observa

los resultados obtenidos para el contenido de polifenoles

extraidos de manera convencional donde C1t1 = 40% etanol x 48 horas, C2t1=60% etanol
x 48 horas y C3t1(80% etanol x 48 horas)

Tabla 3. Contenido de polifenoles

Tratamientos Contenido de polifenoles

(mg EAG/100 g Huacatay

Seco)
C3tl 99.43 + 0.90?
catl 74.32 +6.90°
Citl 47.82 +0.90°

Fuente : Elaboracion propia

En la tabla 4 se observa

el valor de p es menor a 0.05 por ende existe diferencia

significativa entre tratamientos por tanto en la figura 8 y tabla 3 se muestra las

comparaciénes segun Duncan

entre tratamientos donde C3t1 (80% etanol x 48 horas)

extrajo mayor contenido de polifenoles.
Tabla 4. Anélisis de varianza

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 3996.86 2 1998.43 121.50 <0.0001
TRATAMIENTOS 3996.86 2 1998.43 121.50 <0.0001
Error 98.68 6 16.45
Total 4095.54 8

Figura 7. Diferen
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Fuente: Elaboracion propia
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b) Capacidad antioxidante

Tabla 5. Capacidad antioxidante extraida por método convencional

Tratamientos Capacidad antioxidante
(mg Trolox/100 huacatay) + SD
C3tl 155.11 +7.23?
Cotl 121.43£3.07°
Citl 102.64 £ 7.23¢

Fuente: Elaboracion propia

Figura 9. Capacidad antioxidante obtenida de manera convencional

160494
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14534+
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115,044

C
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cit  C21 Citd
TRATAMIENTOS

CAP ANTIOXIDANTE

Fuente: Elaboracién Propia

La capacidad de antioxidante tiene una relacion directa con el contenido de
polifenoles, en la tabla 5 y figura 9 se observa los valores obtenidos por el método

convencional a una concentracion de 80% de etanol por 48 horas.

Se realiz6 un analisis de varianza donde el valor de p es menor a 0.05 por ende se

desarroll6 una comparacion multiple segun Duncan.
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5.1.3. Influencia del tiempo de sonificacion y concentracion de etanol sobre el
contenido de polifenoles y capacidad antioxidante en la extraccion asistida por
ultrasonido de las hojas de huacatay (Tagetes minuta L)

Los resultados para el contenido de polifenoles fueron valores de 1234.50 a 5434.96
mg EAG/100 g, el tratamiento con mayor resultado fue C2t3(concentracion de etanol
60% por un tiempo de 20 min) seguido por el tratamiento C3t2(concentracion de etanol
80% por un tiempo de 15 min) se observa también que el menor contenido de fenoles fue
para el tratamiento C1t1 (concentracion de etanol 40% por un tiempo de 10 min). Por lo
tanto, el tiempo se sonificacion y la concentracion de etanol influye en el contenido de

polifenoles la capacidad antioxidante en la extraccion asistida por ultrasonido.

5.1.4. ldentificacion de los valores del contenido de polifenoles y su capacidad
antioxidante en el extracto obtenido por ultrasonido de las hojas de huacatay

(Tagetes minuta L)

a) Contenido de polifenoles

Tabla 6. Contenido de polifenoles obtenidos por Ultrasonido

Contenido de polifenoles

Tratamientos (mg EAG/100 g Huacatay)

c2t3 5434.96 + 0.282
C3t2 4538.20 + 1.81°
C3t3 4255.67 + 0.49°
cat2 2556.97 + 2.81¢
C3t1 2344.60 + 1.54¢
cat1 1424.37 + 1.41F
Cit3 1335.00 + 1.319
Ccit2 1313.99 + 1.39"
Ccitl 1234.50 + 0.52'

Fuente: Elaboracion propia
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b) Capacidad antioxidante

Tabla 7. Capacidad Antioxidante de Tagetes minuta L. por EAU

Tratamientos Capacidad antioxidante
(mg Trolox/100 huacatay) £ SD

c2t3 1445.48 + 1.23°

C3t2 1236.71 + 0.55°

c2t2 1147.94 + 1.11°

C3t3 1111.40 + 1.21¢

Cilt2 1107.71 + 0.45°

C1t3 998.14 + 0.19°

C3t1 989.14+ 1.549

c2tl 968.88 + 0.74"

Citl 941.14 + 0.55'

Fuente: Elaboracién propia

Los hallazgos derivados de la interaccidn entre los extractos producidos mediante
la Extraccion Asistida por Ultrasonido (EAU) y los radicales libres revelaron una notable
capacidad para inhibir dichos radicales. Esto evidencia que el huacatay (Tagetes minuta
L.) son capaces de donar de hidrégeno y electrones capaces de estabilizar las reacciones

de los radicales.

5.2 CONTRASTACION DE LA HIPOTESIS
5.2.1. Contrastacion de la hipétesis general

a) Planteamiento de las hipotesis estadisticas

Ho = El método de extraccion por ultrasonido influye negativamente sobre el
contenido de polifenoles y capacidad antioxidante de huacatay (Tagetes minuta L).
Hi = El método de extraccion por ultrasonido influye positivamente sobre el
contenido de polifenoles y capacidad antioxidante de huacatay (Tagetes minuta L).

b) Nivel de significancia

Se dispone de un nivel de significancia de 0,05.
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c) Estadistico de prueba

Para la comprobacidn de las hipotesis se uso el estadistico ANOVA

d) Lecturade p valor y decision estadistica

p mayor a 0,05, entonces se acepta la hipotesis nula.

p menor a 0,05, entonces se rechaza la hipétesis nula.

e) Conclusiones estadisticas

En la tabla 8 se muestra el cuadro ANOVA donde se observa que existe diferencia

significativa entre variables y sus respectivas interacciones (p<0,005) para la capacidad

antioxidante del huacatay por ello se pasé a realizar una comparacién de medias de

tratamientos segin Duncan.

Tabla 8. ANOVA para la capacidad antioxidante del huacatay por EAU

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 616161.93 8 77020.24 117591.48 <0.0001
TRATAMIENTOS 616161.93 8 77020.24 117591.48 <0.0001
Error 11.79 18 0.65
Total 616173.72 26

Figura 10. Diferencia significativa entre tratamientos para la capacidad

antioxidante
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En las tablas 8 y 10 se nota que el valor de p es inferior a 0.05, lo cual sugiere que
se confirma la hipdtesis establecida en el estudio de que el proceso de extraccion asistida
por ultrasonido influye positivamente en el contenido de polifenoles y la capacidad

antioxidante del Tagetes minuta L.

f) Interpretacion en funcién al objetivo

Al concluir con la comprobacion de la hipotesis se demostré que la hipotesis general

guarda relacién con el objetivo general planteado en la investigacion.

5.2.2. Contrastacion de la hipotesis especifica 1

a) Planteamiento de las hipotesis estadisticas
Ho = El tiempo de sonificacion y la concentracion de etanol influyen negativamente
sobre contenido de polifenoles y capacidad antioxidante en la extraccién asistida por
ultrasonido de las hojas de huacatay (Tagetes minuta L).
Hai = El tiempo de sonificacion y la concentracion de etanol influyen positivamente
sobre contenido de polifenoles y capacidad antioxidante en la extraccion asistida por
ultrasonido de las hojas de huacatay (Tagetes minuta L).

b) Nivel de significancia

Se dispone de un nivel de significancia de 0,05.
c) Estadistico de prueba

Para la comprobacién de las hipotesis se uso el estadistico ANOVA.
d) Lectura de p valor y decision estadistica

p mayor a 0,05, entonces se acepta la hipdtesis nula.

p menor a 0,05, entonces se rechaza la hipétesis nula.
e) Conclusiones estadisticas

En la figura 11 y tabla 6 se observa la influencia de las variables en el contenido de
polifenoles siendo el mejor tratamiento C2t3. El proceso de extraccion se increménto con

la concentracion de etanol a 80% y un incremento de tiempo a 15 minutos porque a la
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concentracion de 80% y tiempo de 20 minutos empezd a disminuir los compuestds

fendlicos. Por otro lado cuanto menos tiempo y menor concentracion de etanol(C1t1).

Tabla 9. Analisis de varianza de la capacidad antioxidante con respecto al tiempo de
sonificacién y la concentracion de etanol

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 4240.98 2 2120.49 102.70 <0.0001
TRATAMIENTOS 4240.98 2 2120.49 102.70 <0.0001
Error 123.88 6 20.65
Total 4364.87 8

Figura 11. Contenido de polifenoles extraidos por ultrasonido
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Asimismo en la tabla 9 el p es menor a 0.05, por lo tanto se acepta la hipotesis

especifica planteada el tiempo de sonificacion y la concentracion de etanol influyen

positivamente sobre contenido de polifenoles y capacidad antioxidante en la extraccion

asistida por ultrasonido de las hojas de huacatay (Tagetes minuta L), ya que el contenido

de polifenoles es directamente proporcional a la capacidad antioxidante.

5.2.3. Contrastacion de la hipotesis especifica 2

a) Planteamiento de las hipotesis estadisticas

Ho = Los valores del contenido de polifenoles y la capacidad antioxidante por la

extraccion asistida por ultrasonido influye negativamente en la obtencidn del extracto.

Hi = Los valores del contenido de polifenoles y la capacidad antioxidante por la

extraccion asistida por ultrasonido influye positivamente en la obtencion del extracto.

b) Nivel de significancia
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Se dispone de un nivel de significancia de 0,05.

c) Estadistico de prueba

Para la comprobacion de las hipdtesis se usé el estadistico ANOVA.

¢) Lectura de p valor y decision estadistica
p mayor a 0,05, entonces se acepta la hipotesis nula.

p menor a 0,05, entonces se rechaza la hipétesis nula.

d) Conclusiones estadisticas

Los datos fueron sometidos a un andlisis de varianza para el contenido de
polifenoles (ver tabla 10) de la Extaccion asistida por ultrasonido del huacatay, donde el
p-valor entre los tratamientos es menor a 0.05 Este resultado sugiere que hay una
discrepancia significativa entre los tratamientos examinados. Por ello se desarrolld la
prueba de comparacién multiple segun Duncan mostrando una diferencia significativa

entre tratamientos.

Tabla 10. ANOVA: Andlisis de varianza del contenido de compuestos fenélicos

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 62890908.24 8 7861363.53 428490.36 <0.0001
TRATAMIENTOS 62890908.24 8 7861363.53 428490.36 <0.0001
Error 330.24 18 18.35
Total 62891238.48 26

Ademas, en la Tabla 10 se observa que el valor p es inferior a 0.05, lo que conlleva
a la aceptacion de la hipotesis formulada en la investigacion: que los niveles de contenido
de fenoles y la capacidad antioxidante obtenidos mediante la extraccion asistida por

ultrasonido tienen un impacto positivo en la obtencion del extracto.

e) Interpretacion en funcion al objetivo

Al concluir con la comprobacién de la hipotesis se demostro que la hipotesis
especifica guarda relacion con el objetivo especifico planteado en la investigacion.
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ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Con respecto al contenido de polifenoles, el incremento en la concentracion de
etanol del 40 al 80% mostré una diferencia significativa del contenido de polifenoles,
Guntero et al. (2015), indican que el etanol es el potenciador de la solubilidad de los
organicos menos polares que conduce a una mejor extraccion, Padilla et al. (2012)
menciond que el etanol era eficaz en la extraccion de polifenoles y que la FDA lo
consideraba clase 3, apto para la industria alimentaria. Los valores que se obtuvieron
fueron 5434.96(C2t3), 453820(C3t2), 4255.67(C3t3), 2556.97(C2t2), 2344.60(C3t1),
1424.37(C2t1), 1335.00(C1t3), 1313.99(C1t2), 1234.50(C1tl). La importancia del
contenido fendlico radica en su capacidad para mantener una actividad constante durante
el proceso de oxidacion de lipidos debido a su capacidad para eliminar los radicales libres,
inhibiendo asi los carcindgenos y las mutaciones genéticas®:.El mayor contenido de
polifenoles fue 5434.96 mg EAG/100 g Huacatay seco (concentracion de etanol del 80%
y tiempo de extraccion de 15 minutos) este valor es mayor a lo que se obtuvo de manera
convencional(155,11 mg EAG/100 g Huacatay seco) en un tiempo de 48 horas y a una
concentracion de etanol de 80%.Galvez et al. (2010) extrajeron polifenoles de manera
convencional de plantas nativas ornamentales peruanas una de ellas es huacatay que
reporté 67mg EAG/100g) por otro lado Jiménez et al. (2016), obtuvieron 194.06 mg
EAG/ 100g.Se observa claramente que si hay influencia del método de extraccién puesto
que obtenidos son valores mayores a todos los resultados que obtuvieron de manera

convencional.

Por otro lado Chanco J, Leandro Z.8, obtuvieron una mayor eficiencia en el
contenido de polifenoles (7708,11 mg EAG/ 100 g) a una concentracion de 60% de etanol,
100% de amplitud y 15 minutos, mientras que este estudio se obtuvo la maxima eficiencia
concentracion de etanol 60% por un tiempo de 20 min. Se puede notar que solo el tiempo

es distinto.

Otros estudios realizados por Rojas T et al; Pacheco J.2 y Corilla D*, propusieron
condiciones de extraccion distintas (60% etanol y 40 minutos; 53% etanol y 9.3 minutos

y 53% etanol con 9 minutos respectivamente) a los usados en la extraccidén en nuestra
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investigacion. Se debe tener en cuenta que ellos utilizaron otras especies de muestra para

su ensayo sin embargo utilizaron el mismo método de extraccion (EAU).

Con respecto a la actividad antioxidante evaluado por el método DPPH, nuestro
estudio reporto los siguientes resultados 1445.48(C3t3), 1236.71(C3t2), 1236.71(C3tt2),
1147.94(C2t2), 1111.40(C3t3), 1107.71(C1t2), 998.14(Cit3), 989.14(C3tl),
968.88(C2t1), 941.14(C1t1), asimismo los efectos de las variables: concentraciéon de
etanol y tiempo de extraccién produjeron diferencias significativas en la capacidad
antioxidante al incrementar sus respectivos valores de estas variables, lo cual se debio a
la capacidad antioxidante asociada al contenido de polifenoles, asimismo Zheng y col.
(2001) y Evans et al. (1996), también establecieron esta asociacion al mencionar que la
capacidad antioxidante es directamente proporcional al compuesto fendlico. En vista de
lo anterior, debe entenderse que la influencia de las variables estudiadas con el contenido

de polifenoles también afecta la capacidad antioxidante.

La capacidad antioxidante maxima obtenida en nuestro estudio fue de 1445.48 mg
de trolox, resultados que se asemejan a los obtenidos por Chanco J, Leandro Z.8 quienes
obtuvieron una capacidad antioxidante de 1675. 54 mg Eq. Trolox/100g de huacatay seco,
sin embargo nuestros resultados difieren a los obtenidos por Castro-Alayo EM®, en su
estudio quien obtuvo el valor de 2,667 mg/MI con respecto a la capacidad antioxidante,
también difieren a los obtenidos por Hinostroza Quifionez G, Saavedra N, Corilla D, et
al.® en su estudio sobre la microencapsulacion por atomizacion de extracto de huacatay
(Tagetes minuta), quienes obtuvieron un valor de 231 uM trolox eq/100 ml extracto, esto

debido que utilizaron un solvente distinto (metanol).

Zheng, W.Z. and Wang, S.Y. (2001), menciona que la capacidad antioxidante
flucta segln el compuesto fendlico analizado y su solubilidad en la fase liquida o
lipidica, y también los diferentes métodos utilizados, para intentar solucionar el problema,
respecto a lo mencionado podemos observar que en la presente investigacion se observa
la relacion positiva de los compuestos fendlicos con su capacidad antioxidante esto
demuestra que el huacatay tiene alto poder antiradicalario. La extraccion asistida por
ultrasonido mejordé en el contenido de su actividad antioxidante en comparacion al
método convencional, de igual manera nosotros también pudimos demostrar este

enunciado en nuestra investigacion.
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CONCLUSIONES

El método de extraccion por ultrasonido influye positivamente en el contenido de
polifenoles y capacidad antioxidante de huacatay (Tagetes minuta L). Esto se
comprobd mediante el estadistico ANOVA, obteniendo un p<0.05.

El tiempo de sonificacion y concentracion de etanol influye positivamente sobre
el contenido de polifenoles y capacidad antioxidante en la extraccion asistida por
ultrasonido de las hojas de huacatay (Tagetes minuta L), se obtuvieron los
siguientes resultados para el contenido de polifenoles fueron valores de 1234.50
a 5434.96 mg EAG/100 g y el tratamiento con mayor resultado fue C2t3
(concentracion de etanol 60% por un tiempo de 20 min).

Por otro lado, el contenido de polifenoles obtenida por el método de extraccién
asistida por ultrasonido mostr6 un valor maximo de 5434.96 mg AGE / 100 g de
huacatay y una capacidad antioxidante de 1445.48 mg de trolox con el tratamiento
de extraccion C2t3, notdndose un aumento substancial con relacion a los valores
obtenidos en la extraccidén de manera convencional. Esto nos demuestra que existe
una relacion directa positiva entre el contenido de polifenoles y la capacidad
antioxidante, ya que el ultrasonido mejoro la eficiencia en la obtencion de los

extractos.
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RECOMENDACIONES

Se sugiere que las autoridades universitarias difundan los resultados de este
estudio entre la comunidad cientifica y la sociedad en general. El objetivo es
informar sobre el uso del método de extraccion mediante ultrasonido o ondas
ultrasonicas para extraer compuestos fendlicos.

Se recomienda evaluar la influencia de amplitud, frecuencia, temperatura en el
contenido de polifenoles y su capacidad antioxidante.

Se recomienda realizar estudios de que tipos de compuestos fendlicos estan
presentes en el Huacatay.

Se sugiere realizar comparaciones de polifenoles presentes entre variedades del

huacatay.
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ANEXOS



Anexo 1 - Matriz de consistencia

TITULO: EXTRACCION ASISTIDA POR ULTRASONIDO DE POLIFENOLES DE HUACATAY (Tagetes minuta L.)
Y SU CAPACIDAD ANTIOXIDANTE, HUAYUCACHI, 2022

Autores: Bachilleres: Catelin Esther Javier Orihuela - Yhassmin Carhuamaca Garcia

FORMULACION DEL FORMULACION DE FORMULACION DE <
> VARIABLES DIMENSION i
PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS METODOLOGIA
Método de investigacion. -
Problema general Objetivo general Hipdtesis general Variable Método cientifico.
, . . independiente i i igacion. —
¢Cual es la influencia del | Evaluar la influencia del | EI método de extraccion P Tipo de investigacion.
método de extraccion por | método de extraccion por | asistida por ultrasonido | concentracion A'.Dhcada. N
ultrasonido en el contenido de | ultrasonido en el contenido | influira positivamente en el | o etanol 40 % Nivel de investigacion. —
polifenoles y  capacidad | de fenoles 'y capacidad | contenido de polifenoles y Explicativo.
antioxidante ~ de  huacatay | antioxidante de huacatay | g, actividad antioxidante 500 Disefio de la investigacion. —
(Tagetes minuta L)? (Tagetes minuta L.) del huacatay (Tagetes 0 Disefio experimental
minuta L.) Poblaciéon y muestra. —
80% La poblacién son las hojas de
Tiempo de 10 min huacatay = provenientes  del
«traccion distrito de Sapallanga provincia
extraccio . de Huancayo-Junin y la muestra
15 min . ;
son las hojas aisladas del
. huacatay en el laboratorio.
20 min
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Problemas especificos

e ;Cual es la influencia del
tiempo de sonificacion vy
concentracion de etanol sobre
el contenido de polifenoles y
capacidad antioxidante en la
extraccion asistida por
ultrasonido de las hojas de
huacatay (Tagetes minuta L)?

e ;Cudles son los valores del
contenido de polifenoles y
capacidad antioxidante, en el
extracto obtenido por
ultrasonido  del  huacatay
(Tagetes minuta L)?

Obijetivos especificos

e Determinar la influencia
del tiempo de sonificacion
y concentracion de etanol
sobre el contenido de
polifenoles y capacidad
antioxidante en la
extraccién asistida por
ultrasonido de las hojas de
huacatay (Tagetes minuta
L)

* Identificar los valores del
contenido de polifenoles y
su capacidad antioxidante
en el extracto obtenido por
ultrasonido de las hojas de
huacatay (Tagetes minuta
L)

Hipétesis especifica

El tiempo de sonificacion y
la concentracion de etanol
influyen positivamente
sobre contenido de
polifenoles y capacidad
antioxidante en la
extraccién asistida por
ultrasonido de las hojas de
huacatay (Tagetes minuta
L).

Los valores del contenido
de fenoles y la capacidad

antioxidante por la
extraccién asistida por
ultrasonido influye

positivamente en la
obtencion del extracto.

Variable
dependiente

Contenido de

polifenoles totales.

Actividad

antioxidante

Método de Folin-

Ciocalteu

Método DPPH

Método ABTS

Técnicas e instrumento de
recoleccion de datos
Técnicas. -

Observacion

Instrumento-

Ficha de recoleccion de datos.
Técnicas de procesamiento y
analisis de datos.-

Se aplic6 las  normas
internacionales de la
metodologia AOCS (2008),
bajo la norma técnica de
muestreo por atributos NTP-
2859 que establecen la
manipulacién y procesamiento
de datos. Se utilizara el software
estadistico Design-Expert.
Version 11 para los datos
estadisticos y Microsoft Excel.
Los resultados fueron tabulados
haciendo uso del estadistico
ANOVA.

Aspectos  éticos de la
investigacion. —

Basadas en los articulos 27° y
28° del Reglamento general de
investigacién de la Universidad
Peruana Los Andes.

Fuente: Elaboracion propia, junio 2023.
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Anexo 2: Matriz de Operacionalizacion de variables

Dimensio Indicado
Variables Definicién conceptual
nes res
Concentra  Sustancia capaz de inhibir la degradacion 40 % Cavitaci
cion de oxidativa, gracias a su capacidad de reaccionar 60% on
etanol con los radicales libres?, 80% acustica
(V.1.2)
Tiempo de EI tiempo en la extraccion de compuestos 10 min Ondas
sonicacion fendlicos puede aumentar, siguiendo un 15 min sonicas
(V.1.2) mecanismo formado por dos etapas principales. 20 min
El primero se denomina paso de "lavado”, que
cubre los primeros 10 a 20 minutos de
extraccion. En la segunda etapa, conocida como
extraccion lenta, la transferencia de masa del
soluto desde la matriz al solvente se realiza por
difusion. Sahin & Samli, (2013),
Contenido Son un grupo de sustancias quimicas Método de Coloraci
de caracterizadas por la presencia de méas de un Folin- 6n azul
polifenole  grupo fenol por molécula encontradas en frutas, Ciocalteu
s(V.D.1)  verduras, cereales y bebidas.
Actividad  La actividad antioxidante en los polifenoles es Meétodo Decolora
antioxidan reconocido por su contribucion a la mejorade la DPPH cion de
te(V.D.2) salud humanay actdan como quelantes de iones Método color
metalicos o captadores de radicales libres que ABTS azul
neutralizan especies reactivas de oxigeno violeta,
peligrosas mediante la donacion de un electron hacia un
(Pozo-Martinez et al., 2022). Ambas actividades amarillo
son responsables de las propiedades palido

antioxidantes, que pueden ser Utiles para evaluar
la calidad de los alimentos o en la realizacion de
las caracteristicas beneficiosas de los productos
(Lietal., 2014; Zrinski et al., 2020).

Fuente: Elaboracion propia, junio 2023.
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Anexo 3: Analisis quimico proximal

a) Humedad:

La metodologia implica secar la muestra en una estufa a una temperatura controlada de
100 + 3 °C hasta que alcance un peso constante. Este proceso de secado suele durar entre

2y 3 horas.

Pérdida de peso en (g)

% Humedad = x 100D6nde:

Peso de muestra en (g)
P1 = Peso de capsula vacia
P2 = Peso de capsula mas muestra
P3 = Peso de capsula mas muestra seca
P2- P3 = Pérdida de peso
P2- P1 = Peso de muestra

b) Proteina total:

Gasto (mL)xNHCIXPyeqn2XfV
TM (mL 6 g)

% de Nitrégeno = x100

La muestra se somete a un proceso de calentamiento y digestién con &cido sulfurico
concentrado, en presencia de catalizadores. Durante este proceso, la materia organica, los
hidratos de carbono y las grasas se descomponen, formando didxido de carbono y agua.
Las proteinas se descomponen, produciendo amoniaco, el cual reacciona con el acido
sulfurico para formar sulfato de amonio. Este sulfato de amonio, en un medio acido, es
estable y solo se descompone con liberacion de amoniaco en un medio basico.
Posteriormente, se afiade una solucion de una base fuerte al 50% para liberar el nitrégeno
en forma de amoniaco. Este amoniaco se captura en una solucién de acido borico al 2.5%

y se titula con acido clorhidrico al 0.1 N.

Gasto (mL)xXNHCIXPyeqn2XfV
TM (mL 6 g)

% de Nitrégeno = x100

Donde:

TM = Tamario de muestra seca (Q)
FV = Factor de valoracion.

P meq N2 =0,014
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c) Grasa total:
El contenido de grasa bruta en un producto se refiere a la porcion del mismo que puede
ser extraida mediante hexano, e incluye no solo la grasa, sino también otras sustancias
solubles como ceras, pigmentos y vitaminas. Este proceso se llevo a cabo mediante
extraccion con hexano como solvente, utilizando el equipo Soxhlet.
Célculo % Grasa = Peso de balon con grasa— Peso balon Peso de muestra x 100

Donde:

PM = Peso de muestra seca, en gramos.

PV = Peso del bal6n vacio, en gramos.

PG = Peso de bal6n més extracto etéreo seco, en gramos.

d) Cenizatotal :
El procedimiento se realiza mediante incineracion en seco, el cual implica la quema de la
materia organica presente en la muestra (harina) en una mufla a una temperatura de 600
°C + 25 °C. Durante este proceso, la materia organica se descompone y forma dioxido de
carbono, agua y los residuos en forma de sales minerales. La incineracion continda hasta
que la muestra se haya quemado completamente, y se considera completa cuando los
residuos adquieren un color negro o gris.
Célculo

, —

m, —my,
———x100
m; —my

% Ceniza totales =

Donde:

m,= masa del crisol con cenizas, en gramos.

m, = masa del crisol con muestra, en gramos.

my = masa del crisol vacio, en gramos.
e) Fibra total:
La metodologia se fundamenta en la secuencial separacion de la ceniza, proteina, grasa 'y
la sustancia extraida libre de nitrogeno. Esta separacion se logra mediante el tratamiento
con una solucién diluida de acido sulfurico y alcalis, agua caliente y acetona. El acido
sulfurico descompone los carbohidratos insolubles (como el almidon y parte de la
hemicelulosa), mientras que los alcalis convierten las sustancias proteicas en formas
solubles, separan la grasa, disuelven parte de la hemicelulosa y la lignina. Finalmente, el

éter 0 acetona extraen las resinas, colorantes, residuos de grasa y eliminan el agua.
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Ppm — Pp) — (Pcpm — Pc
% de Fibra=( P p)TM (;)p p)x100

Donde:
Ppm = peso seco papel filtro + muestra
Pp: peso de papel filtro
Pcpm: peso final (tras incineracion): crisol + (papel filtro + muestra) seco.
Pc: peso crisol
TM: tamafo de muestra, peso de muestra inicial.
f) Carbohidratos totales (NIFEX):
Se calculé por diferencia, restando del 100 % los porcentajes de humedad, proteina,
grasay ceniza.
El contenido de carbohidratos se determina mediante la siguiente formula:
% Carbohidratos = 100 % — (Y%Humedad + %Ceniza + %Fibra +

%proteinas + %grasa)
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Anexo 4: Analisis Estadistico

Andlisis de la varianza

POLIFENOLES
Variable N R? R?2 Aj CV
POLIFENOLES 27 1.00 1.00 0.16

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 62890908.24 8 7861363.53 428490.36 <0.0001
TRATAMIENTOS 62890908.24 8 7861363.53 428490.36 <0.0001
Error 330.24 18 18.35
Total 62891238.48 26

Test:Duncan Alfa=0.05
Error: 18.3467 gl: 18

TRATAMIENTOS Medias n E.E.

C2t3 5434.96 3 2.47 A

C3t2 4538.20 3 2.47 B

C3t3 4255.67 3 2.47 C

c2t2 2556.97 3 2.47 D

c3tl 2344.60 3 2.47 E

cztl 1424.37 3 2.47 F

Clt3 1342.00 3 2.47 G
Clt2 1313.99 3 2.47

Cltl 1234.50 3 2.47

I
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Variable N R? R? Aj Ccv
CAPACIDAD ANTIOXIDANTEZ27 1.00 1.00 0.07

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 616161.93 8 77020.24 117591.48 <0.0001
TRATAMIENTOS 616161.93 8 77020.24 117591.48 <0.0001
Error 11.79 18 0.65
Total 616173.72 26

Test:Duncan Alfa=0.05
Error: 0.6550 gl: 18

TRATAMIENTOS Medias n E.E.

C2t3 1445.48 3 0.47 A

C3t2 1236.71 3 0.47 B

Cc2t2 1147.94 3 0.47 C

C3t3 1111.40 3 0.47 D

Clt2 1107.71 3 0.47 E

Clt3 998.14 3 0.47 F

C3tl 989.14 3 0.47 G
cz2tl 968.88 3 0.47

Cltl 941.14 3 0.47

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)



Anexo 5. Evidencias fotogréficas
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Fuente: Elaboracion propia UNCP junio, 2023.

64



65



Fuente: Elaboracién propia UNCP junio, 2023.
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Anexo 6. Compromiso de autoria
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UNIVERSIDAD PERUANA LOS ANDES
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
DIRECCION DE LA UNIDAD DE INVESTIGACION

DECLA D

Yo, Yhassmin Carhuamaca Garcia, identificada con DNI 71311041, egresada de la Escuela

profesional de Farmacia y Bioquimica, vengo implementando el proyecto de

inwsligaci o titulado * EXTRACCION ASISTIDA POR ULTRASONIDO DE POLIFENOLES DE

HUACATAY (Tagetes mimuita L.) Y SU CAPACIDAD ANTIOXIDANTE, HUAYUCACHI, 2022, en ese
'

contexto, declaro bajo juramento que los datos que se generen como producto de la
investigacion, asi como la identidad de los participantes serdn preservados y serdn usados
unicamente con fines de investigacion, de acuerdo a lo especificado en los Articulos 27°
y 28° del Reglamento General de Investigacion v en los anticulos 4° v 5% del Codigo de
Etica para la investigacion Cientifica de la Universidad Peruana Los Andes, salvo con

autorizacion expresa y documentada de alguno de ellos.

Huancayo, 27 de junio del 2023
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DNI 71311041
Huella Digital Responsable de investigacion
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