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Resumen

A nivel nacional la produccion de olivo alcanza las 220 mil toneladas por afio, donde el
sur del Peru representa el 96% de la produccion del cultivo de olivo, cuyo consumo es a
través de productos derivados y consumo directo generando residuos como piel, semillas
y hojas. En particular, las hojas son considerados residuos sin ningin valor comercial, que
por lo general su mecanismo de eliminacidn se basa en la incineracion, lo cual conlleva a
problemas de gestion ambiental. Sin embargo, se ha demostrado que estas hojas presentan
compuestos polifenolicos con importantes propiedades bioactivas beneficiosas para la
salud, pudiendo ser valoradas a través de la industria de los alimentos y farmacéutica. Por
ello, el presente trabajo evaluo el efecto de dos tecnologias de extraccion (extraccion por
liquidos presurizada y extraccion asistida por ultrasonido) combinadas con tres solventes
(agua pura, etanol al 15% y glicerol al 15%) a dos temperaturas (50°C y 70°C) para la
obtencion de extractos con capacidad antioxidante y poder inhibitorio enzimatico a partir
de hojas de olivo. Se determiné el contenido de polifenoles, capacidad antioxidante
(DPPH y ORACQ), perfil de polifenoles y capacidad para inhibir enzimas (o-amilasa y a-
glucosidasa) relacionadas con la diabetes mellitus tipo 2. Los resultados mostraron que la
mejor condicion de extraccion fue establecida con liquidos presurizados usando glicerol
al 15% a 70°C obteniendo un contenido de polifenoles de 19,46 mg EAG/gss, una
capacidad antioxidante por DPPH y ORAC de 4,11 mg/mL y 500,26 pumol ET/gss
respectivamente. Respecto al contenido de polifenoles especificos, la oleuropeina fue el
compuesto mayoritario presente en los extractos obtenidos aplicando liquidos
presurizados y ultrasonido, con cantidades de 171,48 pg/gss y 246,70 pg/gss
respectivamente. Con respecto a la capacidad de inhibicion, el extracto obtenido por
liquidos presurizados a una condicién de operacion de 70°C y etanol al 15% mostr6 una
reduccion en la actividad enzimatica de hasta el 76% y 29% para a-amilasa y a-
glucosidasa, presentando este ultimo un efecto similar al farmaco de referencia
(acarbosa). Finalmente, estos resultados demostraron gran potencial para inhibir enzimas
relacionadas con la diabetes mellitus tipo 2 a partir de hojas de olivo, lo cual permitira
desarrollar futuros trabajos enfocados en la formulacion de alimentos que permita reducir

el indice glucémico postprandial.

Palabras clave: polifenoles, capacidad antioxidante, tecnologia de extraccion, actividad

enzimatica, diabetes mellitus tipo 2.



Abstract

In Peru, olive production reaches 220 thousand tons annually, and much of this
cultivation is concentrated in the southern region, accounting for 96% of the total. The
consumption of olives is primarily through derived products and direct consumption,
which generates waste such as peels, seeds, and leaves. The leaves are considered waste
with no commercial value, and their disposal method usually involves incineration,
leading to environmental management issues. However, it has been demonstrated that
these leaves contain polyphenolic compounds with significant bioactive properties
beneficial to health, making them valuable for the food and pharmaceutical industries.
Therefore, this study evaluated the effect of two extraction technologies (pressurized
liquid extraction and ultrasound-assisted extraction) combined with three solvents (pure
water, 15% ethanol, and 15% glycerol) at two temperatures (50°C and 70°C) for
obtaining extracts with antioxidant capacity and enzymatic inhibitory power from olive
leaves. The content of polyphenols, antioxidant capacity (DPPH and ORAC assays),
polyphenolic profile, and the ability to inhibit enzymes (o-amylase and a-glucosidase)
related to type 2 diabetes mellitus were determined. The results showed that the best
extraction condition was achieved using pressurized liquids with 15% glycerol at 70°C,
obtaining a polyphenol content of 19.46 mg GAE/gdw, an antioxidant capacity by DPPH
and ORAC of 4.11 mg/mL and 500.26 umol TE/gdw, respectively. Regarding the specific
polyphenol content, oleuropein was the major compound present in the extracts obtained
using pressurized liquids and ultrasound, with quantities of 171.48 pg/gdw and 246.70
ng/gdw, respectively. In terms of inhibition capacity, the extract obtained by pressurized
liquids at an operating condition of 70°C and 15% ethanol showed a reduction in
enzymatic activity of up to 76% and 29% for a-amylase and a-glucosidase, with the latter
exhibiting a similar effect to the reference drug (acarbose). Finally, these results
demonstrated great potential for inhibiting enzymes related to type 2 diabetes mellitus
from olive leaves, which will enable future research focused on formulating foods that

can reduce the postprandial glycemic index.

Keywords: polyphenols, antioxidant capacity, extraction technology, enzymatic activity,

type 2 diabetes mellitus.
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INTRODUCCION

El desarrollo de distintas enfermedades cronicas y degenerativas tales como
Alzheimer, diabetes, cancer entre otros estan vinculadas con desordenes producidos por la
acumulacion de radicales libres, esto producto de los distintos procesos metabdlicos
ocurridos en el organismo (Phaniendra et al., 2015). Una de las enfermedades cronicas de
mayor prevalencia en la actualidad es la diabetes, donde aproximadamente un 10% de la
poblacién adulta a nivel mundial padece esta enfermedad (Sun et al., 2022). La diabetes
es caracterizada por la hiperglucemia a causa de la deficiencia en la produccién o
resistencia a la insulina, que de no controlarse puede resultar en complicaciones
microvasculares como neuropatia, nefropatia y retinopatia, ademas de macrovasculares
como accidentes cerebrovasculares, aterosclerosis y posiblemente disfuncion cognitiva
(Kitada et al., 2010). Por ello, uno de los tratamientos esta enfocado en la inhibicion de la
actividad de enzimas (a-amilasa y a-glucosidasa) que hidrolizan los carbohidratos, como
mecanismo para regular la glucemia postprandial al retardar la absorcion de glucosa en

sangre.

Si bien existen medicamentos como la acarbosa, voglibosa y miglitol que inhiben
estas enzimas, su constante uso ha sido vinculado con problemas gastrointestinales y dafio
hepatico (Fred-Jaiyesimi et al., 2009). Por ello, diversos estudios se han enfocado en
buscar inhibidores naturales a partir de matrices vegetales con la finalidad de no solo
inhibir las enzimas relacionadas con la diabetes, sino también con la finalidad de

reemplazar las drogas sintéticas con efectos adversos al organismo.

La industria agricola y de alimentos genera una elevada cantidad de residuos
proveniente de etapas de recoleccion, almacenamiento y transformacion durante el
procesamiento de alimentos. Estos residuos no son aprovechados, por el contrario, se han
convertido en un problema ambiental, a pesar de ser una fuente de importantes
concentraciones de metabolitos secundarios como los polifenoles, los cuales presentan
distintas  propiedades como antioxidante, anticancerigeno, antiinflamatorio,

hipoglucemiante entre otras (Leyva-Lopez et al., 2020).

En particular, las hojas de olivo son residuos de la industria que no son
aprovechados a pesar de contener distintas familias de polifenoles como acidos fendlicos
(acido vanilico y acido cafeico), flavonoides (catequina, rutina, luteolina y apigenina),
feniletanoides (tirosol e hidroxitirosol) y secoiridoides (oleuropeina), los cuales han
mostrado  propiedades  antimicrobianas,  antiinflamatorias,  antihipertensivas,

hipocolesterolémicas e hipoglucémicas (Selim et al., 2022), siendo esta ultima propiedad

10



de gran interés en la industria para disefiar productos nutraceliticos que ayuden al

tratamiento y control de la hiperglucemia en pacientes con diabetes.

La extraccion de polifenoles se ha realizado a través de métodos convencionales
como la maceracion, hidrodestilacion y soxhlet. Sin embargo, estos se caracterizan por
emplear grandes volimenes de solvente y largos periodos de proceso (> 6 h), los cuales
no solo reducen los rendimientos en la extraccion, sino también promueven la hidrolisis y
oxidacion de estos compuestos (Ignat et al.,, 2011). Por ello, diversas tecnologias
alternativas como la extraccion asistida por microondas, extraccion con fluidos
supercriticos, extraccion por liquidos presurizados y extraccion asistida por ultrasonido
para la recuperacion de compuestos bioactivos, han sido estudiadas. Estos procedimientos
combinados con solventes de grado alimentario (agua, etanol y glicerol) proporcionan un
mayor rendimiento de extraccion de estos compuestos, ademas de ser amigables con el

medio ambiente (Oreopoulou et al., 2019).

Por ello, en el presente trabajo se propuso el uso de tecnologias alternativas para
la obtencion de extractos polifenolicos con capacidad antioxidante y efecto inhibitorio de

enzimas relacionadas con la diabetes mellitus tipo 2 partir de hojas de olivo.

11



L. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
1.1.  Descripcion y formulacion del problema

A nivel nacional se cultiva ~28 000 hectéareas de olivo con la finalidad de obtener
su fruto (aceituna) y derivados como el aceite en sus diferentes categorias (virgen y extra
virgen). Por ejemplo, en Tacna, Arequipa y Moquegua se produjo 176 423, 41 976 y 684
toneladas el afo 2022, respectivamente (MIDAGRI, 2023). No obstante, durante la
cosecha de aceituna y/o durante su procesamiento se generan residuos agroindustriales
tales como restos de piel, semilla y hojas (Gullon et al., 2018; Navas et al., 2015). En
particular, las hojas de olivo son un tipo de residuo que se generan en mayor proporcion
durante la poda y cosecha del fruto de la aceituna, los cuales no presentan ningun valor

comercial, pero si representan un problema de contaminacién ambiental.

Diversos trabajos de investigacion mencionan que las hojas de olivo son una
excelente fuente natural de polifenoles con importantes propiedades bioactivas tales
como: antioxidantes, antiinflamatorias, antimicrobianos, antiproliferativo, antiarritmico,
antihipertensivos, antiinflamatorios, hipoglucemiantes ¢ hipocolesterolemiantes (Ahmad-
Qasem et al., 2016; Quirantes-Piné et al., 2013), las cuales podrian ser aprovechadas por
la industria alimentaria y farmacéutica para el desarrollo de productos nutracéuticos que
sirvan para el tratamiento de diversas enfermedades degenerativas (PerSuric et al., 2019;
Zuntar et al., 2019). Sin embargo, el desarrollo de nuevas tecnologias que permitan una
eficiente recuperacion de estos polifenoles para su aplicacion y que estas sean de grado

alimentario, son atin una tarea pendiente por resolver.

A la fecha diferentes métodos convencionales de extraccion han sido
desarrollados para la obtencion de polifenoles tales como soxhlet, maceracion y
destilacion (Markhali et al., 2020), o de manera indirecta (polifenoles) al obtener aceites
mediante prensado en frio (Chew, 2020), No obstante, estos métodos presentan varias
desventajas como son los prolongados periodos de proceso, uso de solventes toxicos no
amigables con el medio ambiente (acetona, hexano, metanol) (Chen et al., 2015). Por ello,
en las ultimas décadas las tecnologias alternativas como la extraccion asistida por
ultrasonido (EAU) y la extraccion por liquidos presurizados (ELP), también denominadas
tecnologias verdes han tomado mayor relevancia debido a que son mas eficientes y eco-
amigables, esto gracias a la reduccion en el uso de solventes organicos y/o sintéticos,
menor tiempo de operatividad y a la obtencion de extractos de mejor calidad (Soquetta et

al., 2018). Por tanto, estas tecnologias de extraccién permiten la obtencion de extractos

12



ricos en polifenoles, cuyos rendimientos superan ampliamente a la extraccion

convencional (Jha y Sit, 2022; Panja, 2018).

Si bien a la fecha existen trabajos de investigacion que han caracterizado
quimicamente los extractos obtenidos a partir de hojas de olivo relacionados con su
contenido de polifenoles, capacidad antioxidante e inclusive perfil de polifenoles, atn no
estd bien definido como estos extractos ricos en polifenoles pueden ayudar a la
prevencion de enfermedades degenerativas como la diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Esta
enfermedad degenerativa cronica se caracteriza por presentar elevados niveles de glucosa
en sangre, esto a consecuencia de la poca produccion de insulina 0 a que esta no es
utilizada eficazmente por el organismo (Chatterjee et al., 2017). La International Diabetes
Federation (IFD) (2021), reporta que a la fecha existen 537 millones de personas entre los
20 a 79 afos con algin tipo de diabetes y se proyecta que para el 2045, este nimero

ascienda a 784 millones de personas diagnosticadas.

En Pert, un promedio del 70% de adultos y 40 % de jovenes entre los 15 y 25
aflos padecen de sobrepeso causado por una dieta desequilibrada y un estilo de vida
sedentario. Estos habitos de alimentacion estan vinculados con la diabetes mellitus tipo 2
(Carrillo-Larco y Bernabé-Ortiz, 2019; Segundo, 2015). Por ello, dada la creciente carga
clinica y econdmica de esta enfermedad es necesario proponer el uso de polifenoles como
una alternativa para inhibir las enzimas relacionadas con la diabetes mellitus tipo 2 y de

ser posible a futuro sustituir el uso de medicamentos como la acarbosa.

1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de la extraccion por liquidos presurizados y asistida por
ultrasonido, combinados con solventes (agua pura, etanol al 15% y glicerol al 15%) a
temperaturas moderadas (50 y 70°C) sobre el contenido de polifenoles totales, capacidad
antioxidante, perfil de polifenoles e inhibicion de la actividad de o-amilasa y o-

glucosidasa por extractos obtenidos a partir de hojas de olivo.

1.2.2. Objetivos especificos

Evaluar el efecto de la extraccion por liquidos presurizados y asistida por
ultrasonido, combinados con solventes (agua pura, etanol al 15% y glicerol al 15%) a
temperaturas moderadas (50 y 70°C) sobre el contenido de polifenoles totales y capacidad

antioxidante por extractos obtenidos a partir de hojas de olivo.
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Evaluar el efecto de la extraccion por liquidos presurizados y asistida por
ultrasonido, combinados con solventes (agua pura, etanol al 15% y glicerol al 15%) a
temperaturas moderadas (50 y 70°C) sobre el perfil de polifenoles por extractos obtenidos

a partir de hojas de olivo.

Evaluar el efecto de la extraccion por liquidos presurizados y asistida por
ultrasonido, combinados con solventes (agua pura, etanol al 15% y glicerol al 15%) a
temperaturas moderadas (50 y 70°C) sobre la inhibicion de la actividad de a-amilasa y a-

glucosidasa por extractos obtenidos a partir de hojas de olivo.

1.3.  Justificacion e importancia

Los residuos provenientes de la industrializacion del cultivo del olivo tales como
las hojas representan ~10% del peso total del fruto procesado, los cuales son considerados
como residuos que afectan el medio ambiente debido a que estos no se aprovechan y/o
eliminan de manera correcta; con lo cual, el aprovechamiento de estos residuos podria

revalorar el cultivo del olivo y promover una economia circular.

Actualmente el interés por encontrar fuentes naturales para la obtencion de
compuestos bioactivos como los polifenoles se ha ido incrementando con la finalidad de
utilizarlos en alimentos funcionales o nutracetiticos. En ese contexto, se ha reportado que
las hojas de olivo son una fuente econdmica, renovable y abundante de polifenoles con
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias e hipoglucemiantes, las cuales pueden

contribuir a prevenir cierto tipo enfermedades degenerativas como la diabetes.

Por otro lado, los cambios en el estilo de vida y habitos de alimentacion han
traido como consecuencia el desarrollo de enfermedades degenerativas como la diabetes.
Ademés de ello, gran parte de la poblacion es intolerante a la glucosa, siendo esta una de
las principales sefiales que colocan a la persona en un alto riesgo de desarrollar la diabetes
mellitus tipo 2. Este tipo de diabetes es diagnosticado al 90% de personas que la padecen,
los sintomas pueden pasar casi desapercibidos hasta el momento en que se comienza a

presentar complicaciones.

Frente a este escenario, la industria alimentaria y farmacéutica viene buscando
tratamientos naturales que sean efectivos y que no signifiquen costos elevados para la
poblacion, todo ello a partir del uso de fuentes naturales ricas en compuestos bioactivos
como los polifenoles. Es asi como, encontrar nuevas materias primas podria mejorar la

economia de las familias relacionadas con el cultivo de estas fuentes naturales.
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Por lo tanto, dado que las hojas de olivo presentan elevados contenidos de
polifenoles con propiedades antihipertensivas, antiinflamatorias, hipoglucémicas e
hipocolesterolémicas, evaluar el uso de tecnologias alternativas para la obtencion de
extractos con capacidad antioxidante y efecto inhibidor de enzimas relacionadas con la
diabetes mellitus tipo 2 a partir de hojas de olivo permitiria contribuir con la busqueda de
soluciones a esta enfermedad y poder darle un valor significativo a este descarte generado

en la region.
14. Hipotesis
1.4.1. Hipdtesis general

La extraccion por liquidos presurizados y extraccion asistida por ultrasonido con
solventes alternativos a temperaturas moderadas mejoran la obtencion de extractos con
alta capacidad antioxidante y potencial de inhibicion de la actividad de enzimas (o-
amilasa y a-glucosidasa) relacionadas con la diabetes mellitus tipo 2 a partir del uso de

hojas de olivo.

1.5. Variables

Tabla 1. Variables independientes

Variables independientes Niveles

Extraccion por liquidos presurizados

Tecnologia alternativa de extraccion L .
Extraccion asistida por ultrasonido

Agua pura
Solvente Etanol 15%
Glicerol 15%
50°C
Temperatura 70°C

Tabla 2. Variables dependientes

Variables dependientes Unidad
Polifenoles totales mg equivalente a acido galico/ g de solido
seco
Capacidad antioxidante
DPPH mg/mL
ORAC umol equivalente a trolox/g sélido seco
Perfil de polifenoles ug polifenol especifico/ g sélido seco
Inhibicion enzimatica
a-amilasa % actividad enzimatica
a-glucosidasa % actividad enzimatica
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II. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Ben Salah y Abdelmelek, (2012) reportaron el contenido de polifenoles totales,
flavonoides y propiedades antioxidantes de hojas de olivo de ocho ecotipos. Si bien hubo
un alto contenido de polifenoles y flavonoides, la oleuropeina fue el compuesto
mayoritario presente en los extractos de hoja para todos los ecotipos. Los extractos
mostraron alta capacidad antioxidante y poder reductor. Por ello, el alto contenido de
oleuropeina y las importantes actividades antioxidantes del extracto de hojas de olivo
podrian ser fuentes utiles para el desarrollo de nuevas técnicas de extraccion a nivel
industrial y futura aplicacion farmacologica en la prevencion de la de dafios causados por

los radicales libres.

Nouri et al. (2014) estudiaron las propiedades antioxidantes, antibacterianas e
inhibidoras de las hojas de betel utilizando cuatro solventes (metanol, etanol, acetona y
acetato de etilo), reportaron que el extracto metanolico y el extracto etandlico al 90%
mostraron el mayor contenido de compuestos fenolicos con 205,2 y 202,9 mg EAG/g,
respectivamente. El uso del extracto etandlico permitio inhibir el 94% del radical DPPH.
Asimismo, el potencial de inhibicion de a-amilasa fue ~90%, mostrando ademas que la
actividad inhibitoria se correlaciona positivamente con el contenido de polifenoles totales,

siendo posible utilizar este extracto para regular la hiperglucemia.

Irakli et al. (2018) realizaron un proceso de optimizacion mediante extraccion
asistida por ultrasonidos con el fin de obtener oleuropeina, acidos fendlicos y flavonoides
de las hojas de olivo y evaluar su capacidad antioxidante. Las mejores condiciones se
consiguieron utilizando acetona al 50% durante 10 minutos a 60°C, lo cual permitio
recuperar 10,65% de oleuropeina, 0,29% de flavonoides, reflejando en el alto contenido
de polifenoles totales (37,44 mg EAG/gss) y capacidad antioxidante. Ademas, los
extractos obtenidos con agua presentaron un mayor contenido de hidroxitirosol y acidos

fendlicos.

da Costa Silva et al. (2019) reportaron el potencial antidiabético de las hojas de
Cassia bakeriana Craib por medio de la evaluacion de la actividad antioxidante e
inhibicion de las actividades de a-amilasa, a-glucosidasa, lipasa y glicacion. Los
extractos se obtuvieron por maceracion utilizando n-hexano y etanol. Los extractos
obtenidos mediante hexano presentaron una baja capacidad antioxidante comparado con
el uso de etanol con 1 465 y 4 390 umol ET/g, respectivamente. El uso de etanol mostro

una mayor capacidad de inhibicion (93%) de la actividad a-amilasa ICso = 5 pg/mL
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mientras que para la inhibicion (54%) de a-glucosidasa mostro un ICso = 443 pg/mL,

presentando de esta manera potencial para el tratamiento de la diabetes.

Martin-Garcia et al. (2020) emplearon la extraccion por liquidos presurizados
como método de extraccion verde para la obtencion de compuestos fenolicos de hojas de
olivo mediante las siguientes condiciones: 105°C, etanol al 100% y 5 minutos de
extraccion estatica. Esto permitié recuperar de 2,5 a 3,6 veces mas polifenoles totales que
otros estudios realizados con extraccion asistida por ultrasonido y asistida por
microondas. La mejor condicion fue establecida a 138°C, etanol al 100% y 5 minutos de
extraccion estatica, obteniendo un contenido de polifenoles totales de 144 mg EAG/gss.
No obstante, se encontrd que las temperaturas elevadas generan compuestos toxicos no

deseados.

Dobrinc¢i¢ et al., (2020) aplicaron diferentes técnicas de extraccion para la
recuperacion de polifenoles de las hojas de olivo. Las técnicas empleadas fueron
extraccion asistida por microondas (EAM), asistida por ultrasonido (EAU) y asistida por
alta presion (EAAP). Se utilizo etanol al 50% como solvente. Para la EAM las mejores
condiciones de extraccion fueron 2 minutos a 80 °C con 3 g de muestra, obteniendo 92,18
mg/g de fenoles; mientras que para la EAU fueron: 21 minutos a 50°C con 1,5 g de
muestra, obteniendo 92,49 mg/g de fenoles, distribuidos entre oleuropeina, hidroxitirosol,
acido clorogénico, acido cafeico, verbascosido y rutina. Se determind que el polifenol
mas abundante en los extractos de hojas de olivo fue la oleuropeina (83 — 95%) con

concentraciones de 74,81 (EAM), 74,24 (EAU) y 69,23 mg/g (EAAP).

Quaresma et al., (2020) estudiaron el uso de los compuestos antioxidantes de las
hojas de Banisteriopsis argyrophylla sobre la inhibicién de o-amilasa, a-glucosidasa,
lipasa e inhibicién del indice de glicacion por medio de extractos etandlicos obtenidos
mediante maceracion y sus fracciones (fraccion de acetilacetato, fraccion de n-butanol,
fraccion de diclorometano y fraccion de agua). El uso de etanol presento un contenido de
polifenoles totales de 337 mg GAE/g, siendo superado por acetilacetato, la capacidad
antioxidante en términos de DPPH fue relativamente baja con etanol, reportando un ICs
=4 pg/mL, pero alto en términos de ORAC con un ICso = 6 069 umol ET/g. Con relacion
a la inhibicidén enzimatica, el extracto etandlico mostrd un ICsp de 4, 1 075 y 26,1 g/mL
contra la a-amilasa, a-glucosidasa y lipasa respectivamente, dando resultados favorables
para el desarrollo de farmacos contra la diabetes y sus complicaciones a partir de recursos

naturales.
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Mwakalukwa et al., (2020) evaluaron el efecto reductor de la hiperglucemia
postprandial de 7 compuestos ([1] acido oleanodlico, [2] 4acido maslinico, [3] 1-
acetoxiprinoresinol, [4] acetato de hidroxitirosol, [5] 3, 4-dihidroxifenil-2-metoxietanol,
[6] luteolina-7-O-B-glucdsido y [7] hidroxitirosol) aislados de los residuos del olivo en
términos de la actividad inhibitoria de las enzimas a-amilasa y o-glucosidasa. Los
tripertenos [1], [2] y los compuestos fenolicos [3], [6] tuvieron una alta actividad
inhibitoria, mostrando el compuesto [3] una inhibicion en términos de ICso = 13,9 y 313
UM para o-amilasa y a-glucosidasa, respectivamente. Esto permitié considerar los
residuos de olivo como una fuente importante para formulaciones antidiabéticas,

complementos alimenticios o para desarrollar farmacos antidiabéticos.

2.2. Bases teoricas

2.2.1. Hojas de olivo

El cultivo del arbol del olivo actualmente ha incrementado su area de cultivo a
nivel mundial para la obtencion de aceituna, cuya area superficial alcanza ~7 millones de
hectareas (ha). Los paises de Europa, Asia y América estan presentando los mayores
porcentajes de siembra de este cultivo con 65%, 19% y 15%, respectivamente (FAO,
2019). En el caso América latina, nuestro pais tuvo una superficie cosechada de ~28 mil
ha de olivo, destacandose su produccion en las regiones de Tacna y Arequipa con el 76%
y 17% de superficie cosechada al 2021 respectivamente. Asimismo, la produccion de

aceituna el 2022 fue de ~227 mil toneladas (MIDAGRI, 2023; SIEA, 2022).

La aceituna o fruto del arbol del olivo es un producto de consumo directo, no
obstante, resulta mas atractivo econémicamente su procesamiento para la obtencion de
aceite de oliva, pero al mismo tiempo este proceso genera grandes cantidades de residuos
agroindustriales tales como pulpa, piel y semilla, los cuales representan entre 30 y 40%
del peso seco del fruto fresco (Ouazzane et al., 2017). Por otro lado, las hojas de olivo son
un subproducto agricola que se obtiene como resultado de las labores culturales y cosecha
del fruto de la aceituna, el cual representa ~10% del peso de este fruto y no presentan
ningtn valor comercial siendo consideradas un problema de gestion ambiental. No
obstante, diversos estudios han demostrado la presencia de distintas familias de
polifenoles con importantes aplicaciones tecnologicas y farmacéuticas, destacando
algunas propiedades como antiinflamatorias, antihipertensivas, antioxidantes,
hipoglucémicas y antimicrobianas (Gorzynik-Debicka et al., 2018; Reboredo-Rodriguez

et al., 2018; Rodriguez et al., 2008; Selim et al., 2022).

18



2.2.2. Polifenoles

Los polifenoles son metabolitos secundarios presentes en frutas y verduras, los
cuales contienen un anillo aromatico con uno o mas grupos hidroxilo en su estructura
quimica (Yu y Ahmedna, 2013). Estos compuestos presentan un peso molecular
relativamente alto (200 Da — 3 500 kDa) y una compleja estructura quimica que puede
variar de simples mondmeros a complejos polimeros, los cuales pueden estar glicosilados
con diferentes tipos de carbohidratos (Huaman-Castilla et al., 2017; Obreque-Slier et al.,
2011). Los polifenoles, se pueden clasificar como flavonoides y no flavonoides; entre los
flavonoides, se pueden distinguir distintas familias tales como flavonoles, flavanoles,
flavonas, isoflavonas, flavanonas, y antocianinas (Figura 1). Mientras que en el caso de
los no flavonoides encontramos otras familias tales como estilbenos y acidos fendlicos

(Huaman-Castilla et al., 2017).

En particular, las hojas presentan concentraciones importantes de polifenoles
(30,8 — 57,2 mg/g de hoja de olivo seca) (Ben Salah y Abdelmelek, 2012), cuyas familias
de polifenoles tales como oleuropedsidos, flavonoles, flavonas, flavanoles y fenoles
sustituidos han demostrado diferentes aplicaciones tecnoldgicas, bioactivas y

nutraceuticas (Altiok et al., 2008; Zuntar et al., 2019).

Estos polifenoles presentes en las hojas de olivo pueden verse afectados en cierta
medida por distintos factores como: ubicacion geografica, etapa de madurez, clima,
cultivar (Tabla 3), tiempo de vida del arbol/hoja, almacenamiento, periodo de cosecha y

método de extraccion (Markhali et al., 2020).

Tabla 3: Contenido de polifenoles totales en hojas de olivo

Contenido de polifenoles totales

Cultivar (mg EAG/gss) Referencia
Negrinha do Freixo 40,14
(Oliveira et al., 2021)
Cornicabra 27,10
Chemlali 81,96 (Hannachi et al., 2019)
Gemlik 10,45 (Kirbaglar y Sahin, 2021)
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Particularmente, las hojas de olivo presentan diferentes familias especificas de
polifenoles tales como oleuropeosidos, flavonoles, flavonas, flavanoles y 4acidos fendlicos
(El y Karakaya, 2009). Diversos trabajos de investigacion se han enfocado no solo a la
extraccion de los polifenoles presentes en este residuo agroindustrial, sino también han
demostrado su elevada capacidad antioxidante y propiedades bioactivas,
consecuentemente su efectividad en el tratamiento de enfermedades relacionadas con el
estrés oxidativo (Acar-Tek y Agagiindiiz, 2020; El y Karakaya, 2009; Vergara-Barberan et
al., 2020).

2.2.2.1. Propiedades bioactivas de los polifenoles

Los polifenoles de las hojas de olivo son compuestos generalmente reconocidos
como seguros (Shi et al., 2003), estos presentan diferentes propiedades nutraceuticas y
tecnologicas (Tabla 4). Por ejemplo, la oleuropeina ha mostrado efectos
anticarcinogénicos, antiinflamatorios y antioxidantes debido a que mejora la actividad
mitocondrial a través de la activacion de enzimas especificas (Sun et al., 2017). Los
flavonoles como la quercetina, inhiben la liberacion de histamina, por lo tanto, ellos
muestran actividad antiinflamatoria y antialérgica (Mlcek et al., 2016; Shi et al., 2003). A
su vez, los flavanoles (catequina) pueden modular la astringencia debido a que
interactian con proteinas especificas de la saliva (prolina) (Kennedy, 2008), asi como son

utiles para recuperar proteinas de suero de soja (Xu et al., 2019).
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Tabla 4: Propiedades bioactivas de las principales familias de polifenoles presentes en la hoja de olivo

Familia Polifenol especifico Propiedad bioactiva Accion en el organismo Referencia
Hipoglucemiante Aumenta la absorcion periférica de glucosa, estimula la liberacion de insulina. (Alam et al., 2019; Sato et al., 2007)
Antiinflamatoria Capacidad en poder inhibir la sintesis de 01toc’1nas promﬂgmatorlas y de la actividad de la lipooxigenasa, (Nediani et al., 2019)
Secoiridoides Oleuropeina modula pardmetros antiinflamatorios
Ant;cangengepa Modula diferentes procesos y vias metabollgas relgflonad%s con la carcinogénesis; ejerce un efecto (Ruzzolini et al., 2020)
Antiproliferativa inhibidor sobre la proliferacion de células cancerigenas
Ant}cangerlgqna Actuando sobre ciertas hn.e’as celularqs presentes en e! cancer fie colon, leuc~emla, neuroblastoma evitando (Ganeshpurkar y Saluja, 2017)
Antiproliferativa su proliferacion por medio de la apoptosis, reduciendo el tamafio del tumor, etc.
Disminuye los niveles de glucosa en plasma y suero, ademas de contribuir con la prevencion de cambios
Antidiabética degenerativos en el corazon (miocardiopatia diabética) y protege los tejidos del pancreas higado, rifion y (Gullén et al., 2017)
retina.
. . . Disminuye la proliferacion de mastocitos humanos HMC-1; reduce los niveles de ciertos transcriptores
. ’ ) Jeong et al., 2018
Flavonoles Rutina Antialergénica (MDM2 y STATO6) relacionados con enfermedades alérgicas. ( & )
Antiinflamatoria Disminuye la produccion de marcadores mﬂamgtonos en 2}fec01ones inflamatorias vasculares al reducir la (Tian et al., 2019)
actividad fagocitica.
. Capacidad de eliminar radicales libres e inhibir la peroxidacion lipidica. Mantiene la homeostasis redox (Ragheb et al., 2020; Singh et al.,
Antioxidante . . e
intracelular, combatiendo el estrés oxidativo. 2019)
Antiinflamatoria Suprime la produccion de citoquinas y de las vias de tr.ansduccmn de sefiales de inflamacion inducida por (Lin et al., 2008)
bacterias.
Antioxidante Captura especies reactivas de oxigeno y nltrggep(?, bloquea metalgs participantes en la reaccion de Fenton, (Lopez-Lazaro, 2009)
ademas de inhibir enzimas prooxidantes.
Luteolina
Flavonas Luteolina-7-glucosid ' ' y o _ y )
uteolina-/-glucosido . ; Inhibe la proliferacion celular y el crecimiento tumoral al promover la apoptosis y detencion del ciclo .
Anticancerigena o s . . . . (Lin et al., 2017)
celular, sensibiliza la resistencia a los medicamentos en casos de cancer de mama
Antidiabética Proteccion contra procesos cardiacos asociados a la diabetes como la miocarditis diabética, previniendo la (Li et al., 2019)

fibrosis e hipertrofia cardiaca dada la inhibicion de respuestas inflamatorias y el estrés oxidativo.
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Estas propiedades bioactivas (Tabla 4) y tecnologicas demostradas en diversos
polifenoles especificos ha permitido que las empresas dedicas a su comercializacion
incrementen sus ingresos de $1,2 billones en 2017 a $1,8 billones para el 2019 (Grand
View Research, 2019). Sin embargo, dada la complejidad en la extraccioén y purificacion
de cada polifenol especifico en particular su costo individual en el mercado puede variar
significativamente. Por ejemplo, los precios de polifenoles especificos tales como
quercetina (>95%), el resveratrol (>99%) y la oleuropeina (>98%) pueden llegar a
alcanzar $14 700; $3 600 y $13 400 por gramo respectivamente (SIGMA ALDRICH,
2023). Por ello, dado el amplio espectro de aplicaciones de los polifenoles presentes en
los diversos residuos agroindustriales como las hojas de olivo, el desarrollo y la
optimizacion de tecnologias sostenibles de extraccion y purificacién es altamente

deseable.

2.2.2.2. Polifenoles target como compuestos antidiabéticos

Segun el Instituto Nacional de Salud, (2019) ~70% de adultos y ~40 % de
jovenes entre los 15 y 25 afios padecen de sobrepeso y obesidad, las cuales son causadas
por una dieta desequilibrada y un estilo de vida sedentario. Esta prevalencia sostenida de
sobrepeso y obesidad afecta la salud publica, ya que estas afecciones parecen estar
asociadas con una afeccion inflamatoria que vincula el exceso de grasa corporal y
favorecen el desarrollo de enfermedades degenerativas cronicas como la diabetes mellitus
tipo 2 (DM2) (Leitner et al., 2017). La DM2, esta asumiendo una proporcion
epidemiologica importante en el Peri en términos de morbilidad, mortalidad y
discapacidad, la cual se caracteriza por la resistencia a la insulina y una mala absorcion de
glucosa en los tejidos del cuerpo humano como el higado, el tejido adiposo y el musculo

esquelético (Kumar et al., 2011; Leitner et al., 2017)

Si bien a la fecha existen diferentes tratamientos para las personas afectadas por
esta enfermedad cronica, los costos que demandan su atencion tienen un impacto negativo
en la economia del sistema de salud y la sociedad (Carrillo-Larco y Bernabé-Ortiz, 2019).
Por ello, diversos trabajos de investigacion han demostrado que el consumo de
compuestos bioactivos como los polifenoles no solo ayuda en la prevencion de la DM2
sino también puede ser usado como un tratamiento efectivo a bajo costo (Li et al., 2019).
En particular, el uso de flavanoles y flavonoles presentes en diversos descartes
agroindustriales como las hojas de olivo podrian ser usados en el tratamiento de la DM2 a
través de la inhibicion de las enzimas relacionadas con la diabetes tales como a-amilasa y
o-glucosidasa, con la consecuente reduccidén del indice glucémico, que comprende una

herramienta terapéutica potencial contra esta enfermedad (Fan et al., 2013; Rasouli et al.,
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2017; Sarian et al., 2017; Striegel et al., 2015). Por ello, la extraccion e identificacion de
agentes farmacéuticos y dietéticos, como los extractos selectivos de polifenoles, parece

ser un enfoque rentable para el manejo de la DM2.
2.2.3. Capacidad antioxidante

Los radicales libres (figura 2) son especies altamente reactivas (Tabla 5) que
entro de su estructura quimica poseen un electrén desapareado, estos se producen de
manera natural luego de los procesos metabdlicos de organismo, los cuales pueden
provocar distintos dafios debido a su acumulacion y se ha asociado a procesos
patologicos; estos radicales pueden presentarse como especies reactivas de oxigeno y de

nitrogeno (Kehrer et al., 2010).

Los antioxidantes (figura 2) son moléculas o atomos que tienen la capacidad de
retrasar, inhibir o eliminar el dafio oxidativo en otra molécula. Estos protegen el cuerpo
humano de los efectos de las especies reactivas, las cuales han sido relacionados con las

enfermedades cronicas (Gulcin, 2020).

Tabla 5: Principales especies reactivas

Especies reactivas Especies reactivas no radicales
Radical hidroxilo HO- Peroxido de hidrégeno H,0»
Radical superdxido 0y~ Oxigeno singulete 0,
Radical hidroperoxido HOO- | Ozono O3
Radical lipidico L Hidroperoxido de lipido LOOH
Radical perdxilo lipidico LOO" | Hipoclorito HOCI
Radical peroxilo ROO- | Peroxinitrito ONOO~
Radical alquiloxilo lipidico LO- Trioxido de dinitrogeno N2O;
Radical de dioxido de nitrogeno  NO». Acido nitroso HNO;
Radical de 6xido nitrico NO- Cloruro de nitrilo NOCl
Cation nitrosilo NO* Aniodn nitroxilo NO-
Radical tiilo RS- Acido peroxinitroso ONOOH
Radical proteico P Oxido nitroso N>O

Fuente: Gulcin, (2020)

Por lo cual, la capacidad antioxidante ha sido definida como la eficiencia de una
mezcla heterogénea de antioxidantes para inhibir la degradacion oxidativa de distintos

biocompuestos a causa de los radicales libres (Bunaciu et al., 2016; Flieger et al., 2021).
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Radical libre Antioxidante Funcion

Figura 2: Funcion de los antioxidantes sobre los radicales libres
Fuente: Adaptado de Nikolaidis y Margaritelis, (2023)

2.2.4. Métodos de extraccion

Los compuestos bioactivos de diferentes matrices vegetales pueden ser extraidas
a través de métodos convencionales a condiciones atmosféricas, los cuales estan basados
en la capacidad de extraccion del solvente y la aplicabilidad del factor térmico y/o de
homogenizacion, siendo la extraccion Soxhlet, maceracion e hidrodestilacion las mas
empleadas; no obstante, presentan varias desventajas como los periodos prolongados de
extraccion, baja selectividad de extraccion, descomposicion de compuestos termolabiles y

al empleo de solventes de alta pureza (Sagar et al., 2018).

Por otro lado, Gligor et al., (2019) manifiestan que un método de extraccion es
eficaz debido a la eleccion del solvente, esto dada la relacion con la polaridad del
compuesto bioactivo a extraer; de igual forma se debe prestar atencion a la afinidad
molecular entre el solvente y el soluto, el proceso de transferencia de masa, las mezclas

de cosolvente, leyes ambientales, nivel de toxicidad y la viabilidad financiera.

En las tltimas décadas, el creciente aumento del uso de métodos alternativos para
la extraccion de compuestos bioactivos y nutracetticos, ha permitido que la extraccion
asistida por ultrasonido, extraccion con fluidos supercriticos y la extraccion por liquidos
presurizados tengan una mayor presencia en el sector alimentario y farmacéutico debido a
que son amigables con el medio ambiente, disminuyen el consumo de solventes, reducen
el tiempo de extraccion y presentan un mejor rendimiento que los métodos

convencionales (Wang y Weller, 2006).
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2.2.4.1. Métodos convencionales

a. Extraccion Soxhlet

Este método tradicional y/o convencional es considerado como referencia para
evaluar el rendimiento de otros métodos de extraccion solido — liquido (lixiviacion). La
muestra es colocada en un envase de celulosa, este es incorporado en la camara de
extraccion; se agrega el solvente en el matraz de destilacion y se inicia con el proceso. El
solvente, al ser calentado pasa a estado gaseoso, el vapor de este es conducido al
condensador donde a través de un flujo de agua a contracorriente cambia a estado liquido
y se dirige a la camara de extraccion donde hace contacto con la muestra. Cuando el
liquido alcanza el nivel de desbordamiento, mediante el sifon, el liquido es transportado
al matraz de destilacion para iniciar nuevamente el proceso. Sin embargo, puede tener

bajo rendimiento en la extraccion de compuestos termolabiles (Wang y Weller, 2006).
b. Extraccién por Maceracion

M¢étodo empleado para la extraccion de compuestos bioactivos y aceites
esenciales mediante tres pasos: (1) molienda completa de las muestras, (2) mezcla de la
cantidad apropiada de solvente a un recipiente cerrado y (3) se filtra la mezcla al término
del tiempo propuesto. En este método suele emplearse la agitacion para incrementar el
rendimiento del proceso a través de: (a) el aumento de la difusion y (b) la

homogenizacion del solvente (Sagar et al., 2018).
2.2.4.2. Tecnologias alternativas

a. Extraccion por Liquidos Presurizados (ELP)

Conocida también como Extraccion Acelerada por Solvente (ASE), es un método
amigable utilizado frecuentemente para la obtencion de compuestos bioactivos por medio
de altas presiones y temperaturas. La temperatura usualmente empleada oscila entre los
50 a 200 °C y gracias a las altas temperaturas, el solvente utilizado presenta propiedades
unicas debido al cambio en la constante dieléctrica, densidad, viscosidad y difusividad a
causa de la ruptura de las fuerzas intermoleculares (tales como Van der Waals, enlaces de
hidrogeno) e interacciones polares, esto combinado con las altas presiones (10 a 15 MPa)
permite mantener el solvente en estado liquido a pesar de utilizar temperaturas superiores

a su punto de ebullicion (Herbst et al., 2021).

En un inicio, se inserta un filtro en la celda de extraccion seguido de la muestra

mezclada con un agente dispersante (de ser necesario), luego de manera manual o
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automatica (segun el equipo empleado) es incorporado al horno a la temperatura y presion
previamente establecida. El solvente es transferido a la celda por medio de una bomba de
alta presion para iniciar con el proceso de extraccion, en este punto distintas valvulas y
restrictores son esenciales para controlar la presion de extraccion; este proceso puede
tener mas de un ciclo de extraccion. Por ultimo, el vial colector recibe el extracto
obtenido, donde el circuito de gas inerte (generalmente nitrogeno) ayuda a circular el

solvente restante de la linea de extraccion (Alvarez-Rivera et al., 2020).

Si bien este método trae grandes ventajas como la reduccion en el uso de solvente
y el tiempo empleado en el proceso de extraccion, los puntos en contra son el elevado
costo de implementacion, adicional a ello al trabajar con temperaturas superiores de
140°C se puede inducir a la degradacion de compuestos termosensibles y/o a la
formacion de compuestos no deseados debido a la reaccion de Maillard como el
hidroximetilfurfural, ademas de ser un proceso no selectivo, esto porque permite
recuperar compuestos como azucares, carbohidratos, proteinas, entre otros (Ebrahimi y

Lante, 2022).

Bomb Horno Deposito de
g a solvente
\ Z
Panel de
Valvula control
[m] / L
Celda de Horno
extraccion
Deposito Vial d?,
de solvente Vial de recoleccion
Gas recoleccion Vial de
[——
Nitrégeno desecho

Figura 3: Esquema de la extraccion por liquidos presurizados

Fuente: Adaptado de Ebrahimi y Lante, (2022)
b. Extraccion Asistida por Ultrasonido (EAU)
Método utilizado para extraer distintos metabolitos secundarios, para lo cual
utiliza ondas sonoras con frecuencias de 20 kHz, denominadas ultrasonido, las cuales en

conjunto con solventes liquidos producen una serie de ciclos de expansion (separacion de

moléculas) y ciclos de compresion (que las juntan); en el ciclo de expansion se crean
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burbujas/cavidades las cuales crecen y colapsan cuando la presion negativa que se ejerce
excede la resistencia a la traccion local del liquido, rompiendo de esta manera la pared
celular y pasando a liberando el contenido celular, siendo este proceso denominado
cavitacion. La cavitacion tiene una duracion de alrededor 400 ps, tiempo en el cual se
pueden presentar temperaturas y presiones de hasta 5 000 K y 1 000 amt.,

respectivamente (Adetunji et al., 2017; Khoddami et al., 2013).

Existen dos sistemas de ultrasonido, (1) el bafio ultrasonico, el cual generalmente
se usa, sin embargo presenta dos limitaciones: (a) no hay distribucion uniforme de la
ondas ultrasonicas y (b) la potencia disminuye con el tiempo; y (2) la sonda ultrasénica la

cual enfoca una zona de muestra especifica para la cavitacion (Adetunji et al., 2017).

| Sonda de
] ultrasonido
=9qp
]
(] Sensor de
. temperatura
PEEBE
ya

Generador de ultrasonido

Figura 4: Esquema de la extraccion asistida por ultrasonido
2.2.5. Diabetes

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad crénica no transmisible (ECNT),
que, junto a las enfermedades cardiovasculares, respiratorias y el cancer son las
responsables del fallecimiento de 41 millones de personas al afio. La DM es un trastorno
metabolico que se caracteriza por el elevado nivel de glucosa (hiperglucemia) en sangre,
donde en ayunas la concentracion de glucosa plasmatica reporta valores superiores a 126
mg/dL, o cuando la concentracién de glucosa en sangre se encuentra por encima de los
200 mg/dL en cualquier momento del dia, esto debido a una baja produccion de insulina,
siendo de esta manera un problema de salud que esta creciendo rapidamente en el mundo

(Ashcroft y Rorsman, 2012; Gajbhiye et al., 2018; Rasouli et al., 2017).
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Segun los datos de la International Diabetes Federation (IDF) (2021) a la fecha
537 millones de personas entre los 20 a 79 afios han sido diagnosticados con diabetes
alrededor del mundo, de este total, en Sudamérica y América Central, 32 millones de
personas viven con diabetes y se estima que para el 2045, habran sido diagnosticadas con
esta enfermedad alrededor de 784 millones de personas. La Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) y la IDF reconocen tres tipos de diabetes (diabetes mellitus tipo 1, tipo 2 y
gestacional), mientras que la Asociacion Americana de Diabetes, ademéas de estas tres,
también incluye a la diabetes especifica debida a otras causas. La diabetes mellitus tipo 1
(DM1) es una enfermedad autoinmune en la cual el propio sistema de defensa de cuerpo
destruye las células B pancreaticas productoras de insulina. Generalmente se presenta en
la infancia, representa del 5% al 10% de todos los casos de diabetes y se asocia con la
presencia de anticuerpos de células de los islotes, como resultado los pacientes requieren
insulina de por vida (Dasgupta y Wahed, 2014). Mientras la diabetes mellitus tipo 2
(DM2), es el tipo con mayor prevalencia en las personas diagnosticadas, representando el
90% de los casos, es comunmente influenciada por diversos factores como la edad, el
estilo de vida, la obesidad (Dasgupta y Wahed, 2014); este tipo de diabetes se desarrolla
debido a la pérdida de la funcion de las células B pancredticas y el aumento de la

resistencia a la insulina (Florian Chhabra et al., 2021).

La presencia de un largo cuadro de hiperglucemia hace propensa a la persona a
desarrollar complicaciones vasculares diabéticas, destacando la nefropatia, retinopatia,
sintomas cardiovasculares, entre otras (Shi et al., 2018). La progresion de la diabetes se
ha asociado con el estrés oxidativo inducido por la generacién de radicales libres y/o
produccion de especies reactivas (ROS) en condiciones hiperglucémicas, siendo una de
las principales fuentes de produccion de radicales libres la oxidacion de la glucosa, que a
su vez conduce a dafios estructurales en el higado, el rifién y el pancreas (Johansen et al.,

2005; Ozkaya et al., 2011).

La hiperglucemia también produce un incremento de la produccion de o6xido
nitrico (NO) que eventualmente interactiia con los ROS generando peroxinitrito (ONOO-)
que conduce a un estrés nitrosativo y altera la sefnalizacion celular y el metabolismo. En
conclusion, el aumento del dafio oxidativo es uno de los principales mecanismos de
toxicidad de la glucosa en la DM2 y sus complicaciones micro y macrovasculares

asociadas (Pivovarova-Ramich et al., 2020).

La homeostasis glucémica es de gran importancia para la salud humana, esta se
manifiesta como el equilibrio entre el consumo de carbohidratos, su absorcion y

utilizacion por distintos tejidos como fuente de energia a base de glucosa. Esta se ve
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alterada por la hiperglicemia al no poder controlar de manera eficaz la absorcion de
glucosa en sangre, desencadenando complicaciones cardiacas y hepdticas (Milionis et al.,

2023).

2.2.5.1. Enzimas relacionadas con la DM2

La o-amilasa (a-1,4-D-glucano 4-glucanohidrolasa, EC 3.2.1.1) es una
endoenzima que durante el proceso de digestion de almidon y glucoégeno en
maltodextrinas juega un rol muy importante. La inhibicion de esta enzima es considerada
un mecanismo contra los trastornos de la absorcion de carbohidratos, tales como la
diabetes y la obesidad. Por otro lado, la a-glucosidasa es una exoenzima que hidroliza la
dextrina y los oligosacaridos en glucosa. Los inhibidores de la a-glucosidasa orales
retardan la liberacion de glucosa de los carbohidratos complejos, mejorando de esta
manera la hiperglucemia posprandial. Por ello, un proceso lento de digestion de los
carbohidratos a causa de la inhibicion de estas enzimas daria como resultado la
disminucion de la glucosa en sangre pudiendo ser considerada como estrategia terapéutica

para la prevencion de la diabetes mellitus tipo 2 (da Silva et al., 2014; Wang et al., 2022).

2.2.5.2. Capacidad de inhibicion de la actividad enziméatica de los polifenoles

La a-amilasa y a-glucosidasa son enzimas que hidrolizan los carbohidratos en los
enlaces a-1,4 y o-1,6 respectivamente (Papoutsis et al., 2021; Tian et al., 2021). Este
efecto enzimatico incrementa los niveles de azucar en la sangre (alto indice glucémico)
favoreciendo las probabilidades de padecer enfermedades cronicas como la diabetes
mellitus tipo 2 (DM2), la cual es originada por un desequilibrio entre la absorcion de
azlcar en la sangre y la secrecion de insulina (hormona que regula la cantidad de glucosa
de la sangre) (Papoutsis et al., 2021). Por ello, una estrategia para disminuir los niveles de
azlcar en la sangre es inhibir la actividad de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa (Hui
et al., 2020). Los polifenoles han demostrado inhibir las enzimas a-amilasa y o-
glucosidasa relacionadas con la diabetes mellitus tipo 2 (DM2); siendo una alternativa
natural al firmaco sintético (acarbosa) que actualmente se usa (Kalita et al., 2018; Kumar
et al., 2011; Yilmazer-Musa et al., 2012). En particular, el efecto inhibitorio de la enzima
a-amilasa se debe a la interaccion entre los polifenoles y la enzima que permite reducir su
actividad enzimatica; mientras que la enzima a-glucosidasa interactiia con los polifenoles
formando complejos que favorecen su precipitacion, consecuentemente su inhibicion
(Hui et al., 2020; Yilmazer-Musa et al., 2012). Por lo cual, es deseable un proceso de
extraccion y purificacion sustentable que permita obtener extractos ricos en polifenoles
para producir comercialmente ingredientes funcionales que permitan inhibir las enzimas

relacionadas con la DM2.
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2.3.

Definicion de términos

a)

b)

d)

e)

g2

h)

Capacidad de inhibicion enzimatica: accion mediante la cual se ve
reducida accion de enzimas para desarrollar determinado proceso, resultando

en una disminucion en su actividad.

Compuesto bioactivo: sustancias que puedes ser encontradas en distintas
matrices vegetales, las cuales estan presentan efectos benéficos a la salud por

su capacidad para modular distintos procesos metabolicos.

Enfermedades créonicas: son enfermedades de larga duracion, las cuales
ademas presentan una progresion lenta, siendo una de las principales causas

de decesos a nivel mundial.

Hiperglucemia: condicion en la cual se presenta una elevada concentracion
de glucosa en sangre, siendo reportada en pacientes diagnosticados con

diabetes.

Indice glucémico: es un indicador mediante el cual se evalia la velocidad

con la cual un alimentos incrementa los niveles de glucosa en sangre.

Metabolitos secundarios: compuestos que se forman como respuesta de
defensa de distintas plantas, estas presentan distintas propiedades biologicas

y se caracterizan por sus variadas aplicaciones.

Polifenoles target: compuestos especificos a los cuales se les ha

identificado determinada accion benéfica.

Proceso metabélico: proceso fisico y/o quimico propio del organismo con la

finalidad de producir energia.

Resistencia a la insulina: situacion en la cual el organismo no responde a la

insulina, lo cual impide la absorcion de glucosa por pate de distintas células.
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III. METODOLOGIA

3.1.  Tipoy nivel de investigacion

El trabajo de investigacion es de tipo experimental, cuantitativa y el nivel de

investigacion explicativo.
3.2.  Ambito temporal y espacial

El presente proyecto de investigacion de desarroll6 entre julio de 2022 a junio de
2023. El acondicionamiento de muestra, procesos de extraccion (ELP y EAU), los
analisis de determinacion de contenido de polifenoles totales, capacidad antioxidante:
DPPH y ORAC, asi como los métodos de inhibicion enzimatica (o-amilasa y o-
glucosidasa) partir de hojas de olivo se desarrollaron en el Laboratorio de Tecnologias
Sustentables para la Extraccion de Compuestos de Alto Valor (TESECAV) de la Escuela
Profesional de Ingenieria Agroindustrial de la Universidad Nacional de Moquegua. El
analisis para la determinacion del perfil de polifenoles se desarrolld en el Laboratorio de
Contaminantes Organicos y Ambiente (GICOA) de la Escuela Profesional de Ingenieria

Ambiental de la Universidad Nacional de Moquegua - filial Ilo.

3.3.  Poblacién y muestra

Se recolectaron 10 kg de las hojas de olivo teniendo en cuenta los siguientes
aspectos: edad del arbol (10 afios), variedad (sevillana), hojas (elipticas, verdes y sin dafio
fisico); estas fueron obtenidas durante la poda posterior a la cosecha del fruto, las cuales
fueron suministradas por la empresa Agroindustrias Unidas del Perd S.A.C (Fundo

Olivers, Islay, Arequipa).
3.4.  Instrumentos

3.4.1. Materiales

- Balén de 10 m?® de nitrogeno

- Botellas ambar 250 mL

- Cartuchos SPE C18

- Celda de 100 mL para ASE 150

- Espatulas

- Embudos

- Filtros de celulosa para ASE 150

- Filtros de jeringa 0,22 pm

- Fiolas (5, 10, 25, 100, 250, 500 y 1000 mL)

- Jeringas de 3 mL
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- Micropipetas (20 —200 pL, 100 — 1000 pLy 1 — 5 mL)
- Microplacas blancas y negras de 96 pocillos

- Papel absorbente

- Papel aluminio

- Papel filtro

- Papel secante

- Piseta (500 mL)

- Probetas de vidrio (50, 100 y 250 mL)

- Tubos de polipropileno para centrifuga (50 mL)

- Tubos Eppendorf de polipropileno para microcentrifuga (2 mL)
- Vasos de precipitados de vidrio (50, 100 y 250 mL)

- Viales ambar (1,5 mL)

3.4.2. Equipos

- Balanza analitica (ENTRIS224-1S, Sartorius Lab Instruments GmbH &
Co, KG, Goettingen, Alemania)

- Balanza semimicro (EX225/AD, OHAUS, USA)

- Baiio termostatico (LWB-122D, ISOLAB)

- Centrifuga (Pro-analityt.C2004, Centurion Scientific Ltd, UK)

- Congeladora (modelo Rh25h5613sg, Samsung)

- Cromatografo Liquido de Ultra Alta Performance (UHPLC) 1290 Infinity
II (Agilent, USA) acoplado a un detector de arreglo de diodos 1290 Infinity
II (Agilent, USA)

- Espectrofotometro UV-Vis (Genesys 150, Thermofisher, San Jose, CA,
USA)

- Extractor de liquidos presurizados (ASE 150, Dionex, Thermofisher, San
Jose, CA, USA)

- Homogenizador por ultrasonido (CY-500, Optic Ivymen Systems™,
COMECTA®, Barcelona, Espafia)

- Lector de microplacas (Synergy/HTX, Biotek Instruments Inc, Winooski,
VT, USA)

- Liofilizador (Alpha 1-4 LSCbasic, Martin Christ, Alemania)

- Sistema de extraccion en fase solida

- Rotavapor (Hei-vap Ultimate control, Heidolph, Alemania)

- Tamizador (Analysette 3 pro, Fritsch, Idar-Oberstein, Alemania)

33



3.4.3.

Insumos y reactivos

2,2-difenil-1-picrilhidrazilo — DPPH (> 90%)
o-amilasa de pancreas porcino
a-glucosidasa de Saccharomyces cerevisiae
Acarbosa

Acetonitrilo

Acido 3,5-dinitrosalicilico - DNS

Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico - Trolox (> 98%)
Acido clorhidrico concentrado (37%)
Acido formico (> 98%)

Agua destilada

Agua tipo I

Almidoén

Arena de cuarzo

Carbonato de sodio

Cloruro de sodio

Dihidrocloruro de 2,2'-Azinobis (2-metilpropionamidina) — AAPH (>97%)
Dimetilsulfoxido

Estandar de acido vanilico (97%)

Estandar de apigenina (95%)

Estandar de catequina (95%)

Estandar de epicatequina (90%)

Estandar de hidroxitirosol (97%)

Estandar de kaempferol (97%)

Estandar de oleuropeina (98%)

Estandar de procianidina A2 (90%)
Estandar de quercitrina (90%)

Estandar de resveratrol (99%)

Estandar de rutina (93%)

Estandar de tirosol (97%)

Etanol (99,5%)

Fosfato dibasico de potasio

Fosfato dibasico de sodio

Fosfato monobasico de potasio

Fosfato monobasico de sodio

Fluoresceina soddica (> 95%)
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- Glicerol (99,5%)

- Hidroxido de sodio

- Metanol grado HPLC

- Reactivo Folin-Ciocalteu

- Tartrato de sodio y potasio

3.5. Procedimientos

3.5.1. Acondicionamiento de muestra

Las hojas de olivo fueron trasladadas en papel secante hasta el laboratorio, donde
fueron lavadas, desinfectadas y secadas a temperatura ambiente (25°C) bajo oscuridad
durante dos semanas. Luego, mediante un molino de pulso se redujo el tamafio de
particula de la muestra. Después, un tamizador (Analysette 3 pro, Fritsch, Idar-Oberstein,
Alemania) permitié obtener la muestra con un tamafio de particula de ~ 0,5 mm, (Putnik

et al.,, 2017). La muestra obtenida se almacend en bolsas ziploc a - 20 °C hasta su

posterior uso.

Figura 5: Esquema del proceso experimental
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3.5.2. Tecnologias alternativas de extraccion

3.5.2.1. Extraccion Liquida Presurizada (ELP)

Para ELP se empled la metodologia propuesta por Huaman-Castilla et al. (2020)
con algunas modificaciones. En resumen, ~10 g de hojas de olivo (base seca) se
mezclaron con arena de cuarzo (relacion 1:4 p/p) como agente de dispersion. Luego, la
muestra acondicionada fue colocada en una celda de extraccion de 100 mL en un sistema
de liquidos presurizados (ASE 150, Dionex, Thermofisher, San Jose, CA, USA), la cual
previamente fue cargada con 10 g de arena de cuarzo. Los parametros de extraccion
fueron los siguientes: presion 10 MPa, un ciclo de extraccion, 20% de volumen de lavado,
250 s de tiempo de purga de nitrogeno y 5 minutos de tiempo de extraccion estatico.
Como solventes de extraccion se emplearon: agua pura, etanol (15%, v/v) y glicerol

(15%, v/v) a temperaturas de 50°C y 70°C.

Estas condiciones permitieron obtener una relaciéon muestra solida: volumen de
extracto de 1:10. Después de la extraccion, los extractos crudos obtenidos fueron

envasados en viales ambar y almacenados a -20 °C hasta su posterior analisis.

3.5.2.2. Extraccion Asistida por Ultrasonido (EAU)

Los parametros de proceso se definieron en base a investigaciones previas
reportadas por Giacometti et al., (2018) con algunas modificaciones. Se pesaron ~10 g de
hojas de olivo (base seca) las cuales fueron colocadas en un vaso precipitado de 250 mL.
El homogenizador por ultrasonido (CY-500, Optic Ivymen Systems™, COMECTA®,
Barcelona, Espafia) trabajé con una frecuencia de 20 kHz a una potencia de salida del
70% por un tiempo de 30 minutos. Se empleo los siguientes solventes: etanol (15%, v/v),
glicerol (15%, v/v) y agua pura a temperaturas de 50 y 70°C. Estas condiciones
permitieron obtener extractos en una relaciéon muestra solida: volumen de extracto de
1:10. Luego, los extractos obtenidos fueron centrifugados a 4000 RPM por 10 minutos
por medio de una centrifuga (Pro-analityt.C2004, Centurion Scientific Ltd, UK). El
sobrenadante fue filtrado usando papel filtro (Wang et al., 2018). Finalmente, los

extractos fueron almacenados en viales ambar a -20 °C hasta su posterior analisis.
3.5.3. Determinacion de polifenoles totales

El contenido de polifenoles totales de los extractos crudos de hojas de olivo se
determin6 mediante el ensayo de Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1965). Un volumen de
3,75 mL de agua destilada, 0,5 mL de extracto de crudo y 0,25 mL de reactivo Folin-

Ciocalteu (IN) se mezclaron con 0,5 mL de una solucién de carbonato de sodio (10%
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p/v). La mezcla se dejo reaccionar a temperatura ambiente y en oscuridad durante 1 h. La
absorbancia fue medida a una longitud de onda de 765 nm en un espectrofotometro (UV-

Vis Genesys 150, Thermofisher, San Jose, CA, USA).

Se prepar6 una curva de calibracion (r> = 0,9988) a partir de una solucion stock
de acido galico (200 mg/L) con las siguientes concentraciones: 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70,
80, 90 y 100 mg/L. Los resultados fueron expresados en mg EAG/gss (equivalente a

acido galico por gramo de so6lido seco).
3.5.4. Determinacion de capacidad antioxidante

3.5.4.1. Método DPPH

La capacidad antioxidante de los extractos de hojas de olivo se determino
utilizando el método de inhibicion del radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo)
reportado por Brand-Williams et al., (1995). En resumen, 0,1 mL del extracto fue
mezclado con 3,9 mL de solucion DPPH (50 uM). Luego la solucion se incubd a
temperatura ambiente en oscuridad durante 30 minutos. La reduccion del radical DPPH
fue medida a una longitud de onda de 517 nm en un espectrofotometro (UV-Vis Genesys
150, Thermofisher, San Jose, CA, USA). Como control positivo se utilizd6 metanol y el
control negativo fue la solucion metanolica de DPPH. Los resultados de expresaron en
factor Clsp (mg/mL), definido como la concentracion de extracto efectivo necesario para

inhibir el 50% de la actividad del radical DPPH.

3.5.4.2. Método ORAC

El analisis ORAC de los extractos se realizaron en un lector de microplacas
(Synergy/HTX, Biotek Instruments Inc, Winooski, VT, USA) de acuerdo con Ia
metodologia propuesta por Chirinos et al., (2013). En resumen, se preparé una solucion
buffer PBS 75 mM en agua tipo I a un pH de 7,4. Con el buffer PBS se diluyo
fluoresceina (55 nM), AAPH (153 mM), Trolox como estandar de referencia (8, 16, 24,
32 y 40 uM) y cada muestra. En una microplaca negra de 96 pocillos, se agregd 25 pL de
muestra, Trolox y blanco (buffer PBS) y fue llevado al lector de microplacas. El equipo
inyectd automaticamente 250 uL de fluoresceina a cada pocillo, la mezcla fue incubada a
37°C durante 10 minutos. Seguidamente fue inyectado 25 pL de AAPH a cada pocillo. La
fluorescencia se midi6 a una longitud de onda de excitacion y emision de 485 nm y 520
nm respectivamente cada minuto durante 50 minutos. Los valores ORAC finales se
calcularon utilizando el area bajo la curva y fueron expresados como pmol ET/gss (micro

mol equivalente a Trolox por gramo de sé6lido seco).
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3.5.5. Cuantificacion del perfil de polifenoles especificos

La cuantificacion de polifenoles especificos se realizo utilizando la metodologia
propuesta por Maldonado et al., (2022) con algunas modificaciones. Primero, se realizo6 la
preparacion de la muestra a través de una extraccion en fase soélida (SPE) antes del
analisis cromatografico. Para ello, cartuchos SPE SiliaPrep C18 6 mL, 500 mg (Silicycle,
Québec, Canada) fueron activados con 10 mL de metanol grado HPLC seguidos de 10
mL de agua tipo 1. Inmediatamente se agregd 25 mL del extracto crudo. Los analitos
retenidos en el cartucho se recuperaron con 5 mL de metanol grado HPLC. Luego, 100
uL de la muestra preparada fue mezclada con 900 L. metanol grado HPLC, la mezcla fue
filtrada a través de un filtro de jeringa de 0,22 um y almacenada en viales ambar de 1,5
mL. Posteriormente, 2 pulL de cada muestra fue inyectada en un cromatédgrafo liquido de
ultra alta performance (Agilent 1290 Infinity II, USA) acoplado a un detector de arreglo
de diodos (DAD). La separacion de compuestos se realizd a través de una columna
analitica de fase reversa InfinityLab (Agilent, USA) Poroshell EC-C18 (2,1 mm x 150
mm x 1,9 um) a 30 °C. La fase movil estuvo conformada por agua tipo I con 0,1% de
acido formico (A) y acetonitrilo con 0,1% acido formico (B), utilizando una elucioén en
gradiente: 0 min 95 % A—-5% B, 15min 60 %6 A—-40% By 18 min95 % A-5%B a
un flujo de 0,3 mL/min. Diferentes estandares de polifenoles fueron previamente diluidos
a concentraciones de 0,3, 1, 3, 6, 10 y 20 pg/mL para construir las curvas de calibracion.
Finalmente, los polifenoles especificos fueron cuantificados comparando el tiempo de
detencion y el area bajo la curva de cada uno de los estandares analizados (A: 270 nm
tirosol, rutina y quercitrina; A: 280 nm, acido vanilico, catequina, epicatequina,
hidroxitirosol, procianidina A2 y oleuropeina; A: 324 nm, resveratrol y apigenina; A: 373
nm, Kaempferol). Los analisis se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron

en pg de polifenol especifico por gramo en base seca.
3.5.6. Inhibicion de enzimas relacionadas con la DM2

3.5.6.1. Inhibicion de la actividad de a-amilasa

La capacidad de cada extracto para inhibir la actividad de a-amilasa se determino
utilizando el método descrito por Pacheco et al., (2020) y adaptado por Huaman-Castilla
et al., (2021) con algunas modificaciones. Un volumen de 10 mL de cada uno de los
extractos fue llevado a un rotavapor (Hei-vap Ultimate control, Heidolph, Alemania),
para separar el solvente mas volatil, posteriormente los extractos fueron liofilizados
(Alpha 1-4 LSCbasic, Martin Christ, Alemania). Cada muestra resultante fue

reconstituida en dimetilsulfoxido al 10% v/v para obtener una solucién madre de 10 mg
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de hoja de olivo/mL. Se prepard una solucién buffer de fosfato de sodio 20 mM (pH 6,9
con cloruro de sodio 6 mM). A partir del stock reconstituido, se realizaron las siguientes
diluciones: 0,1, 1, 10, 100 y 1000 pg/mL con tampon fosfato de sodio (pH 6,9). Luego,
100 pL de cada dilucion de muestra y solucion de almidon al 1% en tampdn de fosfato de
sodio fueron incubados a 25°C durante 10 minutos. Posteriormente, se afiadiéo 100 pL de
a-amilasa de pancreas porcino (0,5 mg/mL) a cada tubo y las muestras se incubaron a
25°C durante otros 10 minutos. Seguidamente se agregé 200 pL de acido dinitrosalicilico.
Luego los tubos que contenian la mezcla fueron colocados en un bafio termostatico
(LWB-122D, ISOLAB) a 96°C durante 5 minutos, culminado el tiempo, se llevo a bafio
frio por 5 minutos. Por ultimo, 50 uL. de la reaccion fueron afiadidos a una microplaca
blanca de 96 pocillos y transferida lector de microplacas (Synergy/HTX, Biotek
Instruments Inc, Winooski, VT, USA) donde se inyecté 200 pul de agua tipo 1. La
absorbancia fue medida a una longitud de onda de 540 nm. La actividad enzimatica fue

determinada por la siguiente ecuacion:

Abs
% Actividad enzimatica = (W) * 100
100% control

Donde el control es la reaccidn enzima-sustrato en ausencia de inhibidores. El

efecto del inhibidor farmacologico, acarbosa, se determiné siguiendo el mismo protocolo.
3.5.6.2. Inhibicion de la actividad de a-glucosidasa

La capacidad de cada extracto para inhibir la actividad de la a-glucosidasa se
medird utilizando el método descrito por Pacheco et al.,, (2020) con algunas
modificaciones. Las muestras se prepararon de la misma manera que para el ensayo de
actividad de a-amilasa. El efecto inhibidor de cada extracto se midio a concentraciones de
0,1 a 1000 ug/mL de solucion tampon de fosfato de sodio 100 mM (pH 6,9). Luego, se
mezclaron 50 uL de solucion de extracto y 50 uL de solucion 5 mM de p-nitrofenil-a-D-
glucopiranosido (p-NPG) (en tampon fosfato de sodio) en una microplaca blanca de 96
pocillos y se incubo6 a 37 °C durante 5 minutos. Luego se afiadié a cada pocillo tampon
fosfato (100 pL) un volumen de 0,1 U/mL de a-glucosidasa de Saccharomyces cerevisiae.
Finalmente, la absorbancia a 405 nm se registrd durante 15 minutos usando un lector de
microplacas (Synergy/HTX, Biotek Instruments Inc, Winooski, VT, USA) a 37 °C. El
calculo de la actividad enzimatica se realizd de manera similar al analisis descrito en el

punto anterior.
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3.6. Analisis de datos

Cada tecnologia de extraccion (ELP y EAU) fue desarrollada de manera
individual, siendo conducido mediante un arreglo factorial completo de 3x2 con 3
repeticiones. Esto permitié evaluar el efecto de los factores de estudio, tales como
solvente (agua pura, etanol 15% v/v y glicerol 15% v/v) y temperatura moderada (50 y
70°C) sobre las variables de respuesta (polifenoles totales, capacidad antioxidante por
DPPH y ORAC, perfil de polifenoles), haciendo un total de 18 unidades experimentales
por tecnologia de extraccion. Los datos fueron analizados mediante el software R-studio,
se evalud la normalidad de los residuos y la homogeneidad de varianza mediante las
pruebas de Shapiro-Wilk (p-valor > 0,05) y Leneve (p-valor > 0,05) respectivamente.
Luego, se realizo el analisis de varianza para determinar la influencia de los factores de
estudio considerando un p-valor < 0,05, con una posterior comparacion de medias

mediante la prueba de Tukey.
Modelo factorial
Modelo para la extraccion por liquidos presurizados
Yijik =+ Si+ Tej+ (STe);j + &jk
Modelo para la extraccion asistida por ultrasonido
Yijik = u+ Si+ Tej+ (STe);j + &jk

Donde: Y;j, representa a la variable respuesta; p es la media global de todos los
tratamientos; S es el factor solvente, i representa los niveles del factor S; Te es el factor
temperatura, j representa los niveles del factor Te; (STe);; representa la interaccion de

los niveles ij de los factores Sy Te; €;; representa el error experimental.

Tabla 6: Arreglo factorial 3x2 para la obtencion de extractos mediante extraccion por
liquidos presurizados

Tecnologia

alternativa de Solvente Temp:ratura Tratamiento Variables
extraccion O respuesta
50 Tl
Agua pura
70 T2
Extraccion 50 -
liquida Etanol 15%
presurizada 70 T4
50 T5
Glicerol 15%
70 T6
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Tabla 7: Arreglo factorial 3x2 para la obtencion de extractos mediante extraccion asistida
por ultrasonido

Tecnologia

alternativa de Solvente Tempoe ratura Tratamiento Variables
extraccion O respuesta
A 50 T1
ua pura
guap 0 -
Extraccion 50 T3
asistida por Etanol 15%
ultrasonido 70 T4
50 T5
Glicerol 15%
70 T6

Por otro lado, la inhibicion de la actividad enzimdtica de a-amilasa y a-
glucosidasa de los extractos fue comparado con un control positivo (acarbosa). Para tal
fin, se evalud de manera independiente para cada tecnologia de extraccion seis extractos y
un control a cinco concentraciones diferentes (0,1, 1, 10, 100 y 1000 pg/mL), las cuales
se agruparon como tratamientos. Los datos fueron analizados mediante el software R-
studio, se confirmo las presuposiciones como se describid en el parrafo lineas arriba.
Luego se realizo el analisis de varianza con la prueba de comparacion de medias por
Dunnett ( p < 0,05 ) con la finalidad de identificar si algun tratamiento presentd un

comportamiento similar que el control.
Analisis de datos para la inhibicion de la actividad enzimatica
Yijg = u+ Trit+ &;

Donde: Y;j, representa a la variable respuesta; p es la media global de todos los
tratamientos; Tt es el tratamiento, i representa los niveles de Tr; €;; representa el error

experimental.
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Tabla 8: Analisis de datos para la determinacién de la actividad enzimatica

Variables respuesta

Tei(::)veergttf;-m COIZ:Z‘/‘SS““ Tratamiento % actividad % actividad
a-amilasa a-glucosidasa
Acarbosa 0,1 A
e o :
B :
Ete}rlsoéolg% 0.1 D
Etein%og% 0,1 E
Glifesr(c))(lb(‘l:S% 0.1 F
Glife;gl(]iS% 0.1 G
Acarbosa 1 Al
R .
) c
Etainsoéolg% 1 D1
Etezn%olg% 1 El
Glifesr(c))cl)éS% 1 Fl
Gli(je;gcl)éS% 1 Gl
Acarbosa 10 Al0
Ag_gl;% c1)f>gra 10 B10
Ag_gl;e(l) géra 10 Cl10
Etefrgoéog% 10 D10
Etzfn%og% 10 E10
Glifesr(c))léS% 10 F10
Glife;(())cl)CIS% 10 G10
Acarbosa 100 A100
Ag_gl;e(l) géra 100 B100
Ag_gl;% ggra 100 C100
Etefnso(iol(jb-% 100 D100
Etain%olg% 100 E100
Gli(jesrgl(ljS% 100 F100
Gli(_:e;gléS% 100 G100
Acarbosa 1000 A1000
A?l;%{l))gra 1000 B1000
AE_%‘;% e 1000 C1000
EtainsoéOlCS% 1000 D1000
Etzfn;)éolc'S% 1000 E1000
Glifesr(())lcljS% 1000 F1000
Glicsrol 1% 1000 G1000
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Iv. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1.  Efecto de las tecnologias alternativas de extraccion

4.1.1. Contenido de polifenoles totales

Para la ELP, el contenido de polifenoles totales obtenidos mediante ELP usando
agua pura, etanol al 15% y glicerol al 15% con temperaturas de 50 y 70 °C varia entre
9,35 a 19,46 mg EAG/gss (Tabla 9). Independiente del solvente, los incrementos de
temperatura tuvieron un efecto positivo en la recuperacion de polifenoles. Cuando la
temperatura ascendid de 50 a 70°C, el contenido de polifenoles totales incremento6 1,15,
1,03 y 2,08 veces mas con agua pura, etanol al 15% y glicerol al 15%, respectivamente
(Tabla 9). Por ello, la mejor condicion de operacion fue establecida a 70°C usando

glicerol al 15% como solvente de extraccion.

Si bien no existen reportes usando glicerol como solvente de extraccion para la
recuperacion de polifenoles totales a partir de hojas de olivo bajo condiciones subcriticas,
existen algunos trabajos que usan agua pura y etanol para su recuperacion bajo
condiciones atmosféricas (Martin-Garcia et al., 2020; Putnik et al., 2017; Rosa et al.,
2019; Silva et al., 2022; Taamalli et al., 2012; Xynos et al., 2012). El primer reporte del
uso de glicerol para recuperar polifenoles de hojas de olivo fue desarrollado por
Apostolakis et al., (2014) quienes encontraron un incremento de 9,4% en la recuperacion
de polifenoles usando glicerol al 9,3% a 80°C en comparacion con etanol al 60%.
Comportamiento similar fue reportado por Karakashov et al., (2015) quienes observaron
una mejora de 13,8% en la extraccion de compuestos fenolicos de Hypericum perforatum
cuando usaron glicerol al 10% a 70°C en comparacion con el uso de agua pura bajo las
mismas condiciones. Los parametros solvatocromicos Kamlet-Taft permiten establecer la
habilidad del solvente para donar (acidez: o) y aceptar (basicidad: ) enlaces hidrogeno
con otras moléculas (Jessop et al., 2012). Si bien bajo condiciones atmosféricas, el
glicerol presenta una menor polaridad (z*: 0,51) en comparacion con agua (n*: 1,14), su
capacidad para la formacion de enlaces hidrogeno (a: 1,21) es relativamente superior a
solventes como el agua (a: 1,07) y etanol (a: 0,98). Por otro lado, durante ELP debido al
incremento de temperatura, las interacciones electrostaticas (enlaces de hidrégeno) entre
solvente — molécula disminuyen, lo cual favorece las fuerzas de dispersion de London
(Jakobek, 2015; Plaza y Turner, 2015; Shang et al., 2014). Asimismo, disminuye la
constante dieléctrica del solvente de extraccion, por lo cual la polaridad de este se reduce,

asi como su viscosidad incrementando la transferencia de masa (Pagano et al., 2021).
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Tabla 9: Contenido de polifenoles totales en extractos obtenidos por ELP y EAU.

Extraccion liquida presurizada Extraccion asistida por ultrasonido
T Solvente Solvente
€ Agua Etanol Glicerol Agua Etanol Glicerol
pura 15% 15% pura 15% 15%
50 13,98%4 17,8194 9,35%A 7,19%4 15,1204 13,60>A
+0,12 +0,07 +0,18 +0,10 +0,07 +0,19
70 15,988 18,388 19,468 11,278 15,568 17,598
+0,26 +0,29 +0,22 + 0,04 +0,13 + 0,07

T (°C): Temperatura. El contenido de polifenoles totales esta expresado como miligramos
equivalente a acido galico por gramo de solido seco (mg EAG/gss). La tabla presenta el
promedio + la desviacion estdndar (n = 3). Letras diferentes indican diferencias
significativas (p < 0,05). Las letras minusculas indican diferencias significativas entre los
solventes de extraccion; mientras que las letras mayusculas indican diferencias entre la

variacion de temperatura para cada proceso de extraccion.

Para EAU, la recuperacion de polifenoles totales varia en un rango de 7,19 a
17,59 mg EAG/gss (Tabla 9). Similar al proceso ELP, un incremento de temperatura
favorece la extraccion de polifenoles. Por ejemplo, un cambio de temperatura de 50 a
70°C permite recuperar 56%, 3% y 29% mas contenido de polifenoles totales usando
agua pura, etanol al 15% vy glicerol al 15%, respectivamente (Tabla 9). Un
comportamiento similar fue descrito por Bao et al., (2021), quieres indican que un
incremento de temperatura de 50 a 70°C usando glicerol al 30% recupera 15% mas
contenido de polifenoles totales de Receptaculum nelumbinis. Al respecto, el incremento
de temperatura podria disminuir la viscosidad y tension superficial del solvente de
extraccion, esto aumenta su difusion dentro de la matriz vegetal. Ademas, el cambio de
temperatura mejoria la extraccion de compuestos debido a una mayor solvatacion y
solubilidad con los analitos de la muestra (Dzah et al., 2020; Kumar et al., 2021).
Considerando los solventes de nuestro estudio a 70°C, el uso de glicerol al 15% permitio
recuperar 13% y 56% mas contenido de polifenoles comparado con el uso de etanol al
15% y agua pura, respectivamente (Tabla 9). Sucharitha et al. (2019) mostré resultados
simulares en EAU, donde el uso de una mezcla agua/glicerol (3:1) logré recuperar un
68% y 34% mas contenido de polifenoles a partir de hojas de olivo comparado con

agua/etanol (3:1) y agua pura respectivamente.

En EAU, el usé de etanol al 15% a 50°C permitié recuperar 15,12 mg EAG/gss
mientras que, con un incremento de temperatura a 70 °C, mejor6 en 3% la extraccion de

polifenoles (Tabla 9). Interesantemente, cuando glicerol al 15% fue usado como solvente
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de extraccion se logrd recuperar un 29% maés contenido de polifenoles totales a 70°C en
comparacion al mismo solvente a 50°C (Tabla 9). Probablemente, este comportamiento
podria atribuirse a temperaturas superiores a 50°C, esto a causa del fenomeno de
cavitacion, donde el colapso de las burbujas es mas efectivo en solventes de baja presion

de vapor como es el caso de mezclas agua/glicerol (Grigorakis et al., 2020).

Si bien ambas tecnologias de extraccion permitieron recuperar importantes
concentraciones de polifenoles totales, el uso de la ELP permitié obtener 10,63% mas
contenido de estos compuestos usando glicerol al 15% a 70°C en comparacion a la EAU

bajo las mismas condiciones de operacion (Tabla 9).

4.1.2. Capacidad antioxidante

4.1.2.1. Método DPPH

Bajo condiciones subcriticas (10 MPa), los extractos obtenidos a partir de hojas
de olivo presentaron valores de capacidad antioxidante expresado en factor ICso entre
20,29 a 4,11 mg/mL (Tabla 10). Los incrementos de temperatura redujeron el valor 1Cso.
Por ejemplo, un incremento en la temperatura de 50 a 70°C presento una reduccion de
32%, 9% y 80% en la cantidad de extracto necesario para inhibir el radical DPPH cuando
agua pura, etanol al 15% y glicerol al 15% fueron usados como solventes de extraccion,
respectivamente (Tabla 10). La mejor condicion para inhibir el 50% del radical DPPH fue
establecida con glicerol al 15% a 70°C. Similares resultados fueron reportados por
Huaman et al. (2021), donde el uso de glicerol al 15% a 90°C presentd una reduccion del
4% y 59% en el volumen del extracto necesario para inhibir el radical DPPH respecto a
etanol al 15% y agua pura respectivamente. Los polifenoles al poseer grupos hidroxilo
(OH), tienen la capacidad de transferir &tomos de hidrégeno con la finalidad de reducir el

radical DPPH (Singh et al., 2016).

Los extractos de hojas de olivo obtenidos mediante EAU mostraron una
capacidad antioxidante expresado en factor ICso entre 29,23 y 4,35 mg/mL (Tabla 10).
Mientras menor sea el valor ICso, menor es la cantidad de extracto necesario para inhibir
el radical DPPH (Al-Laith et al., 2019). La mejor condicion para inhibir el 50% del
radical DPPH fue determinada a 70°C usando glicerol al 15% como solvente de
extraccion, esto al requerirse 40% y 20% menos cantidad de extracto en comparacién con

agua pura y etanol al 15%, respectivamente a la misma temperatura de extraccion.
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Tabla 10: Capacidad antioxidante por DPPH en extractos obtenidos por ELP y EAU

Extraccion liquida presurizada Extraccion asistida por ultrasonido
T Solvente Solvente
0O Agua Etanol Glicerol Agua Etanol Glicerol
pura 15% 15% pura 15% 15%
50 15,168 7,148 20,298 29,23¢8B 7,138 9,71>B
+0,20 +0,11 + 0,83 + 1,00 +0,10 + 0,03
70 10,29%A 6,50%4 4,11%A 7,214 5,424 43544
+ 0,09 +0,16 +0,10 +0,14 + 0,04 + 0,04

T (°C): Temperatura. La capacidad antioxidante por DPPH esta expresado como factor
ICso en miligramos por mililitro (mg/mL). La tabla presenta el promedio + la desviacion
estandar (n = 3). Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05). Las letras
minusculas indican diferencias significativas entre los solventes de extraccion; mientras
que las letras mayusculas indican diferencias entre la variacion de temperatura para cada

proceso de extraccion.

Los extractos de hojas de olivo obtenidos bajo ELP y EAU muestran capacidad
para neutralizar el radical DPPH. Sin embargo, el extracto de ELP (glicerol 15% a 70°C)
requiere un 6% menos cantidad de extracto para realizar dicha accion que el de EAU

bajos las mismas condiciones, siendo estadisticamente mejor (Tabla 10).

4.1.2.2. Método ORAC

Mediante ELP, el uso de agua pura, etanol al 15% y glicerol al 15% combinados
con temperaturas de 50 y 70°C presentaron alta capacidad antioxidante expresado en
valores de ORAC entre 114,27 a 500,26 pumol ET/gss (Tabla 11). La variacion de
temperatura de 50 a 70°C mejora 4,38 veces la capacidad antioxidante de los extractos de
hojas de olivo con el uso de glicerol al 15%, por lo que para esta tecnologia de extraccion
la mejor condicion fue establecida a 70°C con glicerol al 15%. Por otro lado, la capacidad
antioxidante de los extractos de hojas de olivo obtenidos mediante EAU usando agua
pura, etanol al 15% y glicerol al 15% con temperaturas de 50 y 70°C variaron entre
104,42 y 488,09 umol ET/gss (Tabla 11). Un cambio de temperatura de 50 a 70°C mejoro
2 veces mas la capacidad para neutralizar los radicales perdxilo cuando glicerol al 15%
fue usado como solvente de extraccion. Siendo la mejor condicion para esta tecnologia la

extraccion con glicerol al 15% a 70°C.

El analisis ORAC evaltia la capacidad de los antioxidantes para neutralizar el
radical peroxilo (ROO"), el cual es una de las mas comunes especies reactivas de oxigeno

en el organismo. De manera experimental, este radical es generado por la degradacion de
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AAPH, el cual disminuye la fluorescencia del agente de contraste, siendo este proceso
retardado por los antioxidantes. Por lo que un contenido alto de polifenoles, es indicativo
de una alta capacidad antioxidante presente en el extracto, el cual es expresado en
unidades de equivalentes Trolox (Goyeneche et al., 2015). Si bien ambos procesos de
extraccion (ELP y EAU) favorecieron la recuperacion de polifenoles, no hubo diferencia
significativa entre ambas tecnologias alternativas de extracciéon de extraccion en la

capacidad antioxidante evaluada por el método ORAC.

Tabla 11: Capacidad antioxidante por ORAC en extractos obtenidos por ELP y EAU.

T Extraccion liquida presurizada Extraccion asistida por ultrasonido
©C) Agua Etanol Glicerol Agua Etanol Glicerol
pura 15% 15% pura 15% 15%
50 154,155% 288,554 114,27*A 104,424 266,48~ 242,11%A
+ 1,34 + 18,17 + 8,59 + 3,37 +5,36 + 3,68
70 402,53*B  454,09*B  500,26%B 199,82+ 306,68>8  488,09%B
+21,06 + 12,85 + 15,41 +10,92 + 8,62 + 32,27

T (°C): Temperatura. La capacidad antioxidante por ORAC esta expresado como
micromol equivalente a trolox por gramo de solido seco (umol ET/gss). La tabla presenta
el promedio + la desviacion estandar (n = 3). Letras diferentes indican diferencias
significativas (p < 0,05). Las letras mintisculas indican diferencias significativas entre los
solventes de extraccion; mientras que las letras mayusculas indican diferencias entre la

variacion de temperatura para cada proceso de extraccion.
4.1.3. Cuantificacion del perfil de polifenoles especificos

4.1.3.1. Acidos fenélicos

Para ELP, un incremento de temperatura de 50 a 70 °C combinado con agua pura,
etanol al 15% y glicerol al 15% permitio recuperar 35%, 38% y 52% mayor contenido de
acido vanilico, respectivamente (Tabla 12). La mayor recuperacion de acido vanilico
(5,37 ng/gss) fue a 70°C con glicerol al 15%. En general, algunos autores han reportado
en hojas de olivo la presencia de acido galico, p-hidroxibenzoico, clorogénico, cafeico y

vanilico (Dobrinci¢ et al., 2020; Palmeri et al., 2022).

Similarmente, los extractos obtenidos por EAU se vieron favorecidos con el
incremento de temperatura. Cuando glicerol al 15% fue usado como solvente de
extraccion a 70°C se recuperd la mayor cantidad de acido vanilico (5,94 ng/gss). Ben
Mohamed et al., (2018) bajo extraccion por ultrasonido cuantificaron la presencia de este

acido fendlico en un rango de 3,13 a 256,57 ug/gss dependiendo de la variedad evaluada.
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4.1.3.2. Estilbenos

Bajo condiciones subcriticas (ELP), el uso de glicerol (15%) combinado con un
incremento de 50 a 70°C presento la mayor recuperacion (17%) de este compuesto,
obteniendo 20,14 pg/gss (Tabla 12). Rivera-Tovar et al., (2021) reportaron la presencia de
resveratrol (130 pg/gss) en hojas de maqui mediante ELP; mientras que, bajo condiciones
atmosféricas, Guex et al., (2019) identificaron la presencia de este estilbeno en hojas de
olivo de forma minoritaria (0,048 pg/mL). Similar al comportamiento de acidos
fenolicos, en EAU, un cambio de temperatura de 50 a 70°C mejoro la recuperacion de
resveratrol en 3%, 2% y 11% para agua pura, etanol al 15% vy glicerol al 15%,

respectivamente.
4.1.3.3. Flavanoles

En el presente estudio, los compuestos de esta familia de polifenoles identificados
fueron catequina, epicatequina y procianidina A2. Los extractos obtenidos por ELP
presentaron un contenido de 29,74 a 42,37 pg/gss de flavanoles totales (Tabla 12). Cada
flavanol especifico tuvo un comportamiento particular. Por ejemplo, el contenido de
catequina mejoro 3 veces con un incremento de temperatura de 50 a 70°C cuando etanol
al 15% fue usado. Contrariamente, el uso de glicerol al 15% redujo en 53% la
recuperacion de estos compuestos bajo las mismas condiciones (Tabla 12). Al respecto,
Cuevas-Valenzuela et al. (2014) bajo condiciones atmosféricas, reportaron que un
incremento de temperatura y el uso de mezclas agua/etanol mejora la solubilidad de

catequina.

Con respecto a la procianidina A2, independientemente del solvente de
extraccion, su recuperacion se vio favorecida con un incremento de la temperatura. Por
ejemplo, cuando se uso glicerol al 15%, un cambio de temperatura de 50 a 70°C permitid
recuperar 2,7 veces mas contenido de este flavanol especifico (Tabla 12).
Comportamiento similar fue reportado por Huaman-Castilla et al., (2020) reportando que
un incremento en la temperatura de 90 a 150°C usando glicerol al 15% permite recuperar

10 veces mas el contenido de flavanoles totales.

En la EAU, un cambio en la temperatura de 50 a 70°C mejor6 25%, 15% y 30%
la recuperacion de flavanoles totales cuando agua pura, etanol al 15% y glicerol al 15%
fueron usados como solventes de extraccion respectivamente (Tabla 12). Por ejemplo, en
procianidina A2, un incremento en la temperatura de 50 a 70°C permitié recuperar 11%,
28% y 77% mas contenido de este compuesto usando agua pura, etanol al 15% y glicerol

al 15%, estableciendo glicerol al 15% a 70°C como la mejor condicion de operacion. Con
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respecto a epicatequina, la mejor condicion para su recuperacion fue establecida con agua

pura a 70°C al lograr recuperar 87% mads contenido de epicatequina (Tabla 12).

4.1.3.4. Flavonoles

kaempferol, quercitrina y rutina fueron cuantificados en los extractos de hojas de
olivo. La sumatoria de estos compuestos (flavonoles totales) se vio favorecida con el
incremento de temperatura respecto a cada uno de los solventes usados (Tabla 12).
Individualmente, kaempferol presento la mayor recuperacion usando etanol al 15% a
50°C (2,93 pg/gss). No obstante, el uso de 70°C redujo en 15% su recuperacion. Por otro
lado, la extraccion de quercitrina cuando la temperatura aumento de 50 a 70°C, mejorod
1,35, 1,05 y 2,56 veces mas cuando agua pura, etanol al 15% y glicerol al 15% fueron
usados como solventes de extraccion, respectivamente (Tabla 12). La recuperacion de
rutina se logré usando etanol al 15%, donde el cambio de temperatura de 50 a 70°C

permitio recuperar 32 veces mas contenido (Tabla 12).

Los extractos obtenidos mediante EAU presentaron un comportamiento
particular, donde un incremento de 50 a 70°C pudo recuperar 41% y 96% mas contenido
de flavonoles totales usando etanol al 15% y glicerol al 15% respectivamente (Tabla 12).
Contrariamente, se observd una pérdida del 27% del contenido de flavonoles totales
cuando agua pura fue usado como solvente de extraccion bajo las mismas condiciones
(Tabla 12). La mayor recuperacion de kaempferol y rutina se obtuvo usando etanol al
15% a 70°C, recuperando 1,31 y 19,23 veces mas contenido cada flavonol especifico
respectivamente. Similar al proceso ELP, el aumento de temperatura de 50 a 70°C usando
glicerol al 15% recupero 33% (118,24 pg/gss) mas contenido de quecitrina (Tabla 12).
Similar comportamiento fue reportado por Kowalska et al., (2021) quienes bajo
condiciones atmosféricas determinaron que un incremento en la temperatura de 50 a 80
°C mejoro 65,40% y 74,19% la recuperacion de flavonoides de hojas de menta usando

glicerol al 30% en comparacion con agua pura a las mismas condiciones.
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Tabla 12: Perfil de polifenoles de los extractos de hojas de olivo

Extraccion por liquidos presurizados

Extraccion asistida por ultrasonido

Descripeion Agua pura Etanol 15% Glicerol 15% Agua pura Etanol 15% Glicerol 15%
Acido fenélico (ng/gss) Promedio + DE Promedio + DE Promedio + DE Promedio + DE Promedio + DE Promedio + DE
Acido vanilico 50°C 3,59%4 £ 0,17 3,654 +0,15 3,53%4 + 0,09 3,00%4 £ 0,15 3,08*4 +0,18 2,70%A £ 0,21
70°C 4,858 40,23 5,048+ 0,11 5,378 +£ 0,52 3,94*B + 0,39 3,58+ +£0,18 5,94%B + 0,43
Estilbeno (ng/gss)
Resveratrol 50°C 18,26>A + 0,09 18,11%8 + 0,08 17,044 + 0,17 17,21*4 £ 0,67 17,704 + 0,93 17,1944 + 0,83
70°C 19,418 +£ 0,27 17,64*A £ 0,38 20,14%B+ 0,24 17,69*B £ 0.16 18,10%B £ 0,21 19,158+ 0,29
Flavanoles (ug/gss)
Catequina 50°C 8,604 £ 0,51 3,39%4 £ 0,17 7,998 £ 0,10 5,928+ 0,29 4,34*B + 0,35 6,908 + 0,32
70°C 9,71>B + 0,38 10,20> + 0,86 4247 1+ 0,38 54152+ 0,42 4,132 £ 0,12 6,12°4 £ 0,45
Epicatequina 50°C 9,14>A 4+ 0,65 3,094+ 0,15 8,18>A+ 0,60 4,64>A +0,28 3,56 + 0,35 7,49%A £ 0,35
70°C 8,384 £ 0,56 2,964+ 0,24 8,94>A +0,88 8,688+ 0,78 3,09%4 £ 0,21 7,004 £ 0,67
. 50°C 12,954 + 0,63 21,94%4 £ 2,06 10,99*4 + 0,64 6,714 + 0,44 15,50%" £ 0.92 12,04>4 £ 0,81
Procianidina A2 S ~y o~ 3 oA 3 B
70°C 15,234+ 1,20 22,404 + 0,89 29,19%B+2 .05 7,475 +£0,13 19,77*8 + 0,92 21,348 + 1,22
Subtotal 50°C 30,69 + 0,90 28,43+ 1,96 27,15+1,12 17,28 £0,93 23,40+ 1,08 26,42 + 0,81
70°C 33,31 +£2,08 35,57+1,52 42,37 +£3,30 21,56 £ 0,43 26,99 + 1,24 34,45+0,19
Flavonoles (ng/gss)
Kaempferol 50°C 2,154 + 0,06 2,93*B+ (0,08 2,26+ 0,07 1,90** + 0,06 2,16 +0,07 2,062 £ 0,04
70°C 227%2 £ 0,15 2,48*A £0,13 2,394+ 0,14 1,893 £ 0,04 2,82%B+£ 0,17 2,278+ 0,10
Quercitrina 50°C 64,86 £ 5,78 108,104 £ 2,28 81,23%4 £ 1,45 28,58*B £ 1,59 100,218 £ 0,87 88,864 +£ 1,29
70°C 87,602+ 1,93 113,76%E + 1,40 207,76%B + 2,29 18,96%* + 0,44 82,53%A + 0,85 118,248 £ 2,17
Rufina 50°C ND 1,684 +0,16 ND ND 3,294+0,16 ND
70°C ND 53,085 + 2,38 ND 1,45*+0,11 63,268 £ 0,37 57,43+ 1,04
Subtotal 50°C 67,01 £5,83 112,70 £ 2,51 83,48 + 1,49 30,48 £ 1,58 105,67 + 0,87 90,92 + 1,29
70°C 89,86 + 1,88 169,33 + 1,65 210,15 + 2,43 22,31+0,57 148,60 + 1,31 177,94 £ 1,22
Flavona (ng/gss)
Apigenina 50°C 2,584+ 0,18 7,154 £ 0,16 4,942 £ 0,10 2,662 £ 0,19 8,588 + (.38 6,66 £ 0,26
70°C 3,538+ 0,11 16,4258 £ 0,70 12,99%8 + 0,71 0,29%4 £ 0,03 2,97°* £ 0,19 11,528 +£ 0,85
Feniletanoides (ug/gss)
Hidroxitirosol 50°C 7,708+ 0,33 6,39%A + 0,37 5,877 + 0,80 4,89%A + 0,44 6,40* + 0,57 6,70% £ 0,24
70°C 6,87°A + 0,46 8,638+ 0,14 9,44*B + 0,43 28,788+ 1,92 30,05*B £ 0,19 41,958 +£ 0,94
Tirosol 50°C 12,76>E + 0,67 13,48+ 0,12 10,41*B + 0,58 12,288+ 0,14 13,498 +£ 0,26 11,84%4 £ 0,19
70°C 17,21%4+ 0,29 11,9284 £ 0,47 17,79>A + 0,66 4,7254 £ 0,25 2,81*A £ 0,19 6,49°B £ 0,16
Subtotal 50°C 20,47 +0,35 19,80 + 0,30 16,28 + 1,38 17,17 £0,31 19,89 + 0,51 18,54 £ 0,22
70°C 24,08 £ 0,74 20,54 +0,33 27,23 £0,49 33,50+ 2,16 32,86 0,19 48,44 + 1,09
Secoiridoide (ng/gss)
Oleuropeina 50°C 78,19%4 £ 2,69 93,63%" + 0,64 87,49>A £ 1,00 104,82%A + 4,02 132,80%A+ 5,66 115,00 + 1,39
70°C 100,19%8 + 1,87 146,87>B £ 2,85 171,488 + 3,72 182,798 + 3,38 226,85%B £ 2 44 246,70%B £ 2,41

El contenido de polifenoles especificos esta expresado como microgramos equivalente del polifenol especifico por gramo de solido seco (ug PE/gss). DE representa la desviacion estandar (n = 3). ND: No detectado. Letras diferentes
indican diferencias significativas (p < 0,05). Las letras mintsculas indican diferencias significativas entre los solventes de extraccion; mientras que las letras mayusculas indican diferencias entre la variacion de temperatura para cada

proceso de extraccion. Todos los tratamientos presentaron un coeficiente de variacion menor al 10%.
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4.1.3.5. Flavona

La mayor recuperacion de apigenina fue observada en los extractos obtenidos
mediante ELP, donde un incremento de temperatura de 50 a 70°C favorecid su
recuperacion en 1,37, 2,30 y 2,36 veces cuando agua pura, etanol al 15% y glicerol al
15% fueron usados para su extraccidn, respectivamente (Tabla 12). Por ello, la mejor
condicion fue establecida con etanol al 15% a 70°C, permitiendo recuperar 16,42 pg/gss
de esta flavona. Algunos estudios han reportado la presencia de apigenina entre 38 — 66
pg/gss ademas de luteolina, y sus formas glucosiladas como flavonas presentes en hojas

de olivo (Mechri et al., 2020; Talhaoui et al., 2014; Wang et al., 2018).

Con respecto a EAU, los cambios de temperatura de 50 a 70°C redujeron la
recuperacion de apigenina en 89,10% y 65,38% con el uso de agua pura y etanol al 15%
respectivamente (Tabla 12). Comportamiento similar fue reportado por Poureini et al.,
(2020) quienes observaron que un incremento de temperatura de 40 a 60°C produce una
disminucion del 12% cuando etanol fue usado como solvente de extraccion.
Probablemente, esto puede ser causado por la disminucién en la formacion, crecimiento y
colapso de las burbujas producto de la cavitacion acustica a causa del incremento de la
temperatura. Por otro lado, el uso de glicerol al 15% a 70°C logro la mayor recuperacion

de apigenina, alcanzando un contenido de 11,52 pg/gss (Tabla 12).

4.1.3.6. Feniletanoides

Bajo la ELP, el incremento de temperatura de 50 a 70°C favorecio la recuperacion
de feniletanoides totales, mejorando en 17,64%, 3,73% y 67,26% su extraccion con agua
pura, etanol al 15% y glicerol al 15%, respectivamente (Tabla 12). Por ello, las mejores
condiciones de recuperacion fueron determinadas a 70°C con glicerol al 15%,
permitiendo recuperar de hidroxitirosol (9,44 ng/gss) y tirosol (17,79 pg/gss) (Tabla 12).
En condiciones atmosféricas, Ghomari et al., (2019) reportaron la presencia de 0,34
mg/gss de hidroxitirosol y 1,95 mg/gss de tirosol con el uso de etanol. No obstante, esta
diferencia podria atribuirse a la polaridad del solvente, esto debido a la formacion de
puentes de hidrogeno por parte de los grupos OH del etanol y estos feniletanoides,
ademas, también pueden presentarse interacciones no polares entre la cadena alifatica del

alcohol y los grupos no polares del hidroxitirosol y tirosol (Aydi et al., 2021).

En cuanto a los extractos obtenidos por EAU, una variacién en la temperatura
favorecio la extraccion de hidroxitirosol, mostrando la mejor condicién para su
recuperacion a 70°C usando glicerol al 15% (41,95 npg/gss). Sin embargo, con el

incremento de la temperatura de 50 a 70°C, tirosol registro una disminucién de 61,56%,
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79,19% y 45,19% cuando agua pura, etanol al 15% y glicerol al 15% fueron usados como
solventes de extraccion (Tabla 12). Ben Mohamed et al., (2018) reportaron la presencia
entre 5,40 a 290,19 ug/gss de hidroxitirosol y 2,1 a 174,62 ug/gss para tirosol en un
proceso de extraccion asistida por ultrasonido. Asimismo, Yao et al., (2019) informaron
en EAU que el incremento de temperatura de 48°C a 71°C mejor6 en 35% la
recuperacion de hidroxitirosol. Ademas, se debe tener en cuenta que existen diversos
factores que pueden contribuir con la presencia de determinados polifenoles, siendo el

genotipo uno de los mas importantes (Petridis et al., 2012).

4.1.3.7. Secoiridoides

El compuesto mayoritario presente en las hojas de olivo es la oleuropeina (Cho et
al., 2020). En ELP, el cambio de temperatura de 50 a 70°C favorecié la recuperacion de
este compuesto, obteniéndose la mayor contenido (171,48 pg/gss) a 70°C con glicerol al
15%, logrando recuperar 71,15% mas contenido en comparacion con agua pura a la
misma temperatura (Tabla 12). Si bien no se ha reportado extracciones con glicerol
mediante condiciones subcriticas, Herrero et al., (2011), informaron bajo ELP que el uso
de etanol (50%) mejora en 97,56% la recuperacion de oleuropeina en comparacion con
agua pura a las mismas condiciones. Cabe indicar que se ha reportado que la variedad y el
solvente de extraccion influyen en el contenido de compuestos, registrandose valores

entre 0,79 a 49,65 mg/gss para oleuropeina (Can et al., 2018).

En la EAU, el incremento de temperatura de 50 a 70°C mejord en 1,74, 1,71 y
2,15 veces, la recuperacion de oleuropeina con agua pura, etanol al 15% y glicerol al
15%, respectivamente (Tabla 12). Este efecto fue reportando por Sucharitha et al., (2019)
quienes informaron que la extraccion mediante EAU de este compuesto aumento 1,34

veces mas al usar glicerol al 70% como solvente de extraccion.

4.1.4. Inhibicion de enzimas relacionadas con la DM2

4.1.4.1. Inhibicion de la actividad de a-amilasa

Los extractos obtenidos mediante ELP mostraron actividad inhibitoria de o-
amilasa con el incremento de la temperatura de 50 a 70°C (Figura 6A). El extracto
obtenido con etanol al 15% a 70°C present6 una inhibicion del 24% en la actividad de a-
amilasa a una concentracion de 1000 pg/mL (Figura 6A). Sin embargo, este porcentaje de
inhibicion fue significativamente menor comparado con acarbosa (farmaco de referencia),
el cual mostrd una capacidad de inhibicion del 73% a la misma concentracioén. Por otro

lado, los extractos obtenidos a partir de agua pura y glicerol al 15% a una temperatura de
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70°C mostraron una inhibicion del 15% y 8% en la actividad de a-amilasa a la misma

concentracion (Figura 6A).

En un estudio realizado por Mogole et al., (2020) la capacidad de inhibicion de a-
amilasa a partir de hojas de nispero fue menor en 25% comparado con esta droga
comercial. La enzima a-amilasa es la encargada de hidrolizar los carbohidratos ingeridos
en la dieta (almidon), convirtiéndolos en oligosacéridos o disacaridos, por lo que acarbosa
es usado como farmaco para retardar este proceso (Kamble et al., 2022). Probablemente,
los polifenoles al presentar grupos OH en su estructura quimica formen enlaces de
hidrogeno con las cadenas laterales de los aminoacidos presentes en la enzima (Aps197,

Glu223 y Asp300) (Corkovié et al., 2022).

Por otro lado, los extractos obtenidos mediante la EAU mostraron una capacidad
menor al 17% para inhibir a-amilasa (Figura 6B). Por ejemplo, los extractos obtenidos a
70°C a partir de etanol al 15% y glicerol al 15% con una concentracion de 1000 pg/mL
mostraron una inhibicién del 17% y 6% de la actividad de a-amilasa (Figura 6B),
mientras que el extracto obtenido con agua no mostré poder inhibir esta enzima bajo las
mismas condiciones (Figura 6B). Sin embargo, Chigurupati et al., (2021) mediante una
extraccion convencional, reportaron una inhibicion del 95,16% en la actividad de a-
amilasa a partir extractos de hojas de olivo a una concentracion de 1000 pg/mL. No
obstante, este comportamiento podria estar influenciado por las condiciones de operacion
como la relacion soluto/solvente (1:3 p/v) y concentracion del solvente, lo cual estd

relacionado con la solubilidad de los compuestos de interés.

La capacidad de inhibicion es el resultado de las interacciones de la estructura
molecular de a-amilasa y de los polifenoles, siendo esta posible a través de los enlaces de
hidrogeno (entre grupos hidroxilo y sitio catalitico activo de la enzima) y la fuerza
hidrofobica (entre los anillos aromaticos de los polifenoles y los residuos de triptéfano de
la o-amilasa) (Sun et al., 2019). Sin embargo, se debe tomar en consideracion que una
elevada inhibicion de las enzimas relacionadas con la diabetes mellitus tipo 2 presenta
efectos adversos en la salud al alterar la homeostasis glucémica (dos Reis Araujo et al.,

2022).

4.1.4.2. Inhibicién de la actividad de a-glucosidasa

Bajo ELP, los extractos obtenidos con etanol (15%) presentaron una reduccion en
la actividad de a-glucosidasa hasta el 36 y 29% a 50 y 70°C a una concentracion de 1000
pg/mL (Figura 6C), mientras que en los extractos con agua pura y glicerol al 15% la

reducciéon de la actividad de oa-glucosidasa fue hasta el 76 y 74% a las mismas
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condiciones, respectivamente (Figura 6C). La temperatura de 70°C en conjunto con
etanol mostré una efectividad similar que acarbosa para inhibir esta enzima bajo las
mismas condiciones (Figura 6C). Por otro lado, los extractos obtenidos mediante EAU
con etanol (15%) a 50 y 70°C a una concentracion de 1000 pg/mL disminuyeron la
actividad enzimatica hasta un 52 y 45%, respectivamente (Figura 6D). Asimismo, una
menor inhibicion de la actividad de a-glucosidasa fue registrada en los extractos a partir
agua pura y glicerol (15%), al inhibir el 16 y 18% de la actividad de esta enzima a una

concentracion de 1000 pg/mL a 70°C (Figura 6D).

Algunos estudios han reportado la capacidad de inhibicion de a-glucosidasa a
partir de matrices vegetales. En extraccion asistida por ultrasonido a 75°C a partir de
hojas de olivo con etanol (70%) se determind que la inhibicion de a-glucosidasa a una
concentracion de 3,85 mg/mL fue de 81,34% (AlShaal et al., 2020). Por otro lado, en un
proceso de extraccion convencional a 45°C con agua pura en 3 variedades egipcias de
hojas de olivo, presentaron un alto poder de inhibiciéon a una concentraciéon de 100
ug/mL, con 92,59%, 92,46% y 91,48% para los cultivares de picual, shemali y tofahi,
respectivamente (Mansour et al., 2023). Al respecto, Bilgin y Sahin (2013) informaron
que presencia de compuestos fendlicos en los extractos de hojas de olivo depende de
distintos factores como: edad del cultivo, estado de madurez, ubicacion geografica, etapa
fenoldgica durante el muestreo, proporcion de ramas del arbol y proceso de extraccion,
por tanto, la presencia de sus compuestos mayoritarios difieren, resultando en la variacion
de su actividad inhibitoria. Posiblemente, la interaccion de los polifenoles con la enzima
puede ser un factor determinante sobre su efecto inhibitorio, esto debido a las grupos
hidroxilo que forman enlaces de hidrogeno intermoleculares con los aminoacidos
presentes en o-glucosidasa en su sitio activo cambiando la composicion del complejo

sustrato-enzima (Gong et al., 2020).

La enzima a-glucosidasa se encarga de hidrolizar oligosacaridos y disacaridos
convirtiéndolos en glucosa, la cual es asimilada luego del proceso de digestion; los
inhibidores de esta enzima retardan este proceso, por lo que en pacientes con diabetes
mellitus tipo 2 ayuda a regular la hiperglucemia posprandial (Hao et al., 2017). En ese
sentido, diferentes estudios se han enfocado en busqueda de alternativas para sustituir el
uso de acarbosa, voglibosa y miglitol, debido a su alta capacidad inhibitoria de las
enzimas relacionadas a la diabetes mellitus tipo 2, por los efectos secundarios producidos

como trastornos intestinales, dafio hepaticos, entre otros (Hao et al., 2017).
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Figura 6: Actividad enzimatica de a-amilasa en los extractos obtenidos por A) ELP y B) EAU. Actividad enzimatica de a-glucosidasa en los extractos obtenidos por C) ELP y D) EAU.

* Comportamiento similar ente tratamiento y control a una concentracion de 1000 pg/mL (Dunnett, p > 0,05).
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V. CONCLUSIONES

El uso de ambas tecnologias (ELP y EAU) combinadas con glicerol (15%) a 70°C
favorecio la mayor recuperacion de compuestos antioxidantes. Durante la ELP el
contenido de polifenoles totales, DPPH y ORAC fueron de 19,46 mg EAG/gss, 1Cs0:4,11
mg/mL y 500,26 umol ET/gss, respectivamente. Mientras en la EAU, recuperd 17,59 mg
EAG/gss de polifenoles totales, ICso de 4,35 mg/mL y 488,84 umol ET/gss,

respectivamente.

Con respecto al contenido de polifenoles especificos, la ELP a 70°C combinado
con glicerol (15%) presentd los mayores rendimientos en la recuperacion de acidos
fenolicos (5,37 pg/gss), estilbenos (20,14 pg/gss), flavanoles (42,37 pg/gss), flavonoles
(210,15 pg/gss), feniletanoides (27,23 pg/gss) y secoiridoides (171,48 ng/gss), mientras
que para flavonas (16,42 pg/gss) el uso de etanol al 15% fue mas efectivo para su
recuperacion. Por otro lado, en EAU el uso glicerol a 70°C, recuper6 el mayor contenido
de acidos fenolicos (5,94 ug/gss), estilbenos (19,15 pg/gss), flavanoles (34,48 ng/gss),
flavonas (11,52 pg/gss), flavonoles (177,94 ug/gss), feniletanoides (48,44 pg/gss) y
secoiridoides (246,70 pg/gss).

El uso de ambas tecnologias (ELP y EAU) combinados con etanol al 15% a 70°C
mostraron capacidad para inhibir la actividad de las enzimas relacionadas con la diabetes
mellitus tipo 2. El extracto obtenido mediante ELP logro inhibir el 24% de la actividad de
a-amilasa y el 71% de la actividad de a-glucosidasa. Por otro lado, para EAU el extracto
mostro inhibir el 17% y 55% de la actividad de a-amilasa y a-glucosidasa
respectivamente. Por tanto, los extractos de hojas de olivo a partir de tecnologias
alternativas pueden considerarse como una fuente potencial para el desarrollo de

productos hipoglucemiantes en beneficio de personas con diabetes mellitus tipo 2.

56



VI RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar la concentracion de muestra por medio de inyeccion de
nitrégeno con la finalidad de evaporar los solventes utilizados en el proceso de
extraccion, esto con la finalidad de realizar la evaluacion de inhibicion de la actividad

enzimatica.

Se recomienda realizar estudios que impliquen el desarrollo de un alimento con la
adicion de extractos ricos en compuestos fenolicos y evaluar su capacidad para reducir la

respuesta glucémica en un proceso de digestion in vitro.
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(nm)

VIII. ANEXOS

Anexo 1. Curva de calibracion a partir de acido galico
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0,4 4 y =0,009x + 0,0174
r’ = 0,9988
0,2
0 T T T T T
0 20 40 60 80 100
Concentracion
(mg acido galico/L)
Concentracion Absorbancia
Pl.llltO de (mg acido galico/L) (nm)
calibracion
X Y
1 0 0,000
2 10 0,100
3 20 0,210
4 30 0,291
5 40 0,381
6 50 0,474
7 60 0,573
8 70 0,640
9 80 0,735
10 90 0,817
11 100 0,909
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Anexo 2. Contenido de polifenoles totales de los extractos de hojas de olivo

Tratamiento Absorbancia a Concentracion Correcciéon con FD Concentracion

765 nm (mg EAG/L) (mg EAG/L) (mg EAG/gss) Promedio

Tecn(;)logia T EA((I?/g ss)
e Solvente R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 g

extraccion O

Agua 50 0,610 | 0,618 | 0,620 | 65,99 | 66,87 | 67,11 | 1319,90 | 1337,72 | 1342,17 | 13,84 | 14,03 | 14,08 13,98
pura 70 0,690 | 0,702 | 0,712 | 74,90 | 76,24 | 77,35 | 1498,08 | 1524,80 | 1547,07 | 15,74 | 15,99 | 16,22 15,97
Extr,acc'i()n Etanol 50 0,780 | 0,783 | 0,777 | 84,93 | 85,26 | 84,59 | 1698,52 | 1705,20 | 1691,84 | 17,81 | 17,88 | 17,74 17,81
5:;11:3::(1;:; 15% 70 0,791 | 0,807 | 0,815 | 86,151 | 87,93 | 88,82 | 1723,02 | 1758,66 | 1776,47 | 18,07 | 18,44 | 18,63 18,38
Glicerol 50 0,416 | 0,411 | 0,426 | 44,39 | 43,84 | 45,51 | 1887,83 | 876,70 | 910,10 | 9,31 | 9,19 | 9,54 9,35
15 % 70 0,840 | 0,854 | 0,858 | 91,61 | 93,17 | 93,61 | 1832,15| 1863,33 | 1872,24 | 19,21 | 19,54 | 19,63 19,46
Agua 50 0,322 | 0,324 | 0,330 | 33,92 | 34,15 | 34,82 | 678,48 | 682,48 | 696,29 | 7,12 | 7,16 | 7,30 7,19
pura 70 0,498 | 0,500 | 0,501 | 53,52 | 53,75 | 53,86 | 1070,46 | 1047,91 | 1077,14 | 11,23 | 11,27 | 11,30 11,26
Ey.(tr.acci()n Etanol 50 0,664 | 0,668 | 0,662 | 72,01 | 72,54 | 71,79 | 1440,17 | 1449,08 | 1435,72 | 15,10 | 15,20 | 15,06 15,12
?,ﬂigg:nli)gz 15% 70 0,677 | 0,686 | 0,687 | 73,46 | 74,46 | 74,57 | 1469,12 | 1489,17 | 1491,40 | 15,41 | 15,62 | 15,64 15,56
Glicerol 50 0,597 | 0,593 | 0,609 | 64,55 | 64,10 | 65,88 | 1290,95 | 1282,04 | 1317,68 | 13,54 | 13,44 | 13,82 13,60
15 % 70 0,767 | 0,772 | 0,772 | 83,48 | 84,04 | 84,04 | 1669,57 | 1680,70 | 1680,70 | 17,51 | 17,63 | 17,63 17,59

T: temperatura, R: repeticion, FD: factor de dilucion




Anexo 3. Capacidad antioxidante por DPPH de los extractos de hojas de olivo

Tratamiento Abs;)Ir;) 2:::2‘ a %o de inhibicion (mIg(/:ISI:L) Promedio
Tecnologia T 1Cso
de Solvente | Rl | R2 | R3 | Rl R2 R3 R1 R2 R3 | (mg/mL)
extraccion 0
0,187 | 0,189 | 0,183 | 55,33 | 54,86 | 56,29
50 | 032703290325 21,90 | 21,42 | 2237 | 1520 | 1534 | 14,95 15,16
Agua 0,349 | 0,352 | 0,350 | 16,64 | 1592 | 16,40
pura 0,198 | 0,200 | 0,196 | 52,71 | 52,23 | 53,19
70 | 0,283 | 0,264 | 0275 | 32,40 | 36,94 | 3432 | 1037 | 1032 | 10,19 10,30
0,302 | 0,290 | 0,300 | 27,87 | 30,73 | 28,34
0,155 | 0,147 | 0,151 | 63,36 | 6525 | 64,30
50 | 0,286 | 0,291 | 0,288 | 32,39 | 3121 | 31,92 | 725 7,03 7,13 7,14
Extraccion | o o 0,325 | 0,319 | 0,321 | 23,17 | 24,59 | 24,11
por liquidos | 5 0.125 | 0,118 | 0,130 | 70,50 | 72,10 | 69,27
presurizados > 2 ’ > 2 >
70 | 0,294 | 0,285 | 0,290 | 30,50 | 32,62 | 31,44 | 6,54 6,33 6,64 6,50
0,319 | 0321 | 0,323 | 24,59 | 24,11 | 23,64
0,131 | 0,110 | 0,122 | 71,63 | 76,17 | 73,57
50 | 0226|0217 | 0221 | 51,05 | 53,00 | 52,13 | 21,14 | 19,47 | 2030 | 2030
Glicerol 0,336 | 0,321 | 0,328 | 27,22 | 3047 | 28,95
15 % 0,172 | 0,165 | 0,171 | 59,34 | 61,00 | 59,57
70 | 0,257 | 0,244 | 0250 | 39,24 | 4232 | 40,90 | 420 | 400 | 4,13 4,11
0,303 | 0,295 | 0,299 | 2837 | 3026 | 2931
0214 | 0,197 | 0,204 | 53,65 | 57,33 | 5581
50 | 0,294 | 0,283 | 0,288 | 36,32 | 38,70 | 37,62 | 3030 | 2830 | 29,13 | 2924
Agua 0,391 | 0379 | 0,385 | 1531 | 17,91 | 16,61
pura 0,152 | 0,135 | 0,142 | 63,70 | 67,76 | 66,08
70 | 0,227 | 0,215 | 0,220 | 45,78 | 48,65 | 47,45 | 736 7,08 7,19 7,21
0,258 | 0267 | 0,264 | 3838 | 3623 | 36,94
0,178 | 0,174 | 0,180 | 57,48 | 5844 | 57,01
50 | 0,253 ] 0252|0259 | 39,57 | 39,81 | 38,14 | 7,14 7,02 7,23 7,13
Extraccion | o o 0,271 | 0,268 | 0,266 | 3527 | 35,99 | 3647
asistida por |- = 5, 0,207 | 0,204 | 0,205 | 50,56 | 51,27 | 51,04
ultrasonido > > 2 > ? >
70 | 0,231 | 0,231 | 0,228 | 44,83 | 44,83 | 4554 | 546 5,41 5,39 5,42
0,267 | 0259 | 0,260 | 36,23 | 38,14 | 37,90
0,159 | 0,157 | 0,160 | 62,02 | 62,50 | 61,78
50 | 0,229 | 0235 ] 0,232 | 4530 | 43,87 | 44,59 | 9,68 9,74 9,70 9,71
Glicerol 0,289 | 0,290 | 0,284 | 30,97 | 30,73 | 32,17
15 % 0,149 | 0,142 | 0,145 | 64,78 | 66,43 | 65,72
70 | 0,234 | 0241 | 0237 | 44,68 | 43,03 | 43,97 | 431 440 | 435 4,35
0,273 | 0,284 | 0,279 | 3546 | 32,86 | 34,04

T(°C): temperatura. R: repeticion.



Anexo 4. Transformacion de datos DPPH correspondiente al analisis estadistico

. DPPH Transformacion
Tratamiento
ICso (mg/mL) Ln (DPPH) Promedio Promedio
Ln eLn(DPPH)
Tecnologia T DPPH
de Solvente | R1 R2 R3 R1 R2 gy | PPPD | (mgml)
extraccion 0
Agua 50 | 1520 | 1534 | 14,95 | 2,7213 | 2,7305 | 2,7047 | 2,7188 15,16
pura 70 | 1037 | 10,32 | 10,19 | 23389 | 23341 | 23214 | 23315 10,29
Extraccion | o o | 50 | 725 | 7,03 | 7,13 | 19810 | 19502 | 19643 | 1,9652 7,14
por liquidos 15%
presurizados 0 70 6,54 6,33 6,64 1,8779 | 1,8453 | 1,8931 1,8721 6,50
Glicerol | 50 | 2L14 | 1947 | 20,30 | 3,0512 | 29689 | 3,0106 | 3,0102 20,29
15% 70 | 420 | 4,00 | 413 | 14351 | 1,3863 | 14183 | 14132 4,11
Agua 50 | 30,30 | 28,30 | 29,13 | 34111 | 3,3429 | 33718 3,3753 29,23
pura 70 7,36 7,08 7,19 1,9961 | 1,9573 | 19741 1,9758 7,21
Extracciéon | - o | 50 7,14 7,02 7,23 1,9657 | 1,9488 | 1,9782 1,9642 7,13
asistida por N
ultrasonido | 1°7° 70 | 546 | 541 | 539 | 16974 | 1,6882 | 1,6845 | 1,6900 5,42
Glicerol | 50 9,68 9,74 9,70 | 22701 | 22762 | 22721 2,2728 9,71
15 % 70 431 440 | 435 1,4609 | 14816 | 1,4702 1,4709 4,35

T(°C): Temperatura. R: repeticion.



Anexo 5. Capacidad antioxidante por ORAC de los extractos de hojas de olivo

. Concentracion Correccion con FD Concentracion
Tratamiento
(nM) (M) (nmol ET/gss) Promedio
Tecnologia (nmol
T ET/gss)
de Solvente | R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 g
extraccion O
Agua 50 14,67 | 14,59 | 14,84 | 14670 | 14590 | 14840 | 153,84 | 153,00 | 155,62 154,15
pura 70 20,11 | 19,35 | 18,12 | 40220 | 38700 | 36240 | 421,75 | 405,81 | 380,02 402,53
Extraccion Etanol 50 12,76 | 14,18 | 14,33 | 25520 | 28360 | 28660 | 267,64 | 297,43 | 300,57 288,55
por liquidos 15%
presurizados ° 70 7,07 | 7,13 | 7,45 | 42420 | 42780 | 44700 | 444,86 | 448,64 | 468,77 454,09
Glicerol 50 10,30 | 10,56 | 11,83 | 10300 | 10560 | 10830 | 108,01 | 110,74 | 124,06 114,27
15 % 70 12,35 | 11,96 | 11,74 | 49400 | 46760 | 46960 | 518,02 | 490,33 | 492,43 500,26
Agua 50 20,53 | 19,98 | 19,25 | 10265 | 9990 | 9625 | 107,65 | 104,77 | 100,94 104,46
pura 70 9,90 | 8,94 | 9,77 | 19800 | 17880 | 19540 | 207,64 | 187,51 | 204,92 200,02
Extraccion Etanol 50 12,97 | 12,46 | 12,69 | 25940 | 24920 | 25380 | 272,02 | 261,33 | 266,15 266,50
asistida por 150
ultrasonido 5% 70 7,10 | 7,33 | 7,51 | 28400 | 29320 | 30040 | 297,81 | 307,45 | 315,00 306,75
Glicerol 50 11,36 | 11,71 | 11,56 | 22720 | 23420 | 23120 | 238,28 | 245,62 | 242,47 242,12
15 % 70 10,78 | 11,95 | 12,23 | 43120 | 47800 | 48920 | 452,20 | 501,28 | 513,02 488,84

T(°C): temperatura. R: repeticion. FD: factor de dilucion.
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Anexo 6. Transformacion de datos ORAC de extraccion asistida por ultrasonido correspondiente al analisis estadistico

Tratamient ORAC Transformacion
ratamiento Promedio
1 ET/ Ln (ORAC :
(umo gss) n ( ) Promedio (LORAC)
T Ln ( 1
, mo
Tecnologla de | ¢\ ente RI R2 R3 RI R2 Ry | (ORAC) | °F
extraccion (°O) gss)
Agua 50 107,65 | 104,77 | 100,94 | 4,6789 | 4,6518 | 4,6145 4.6484 104,42
pura 70 207,64 | 187,51 | 204,92 | 5,3358 | 5,2338 | 5,3226 5,2974 199,82
Extraccion Etanol 50 272,02 | 261,33 | 266,15 | 5,6059 | 5,5658 | 5,5841 5,5853 266,48
asistida por 150
ultrasonido 5% 70 297,81 | 307,45 | 315,00 | 5,6965 | 5,7283 | 5,7526 5,7258 306,68
Glicerol 50 238,28 | 245,62 | 242,47 | 5,4734 | 5,5038 | 5,4909 5,4894 242,11
15 % 70 45220 | 501,28 | 513,02 | 6,1141 6,2172 | 6,2403 6,1905 488,09

T (°C): temperatura, R: repeticion.
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Anexo 7. Parametros para la identificacion de polifenoles especificos mediante UHPLC-

DAD
Polifenol especifico Loonn&g;t(l:ige Ecuacion lineal r?
Hidroxitirosol 280 y =22,656x—2,214 0,9993
Tirosol 270 y=15,075x + 1,372 0,9998
Catequina 280 y =25251x-0,531 0,9999
Epicatequina 280 y =43,395x + 2,155 0,9999
A. vanilico 280 y =141,992x + 5,457 0,9998
Rutina 270 y=6,615x + 1,780 0,9992
Procianidina A2 280 y =159,280x — 0,796 0,9999
Quercitrina 270 y =24,462x + 2,283 0,9997
Oleuropeina 280 y=9,512x — 2,997 0,9972
Resveratrol 324 y=78,810x + 31,358 0,9985
Apigenina 324 y=71,169x + 0,871 0,9998
Kaempferol 373 y =38,023x — 1,536 0,9997
Tiempo de Limite de Limite de
Polifenol especifico retencion deteccion cuantificacion
(min) (ng/mL) (ng/mL)
Hidroxitirosol 3,66 1,7 5,1
Tirosol 5,412 0,2 0,7
Catequina 5,877 2.9 8,7
Epicatequina 7,149 0,9 2,6
Acido vanilico 7,678 0,3 0,8
Rutina 8,960 0,1 0,3
Procianidina A2 9,638 0,5 1,4
Quercitrina 10,328 0,5 1,6
Oleuropeina 11,403 1,8 5,5
Resveratrol 11,891 7,6 229
Apigenina 14,920 0,7 2,2
Kaempferol 15,335 4.9 14,7
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Anexo 8. Perfil de polifenoles presentes en los extractos de hojas de olivo

Extraccion por liquidos presurizados

50°C 70°C
Agua pura Etanol 15% Glicerol 15% Agua pura Etanol 15% Glicerol 15%

Polifenol RI | R2 | R3 | X | RI | R2 | R3 X | Rl | R2 | R3 | X | Rl | R2 | R3 X RI | R2 | R3 X RI | R2 | R3 X

especifico
A. vanilico 3,41 3,63 3,74 3,59 3,68 3,78 3,48 3,65 3,44 3,54 3,61 3,53 4,61 5,07 4,87 4,85 4,95 5,15 5,03 5,04 5,96 5,19 4,96 5,37
Resveratrol 18,16 | 18,34 | 18,29 | 18,26 | 18,13 | 18,02 | 18,17 | 18,11 | 17,22 | 16,89 | 17,02 | 17,04 | 19,10 | 19,59 | 19,55 | 19,41 | 17,77 | 17,21 | 17,94 | 17,64 | 19,89 | 20,37 | 20,17 | 20,14
Catequina 8,05 9,05 8,69 8,59 3,40 3,22 3,56 3,39 8,08 8,01 7,88 7,99 9,36 | 10,11 9,65 9,71 | 10,84 9,22 | 10,54 | 10,20 3,99 4,68 4,06 4,24
Epicatequina 8,59 9,86 8,96 9,14 2,93 3,21 3,14 3,09 7,53 8,71 8,29 8,18 8,17 9,02 7,96 8,38 2,73 3,21 2,94 2,96 8,29 9,93 8,59 8,94
Procianidina A2 | 13,64 | 12,80 | 12,41 | 12,95| 21,51 | 24,18 | 20,14 | 21,94 | 10,27 | 11,23 | 11,47 | 10,99 | 14,23 | 16,56 | 14,89 | 1522 | 22,82 | 21,38 | 23,01 | 22,40 | 27,73 | 31,53 | 28,31 | 29,19
Quercitrina 67,29 | 69,03 | 58,27 | 64,86 | 105,70 | 110,24 | 108,36 | 108,10 | 79,74 | 82,64 | 81,30 | 81,23 | 85,43 | 89,14 | 88,22 | 87,60 | 112,43 | 115,21 | 113,65 | 113,76 | 205,18 | 209,54 | 208,55 | 207,76
Kaempferol 2,17 2,20 2,09 2,15 2,87 3,02 2,89 2,93 2,26 2,33 2,19 2,26 2,29 2,11 2,40 2,27 2,35 2,61 2,48 2,48 2,23 2,50 2,45 2,39
Rutina 0,00 0,00 0,00 0,00 1,53 1,84 1,66 1,68 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 55,79 | 52,14 | 51,32 | 53,08 0,00 0,00 0,00 0,00
Apigenina 2,38 2,74 2,61 2,58 7,01 7,32 7,12 7,15 4,84 4,96 5,03 4,94 3,56 3,62 3,41 353 | 1586 | 17,20 | 16,21 | 16,42 | 1233 | 13,74 | 12,89 | 12,99
Hidroxitirosol 7,44 8,07 7,59 7,70 5,98 6,70 6,49 6,39 5,02 6,62 5,98 5,87 6,45 7,36 6,79 6,87 8,74 8,46 8,67 8,63 9,64 8,95 9,74 9,44
Tirosol 13,39 | 12,06 | 12,84 | 12,76 | 13,52 | 13,41 | 13,29 | 13.41 9,80 | 10,95| 10,47 | 10,41 | 17,03 | 17,54 | 17,06 | 17,21 | 11,48 | 12,41 | 11,87 | 11,92 | 17,07 | 1836 | 17,94 | 17,79
Oleuropeina 79,34 | 80,12 | 75,12 | 78,20 | 92,94 | 9422 | 93,74 | 93,63 | 87,20 | 88,61 | 86,67 | 87,49 | 101,81 | 98,14 | 100,61 | 100,19 | 144,38 | 149,98 | 146,26 | 146,88 | 168,46 | 175,63 | 170,36 | 171,48
R: repeticion. X: promedio expresado en microgramos por gramo de solido seco (ug/gss).

Extraccion asistida por ultrasonido
50°C 70°C
Agua pura Etanol 15% Glicerol 15% Agua pura Etanol 15% Glicerol 15%

Polifenol RI | R2 | R3 X RI | R2 | R3 X RI | R2 | R3 X RI | R2 | R3 | ¥ | Rl | R2 | R3 X RI | R2 | R3 X

especifico
A. vanilico 3,13 3,05 2,83 3,00 3,12 3,23 2,88 3,08 2,80 2,46 2,84 2,70 3,54 4,31 397 | 3,94 3,41 3,57 3,76 3,58 5,60 5,80 6,42 5,94
Resveratrol 17,97 | 16,69 | 16,98 | 17,21 | 18,52 | 16,69 17,9 | 17,70 | 18,14 | 16,69 | 16,74 | 17,19 | 17,51 | 17,81 | 17,76 | 17,69 | 18,01 | 17,94 | 1834 | 18,10 | 1891 | 19,48 | 19,07 | 19,15
Catequina 5,68 6,25 5,84 5,92 4,09 4,74 4,20 4,34 7,13 6,54 7,03 6,90 4,94 5,77 551 | 541 4,03 4,26 4,10 4,13 6,63 5,95 5,78 6,12
Epicatequina 4,34 4,71 4,89 4,64 | 3.21 3,92 3,56 3,56 7,08 7,16 8,24 7,49 9,51 8,58 7,96 | 8,68 2,88 3,31 3,08 3,09 7,40 7,36 6,22 7,00
Procianidina A2 6,21 7,05 6,87 6,71 | 16,29 | 15,72 | 14,48 | 1550 | 11,72 | 12,96 | 11,43 | 12,03 7,45 7,36 7,61 | 7,47 | 19,09 | 20,82 | 19,41 | 19,77 | 20,22 | 21,15 | 22,64 | 21,34
Quercitrina 27,08 | 30,25 28,4 | 28,58 | 99,54 | 99,89 | 101,20 | 100,21 | 88,97 | 87,52 90,1 | 88,86 | 18,50 | 19,02 | 19,37 | 18,96 | 81,92 | 83,49 | 82,17 | 82,53 | 116,09 | 120,43 | 118,20 | 118,24
Kaempferol 1,88 1,86 1,97 1,90 2,19 2,21 2,08 2,16 2,11 2,04 2,03 2,06 1,86 1,88 1,94 | 1,89 2,87 2,96 2,63 2,82 2,17 2,36 2,28 2,27
Rutina 0,00 0,00 0,00 0,00 3,12 3,45 3,31 3,29 0,00 0,00 0,00 0,00 1,33 1,54 1,49 | 1,45 62,93 | 63,65| 63,19 | 63,26 | 5847 | 56,39 | 57,43 | 57,43
Apigenina 2,63 2,87 2,49 2,66 8,31 8,41 9,01 8,58 6,84 6,37 6,78 6,66 0,26 0,31 0,29 | 0,29 2,78 3,16 2,97 297 10,86 | 12,48 | 11,23 | 11,52
Hidroxitirosol 5,33 4,44 4,89 4,89 6,42 6,96 5,82 6,40 6,96 6,64 6,49 6,70 | 26,93 | 30,77 | 28,65 | 28,78 | 30,25 | 29,89 | 30,01 | 30,05| 41,00 | 42,88 | 41,97 | 41,95
Tirosol 12,15 | 12,42 | 12,28 | 12,28 | 13,75 | 13,24 | 13,48 | 13,49 | 11,69 | 12,05| 11,79 | 11,84 4,44 4,92 4,80 | 4,72 2,78 3,01 2,64 2,81 6,36 6,67 6,43 6,49
Oleuropeina 103,33 | 109,38 | 101,76 | 104,82 | 127,28 | 138,60 | 132,51 | 132,80 | 113,43 | 116,09 | 115,49 | 115,01 | 186,00 | 179,27 | 183,11 | 18,79 | 227,13 | 224,29 | 229,14 | 226,85 | 246,98 | 248,96 | 244,16 | 246,70

R: repeticion. X: promedio expresado en microgramos por gramo de solido seco (ug/gss).
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Anexo 9. Ficha técnica de acarbosa - medicamento

1. Nombre del medicamento

Acarbosa Milan 100 mg comprimidos.

2. Composicion cualitativa y cuantitativa

Cada comprimido contiene 100 mg de acarbosa. Para lista completa de excipientes,

ver seccion 6.1.

3. Forma farmacéutica

Comprimidos

Comprimido ovalado de color blanco a blanquecino, marcado con “AA” ranura

“100” en una cara y “G” ranura en la otra cara, de aproximadamente 13 mm x 6,5

mm. El comprimido se puede dividir en dosis iguales.

4. DATOS CLINICOS

4.1.

4.2.

Indicaciones terapéuticas

Acarbosa esta indicada en adultos y adolescentes mayores de 18 afios.

Acarbosa esta recomendada para el tratamiento de la diabetes mellitus no
insulino-dependiente (NIDDM) cuando con dieta y ejercicio no se puede
controlar la glucemia. Acarbosa se puede administrar en combinacion con

metformina, sulfonilurea o insulina.

Posologia y forma de administracion

Posologia
El medico ajustara la dosis individualmente, ya que la eficacia y la tolerancia

difiere de un paciente a otro.

Se puede aumentar la dosis en intervalos de 4 — 8 semanas, y siempre que el
paciente muestre una respuesta clinica inadecuada, también en el curso mas

avanzado del tratamiento.
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Adultos
La dosis inicial es de 3 x 1 comprimidos de acarbosa (50 mg) o 3 x '
comprimido Acarbosa 100 mg (que se corresponde con una dosis diaria de 150

mg de acarbosa).

En algunos pacientes, un incremento gradual de la dosis de acarbosa ha ayudado
a reducir los efectos adversos gastrointestinales, comenzando por una dosis de 1
a 2 x 1 comprimido Acarbosa 50 mg (correspondiente a de 50 a 100 mg de
acarbosa por dia). La dosis puede irse aumentando gradualmente dependiendo de
los niveles de azucar en sangre de los pacientes, asi como si el tratamiento no es
suficientemente efectivo se puede aumentar a 3 x 2 comprimidos de Acarbosa 50
mg o 3 x 1 comprimido de Acarbosa 100 mg (equivalente a 300 mg de acarbosa
al dia). Si son necesarias dosis altas se deberia utilizar comprimidos de dosis

altas.

La dosis media es de 150 a 300 mg de acarbosa al dia dependiendo de los
requisitos individuales del paciente. Puede ser necesario incrementar la dosis en
casos excepcionales a 3 x 2 comprimidos de acarbosa 100 mg (correspondientes

a 600 mg de acarbosa por dia).

Si se presentan sintomas molestos a pesar del cumplimiento estricto de la dieta,
no se debe aumentar mas la dosis, reduciéndola si fuera necesario (ver seccion

4.8).

Duracion del tratamiento

Acarbosa 100 mg se utiliza normalmente en tratamientos de larga duracion.

Pacientes de edad avanzada

No es necesario ningun ajuste de la dosis en funcidn de la edad del paciente.

Poblacion pediatrica
No se ha establecido la seguridad y eficacia de acarbosa en nifos y adolescentes

menores de 18 afios.

Acarbosa 100 mg no esta recomendada en nifios y adolescentes menores de 18

anos.
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Forma de administraciéon
El efecto méximo de Acarbosa 100 mg se alcanza si se tragan los comprimidos
con un poco de liquido directamente al principio de la comida o se mastican con

los primeros bocados de la comida.

4.3. Contraindicaciones

- Hipersensibilidad al principio activo o a alguno de los excipientes incluidos

en la seccion 6.1.

- Alteraciones intestinales cronicas asociadas con trastornos de la digestion y

de la absorcion.

- Enfermedad inflamatoria intestinal, ulcera de colon, obstruccion intestinal

parcial o predisposicion a obstruccion intestinal.

- Condiciones que pueden empeorar como resultado de un incremento de la
acumulacion de gases intestinales (p. ¢j. sindrome de Roemheld, hernias

intestinales graves, estrechamiento y ulceracion intestinal).

- Insuficiencia renal grave (aclaracion de creatinina < 25 ml/min).

Insuficiencia hepatica grave (p.ej. cirrosis hepatica).

4.4. Advertencias y precauciones especiales de empleo

Hipoglucemia

Acarbosa posee un efecto antihiperglucemiante pero, por si solo, no origina
hipoglucemia. Si acarbosa se prescribe como adiciéon a otro medicamento para
bajar los niveles de glucosa en sangre (p. ej. sulfonilureas, metformina o
insulina), una bajada en los valores de glucosa en sangre en el rango de

hipoglucemia puede requerir un ajuste de la dosis de estos medicamentos.

Dado que la acarbosa retrasa la absorcion y digestion de sacarosa, se recomienda
que, si se produce una hipoglucemia aguda como resultado de un requerimiento
de insulina en pacientes tratados con insulina, sulfonilureas o metformina, se
debe usar glucosa (no azucar comercial [azlicar de cafia]) para corregir
rapidamente la hipoglucemia (ver seccion 4.5). Si un paciente tiene informacion
médica relacionada con su afeccion (p. €j. en una tarjeta, una mufiequera o una

cadena), se debe incluir el tratamiento con acarbosa.
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4.5.

Insuficiencia hepatica
Se han notificado casos de hepatitis fulminante durante el tratamiento con
acarbosa. El mecanismo es desconocido, sin embargo, acarbosa puede contribuir

a una fisiopatologia multifactorial de lesion hepatica.

Se pueden producir elevaciones asintomaticas de los enzimas hepaticos en

algunos casos, con cambios clinicos relevantes (hasta tres veces el valor normal).

El incremento de los enzimas hepaticos es generalmente reversible después de la
interrupcion del tratamiento. Si se observa incremento de los enzimas hepaticos,
se puede indicar una reduccion de la dosis o interrupcion del tratamiento,
particularmente si las elevaciones persisten. Por tanto, se recomienda hacer un
control peridodico de los enzimas hepaticos en los primeros 6-12 meses de

tratamiento (ver seccion 4.8).

Insuficiencia gastrointestinal

Si se sospecha de ileo o subileo, el tratamiento debe interrumpirse
inmediatamente (ver seccion 4.8). En pacientes con reseccion gastrica la
acarbosa puede ser liberada al intestino delgado mas rapidamente de lo habitual
cuando una respuesta farmacoldgica mas rapida. No se han observado mayor

incremento de efectos adversos en estos pacientes.

Poblacion pediatrica
No se ha establecido la seguridad y eficacia de acarbosa en pacientes menores de

18 anos.

Es esencial el cumplimiento estricto de una dieta cuando se estd tomando

acarbosa.

No se debe interrumpir la toma irregular de acarbosa sin consejo médico ya que

podria producirse un incremento de glucosa en sangre.

Interaccion con otros medicamentos y otras formas de interaccion

Azidcar comun (azdcar de cafia) y alimentos que contienen aziicar comercial
- La sacarosa (azucar de mesa), asi como los alimentos que contengan
sacarosa, a menudo causan molestias abdominales o incluso diarrea como
resultado del aumento de la fermentacion de carbohidratos en el colon

durante el tratamiento de acarbosa (ver seccion 4.8).
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Insulina o preparaciones con sulfonilurea o metformina
- Acarbosa posee un efecto antihiperglucemiante pero, por si solo, no origina
hipoglucemia. Si acarbosa se prescribe como adicion a sulfonilureas,
metformina o insulina, una bajada de glucosa en sangre dentro del rango de
hipoglucemia puede ser necesario una disminucidon de la dosis de las

sulfonilureas, metformina o insulina.

- Se han notificado casos aislados de choque hipoglucémico.

- En caso de hipoglucemia aguda se debera tener en cuenta que la
metabolizacion de la sacarosa en fructosa y glucosa es mas lenta durante el
tratamiento; por este motivo, la sacarosa no es adecuada para el alivio

rapido de una hipoglucemia y en su lugar se debera utilizar glucosa.

Digoxina
- Acarbosa puede afectar la biodisponibilidad de digoxina en algunos casos,

haciendo necesario el ajuste de dosis de digoxina.

Colestiramina, adsorbentes intestinales y preparaciones con enzimas
digestivas
- Se debe evitar la administracion simultanea de antiacidos, colestiramina,
adsorbentes intestinales (p.ej. carbon activo) y medicamentos con enzimas
digestivos (p.ej. amalosa, pancreatina), puesto que existe la posibilidad de

que influyan sobre la accion de acarbosa.

- Algunos agentes terapéuticos como tiazida y otros diuréticos,
corticosteroides, fenotiazina, hormonas tiroideas, estrogenos,
contraceptivos orales, fenitoina, acido nicotinico, bloqueadores del canal
de calcio e isoniazida pueden causar hiperglucemia, lo que puede atenuar
los efectos farmacodinamicos de acarbosa. Los niveles de glucosa en
sangre deben ser monitorizados si se administra alguno de estos
componentes a un paciente junto a acarbosa o si se contempla que el

paciente puede recibir uno de estos medicamentos.

Neomicina
- La administracion concomitante de acarbosa y neomicina oral puede
producir una reduccion de glucosa en sangre postprandial y un aumento en

la frecuencia y gravedad de los efectos adversos gastrointestinales. Si los
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4.6.

4.7.

4.8.

sintomas son severos, puede considerarse una reduccion temporal de la

dosis de acarbosa.

Fertilidad, embarazo y lactancia

Embarazo

Acarbosa no debe administrarse durante el embarazo puesto que no se dispone
de informacion de estudios clinicos sobre su uso en mujeres embarazadas.
Estudios en animales no indican dafio directo o indirecto con respecto a la

toxicidad reproductiva (ver seccion 5.3).

Lactancia

Tras la administracion de acarbosa marcada radioactivamente en ratas lactantes,
se recuperd una pequefia cantidad de radioactividad en la leche. Hasta el
momento no se dispone de hallazgos equivalentes en humanos. No obstante,
dado que no se ha excluido la posibilidad de efectos inducidos por el farmaco en
lactantes, no se recomienda la prescripcion de acarbosa durante la lactancia

materna.

Fertilidad
Los estudios realizados con animales no mostraron efectos perjudiciales directos
o indirectos con respecto a la toxicidad para la funcion reproductora (ver seccion

5.3). No se observaron trastornos de la fertilidad en animales.

Efectos sobre la capacidad para conducir y utilizar maquinas

No se dispone de datos sobre la alteracion de la capacidad de conducir vehiculos

0 manejar maquinaria durante el tratamiento con acarbosa.

Debido a que la monoterapia con acarbosa no provoca hipoglucemia, la
influencia de la acarbosa sobre la capacidad para conducir y utilizar maquinas es
nula o insignificante. Los pacientes deben ser informados que la combinacion de

acarbosa con sulfonilureas, metformina o insulina puede producir hipoglucemia.

Reacciones adversas

Las reacciones adversas con acarbosa halladas en los ensayos clinicos
controlados con placebo y clasificadas segin las categorias de frecuencia

CIOMS 1II (estudios controlados con placebo en la base de datos de ensayos
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clinicos: acarbosa N = 8595; placebo N = 7278; status: 10 de febrero de 2006) se

enumeran a continuacion.

En cada grupo de frecuencia, las reacciones adversas se presentan en orden

decreciente de gravedad.

Las frecuencias se definen como muy frecuentes (> 1/10), frecuentes (de > 1/100
a < 1/10), poco frecuentes (de > 1/1.000 a < 1/100), raras (de > 1/10.000 a <
1/1.000) y frecuencia no conocida (no puede estimarse a partir de los datos

disponibles).

Las reacciones adversas identificadas durante la vigilancia post-comercializacion
(status: 31 de diciembre de 2005) y para las cuales no se ha podido estimar la

frecuencia, se clasificaran como frecuencia “no conocida”.

Clasificacion de Muy Frecuentes frel:::ecg tes Raros
organos del frecuente (=1/100,  1/1000 (=1/10.000, No conocida
. > < — ’ <
sistema =1/10) 1/10) < 1/100) 1/1000)
Trastornos de la
sangre y sistema Trombocitopenia
linfatico
Hipersensibilidad
al medicamento e
Trastornos del hipersensibilidad
sistema inmune (erupcion, ritema,
exantema,
urticaria)
Trastornos
Edema
vasculares
Trastornos Flatule'nma Diarrea Dolor Nauseas Sub11~e © /. lleo
. . Borborigmo . . Estrefiimiento
gastrointestinales . -, abdominal y Vomitos .
(1) Distension gastrointestinal Dispepsia Neumatosis
abdominal quistica intestinal
Aumento de
Trastornos las Ictericia Hepatitis
hepatobiliaries (2) . P
transaminasas
Trastornos de la Pustu10r51.s
. .. exantematica
piel y del tejido
. aguda
subcutaneo .
generalizada

(1) La diarrea y el

dolor abdominal y gastrointestinal pueden suceder

posteriormente a la ingestion de alimentos que contienen sacarosa. La falta de

cumplimiento de la dieta prescrita puede dar lugar a una intensificacion de los

efectos adversos intestinales.
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4.9.

En caso de aparecer sintomas graves, a pesar de seguir la dieta diabética
prescrita, se debe consultar al médico y se puede reducir la dosis temporal o
permanentemente. Si la diarrea persiste, los pacientes deben estar controlados
minuciosamente y se debe reducir la dosis o suspender el tratamiento, en caso de

que s€a necesario.

(2) En raras ocasiones se han observado pruebas anomalas de la funcion hepatica
clinicamente significativas (tres veces por encima del limite superior de los
valores normales) en pacientes tratados con la dosis recomendada de 150 mg a
300 mg de acarbosa al dia. Los valores anomalos pueden ser transitorios durante

el tratamiento con acarbosa (ver seccion 4.4).

Tras la comercializacion se han notificado casos de trastornos de la funcion del

higado, funcion hepatica anormal y dafio hepatico, especialmente en Japon.

En Japon se han observado casos aislados de insuficiencia hepatica fulminante.

No esta claro que esto sea como resultado de la toma de acarbosa.

Si se sospecha de ileo o subileo, se debe interrumpir el tratamiento

inmediatamente.

Notificacion de sospechas de reacciones adversas
Es importante notificar sospechas de reacciones adversas al medicamento tras su

autorizacion.

Ello permite una supervision continuada de la relacion beneficio/riesgo del

medicamento.

Se invita a los profesionales sanitarios a notificar las sospechas de reacciones

adversas a través del sistema nacional de notificacion, incluido en el Apéndice V.

Sobredosis

Cuando acarbosa se ingiere juntamente con bebidas y/o comidas que contienen
carbohidratos (polisacaridos, oligosacaridos o disacaridos), la sobredosis puede
dar lugar a meteorismo, flatulencia y diarrea. Sin embargo, en el caso de que
acarbosa haya sido ingerido de forma separada de la comida, no son de esperar

excesivos sintomas intestinales.
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En caso de sobredosis, se evitard la ingestion de bebidas y/o comidas que
contengan carbohidratos (polisacaridos, oligosacaridos y disacaridos) durante las

4-6 horas siguientes.

5. Propiedades farmacolégicas

5.1. Propiedades farmacodinamicas

Grupo farmacoterapéutico: farmacos utilizados en la diabetes, inhibidores de la

alfa glucosidasa, codigo ATC: A10BFO1.

A través de la inhibicion reversible de la a-glucosidasa, la acarbosa retrasa la
degradacion enzimatica de disacaridos, oligosacaridos y polisacaridos en el
intestino delgado y esto da lugar a un retraso dependiente de la dosis en la
digestion de estos hidratos de carbono. La glucosa derivada de los hidratos de
carbono se libera y pasa a la sangre mas lentamente. De esta forma, la acarbosa
retrasa y reduce el aumento posprandial de glucosa en sangre. Acarbosa no
estimula la secrecion de insulina, pero alivia las células beta mediante la
reduccion del aumento de la glucemia. Se evita la hiperinsulinemia posprandial

compensatoria.

El tratamiento con acarbosa no conduce a un aumento en el peso corporal. En
pacientes con diabetes manifiesta se observd una sensibilidad insulinica
mejorada. Durante el tratamiento con acarbosa, la glucemia en ayunas y la

hemoglobina glucosilada (HbA 1, HbAlc) disminuyeron significativamente.

La hora a la que se toma la acarbosa determina su efectividad: el efecto maximo
se alcanza si se toma junto a los primeros bocados de la comida principal. Si se
toma 30 minutos antes del comienzo de la comida se reduce la efectividad de la
acarbosa significativamente. Sin embargo, tomar acarbosa 15 minutos después

del comienzo de una comida casi no tiene ninguna repercusion en el efecto.

En estudios realizados durante varios afios, la acarbosa mantuvo su efecto
durante todo el periodo de tratamiento. Las enzimas del intestino delgado no

disminuyen su actividad y por tanto se mantiene el efecto de la acarbosa.

En un metanalisis de 7 estudios doble ciegos controlados con placebo realizados
en 2180 pacientes con diabetes de tipo 2 la acarbosa disminuyo
significativamente los episodios cardiovasculares agudos, en especial el infarto

de miocardio, en el curso del tratamiento durante 52 semanas como minimo.
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5.2. Propiedades farmacocinéticas

La farmacocinética de la acarbosa se investigd tras la administracion oral de la

sustancia marcada (200 mg) en voluntarios sanos.

Absorcién

Dado que, de promedio, un 35% de la radiactividad total (suma de la sustancia
inhibidora y de los productos de degradacion) se excretd por via renal en 96
horas, puede suponerse que el grado de absorcion se sitla como minimo en este

rango.

La evolucion de la concentracion de la radiactividad total en plasma registro dos
maximos. El primer maximo, con una concentracion media de equivalencia de la
acarbosa de 52,2 + 15,7 pg / 1 tras 1,1 + 0,3 h, coincidio con los datos
correspondientes a la evolucidon de la concentracion de la sustancia inhibidora
(49,5 £ 26,9 ng /1 tras 2,1 = 1,6 h). El segundo maximo alcanzé 586,3 + 282,7
ug /1 de media y se consiguio tras 20,7 £ 5,2 h. El segundo maximo fue mas alto
tras aproximadamente 14-24 horas y esto se atribuye a la absorcion de productos
de degradacion bacteriana en el intestino grueso. A diferencia de la radiactividad
total, las concentraciones plasmaticas maximas de la sustancia inhibidora eran

inferiores en un factor de entre 10 y 20.

Distribucion
Se ha calculado un volumen de distribucion relativo de 0,32 l’kg de peso
corporal en voluntarios sanos, a partir de la evolucion de las concentraciones en

plasma (dosis intravenosa de 0,4 mg/kg de peso corporal).

Excrecién
La semivida de eliminacion plasmatica de la sustancia inhibidora fue de 3,7 +

2,7 h para la fase de distribucion y de 9,6 & 4,4 h para la fase de eliminacion.

La proporcion de la sustancia inhibidora excretada en orina fue de un 1,7% de la
dosis administrada. Un 51% se elimind a través de las heces en las 96 h

siguientes a su administracion.

Biodisponibilidad
La biodisponibilidad es del 1%-2%. Este porcentaje extremadamente bajo de la

sustancia inhibidora en sangre es deseable y no influye en el efecto terapéutico.
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5.3.

Datos preclinicos sobre seguridad

Los datos de los estudios no clinicos no muestran riesgos especiales para los
seres humanos segun los estudios convencionales de farmacologia de seguridad,
toxicidad a dosis repetidas, genotoxicidad, toxicidad para la funcion
reproductora y potencial cancerigeno, a parte de los riesgos descritos en otras

secciones en esta ficha técnica.

Un aumento considerablemente reducido en el peso corporal en ratas y perros
tras la administracion repetida de acarbosa se consider6 como un efecto
farmacodinamico (pérdida de carbohidratos) y pudo compensarse mediante el

aumento de complementos alimenticios o glucosa.

Se estudio la carcinogenia en ratas Sprague-Dawley, en ratas Wistar y en
hamsters. Se observd un aumento de la incidencia tumoral en algunos tejidos
(rifion, testiculos) si no se corregia la disfuncidén nutricional provocada por la
acarbosa. No se observo ningiin aumento en el indice de tumoracion, siempre
que se mantuviera un aumento de peso normal mediante complementos

alimenticios o de glucosa.

6. Datos farmacéuticos

6.1.

6.2.

6.3.

Lista de excipientes

Celulosa microcristalina (E460)

Almidon de maiz

Silice coloidal anhidra (E551)

Estearato de magnesio (E572)

Incompatibilidades

No se han descrito.

Periodo de validez

3 afios
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6.4. Precauciones especiales de conservacion

No conservar a temperatura superior a 25°C. Conservar en el embalaje original

para proteger de la humedad.
6.5. Naturaleza y contenido del envase

Blisteres de aluminio/aluminio que contienen 20, 21, 30, 40, 50, 90, 100, 105,
120, 180 comprimidos, y multienvases que contienen 105 (3 envases de 35)

comprimidos.

Es posible que solamente estén comercializados algunos tamafios de envases.
6.6. Precauciones especiales de eliminacion y otras manipulaciones

Ninguna especial.

La eliminacion del medicamento no utilizado y de todos los materiales que

hayan estado en contacto con €l se realizara de acuerdo con la normativa local.
7. Titular de la autorizacion de comercializacion

Mylan Pharmaceuticals, S.L.C/ Plom 2-4, 5 planta
08038 Barcelona

Espatia

8. Numero(s) de autorizacion de comercializacion
71443
9. Fecha de la primera autorizacion/ renovacion de la autorizacion
Fecha de la primera autorizacion: 02/octubre/2009
Fecha de la ultima renovacion: 17/junio/2013
10. Fecha de la revision del texto
Febrero 2018

Fuente: Ministerio de sanidad, politica social e igualdad.

https://cima.aemps.es/cima/pdfs/ft/71443/FT 71443.pdf
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Anexo 10. Ficha técnica de acarbosa - reactivo

Slgma-Aldl"ICh . www.sigmaaldrich.com

FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD RPN

de acuerdo el Reglamento (CE) No. 1907/2006 Fecha de impresion 20.07.2023
GENERIC EU MSDS - NO COUNTRY SPECIFIC DATA - NO OEL DATA

SECCION 1. Identificacién de la sustancia o la mezcla y de la sociedad o la empresa
1.1 Identificadores del producto

Nombre del producto : Acarbosa

Referencia : A8980

Marca : Sigma

REACH No. : Un nimero de registro no esta disponible para esta sustancia,

ya que la sustancia o sus usos estan exentos del registro, el
tonelaje anual no requiere registro o dicho registro esta previsto
para una fecha posterior

No. CAS : 56180-94-0

1.2 Usos pertinentes identificados de la sustancia o de la mezcla y usos
desaconsejados

Usos identificados : Reactivos para laboratorio, Fabricacién de sustancias
1.3 Datos del proveedor de la ficha de datos de seguridad

Compaiiia : Sigma-Aldrich Inc.
3050 SPRUCE ST
ST. LOUIS MO 63103

UNITED STATES
Teléfono : +1 314 771-5765
Fax . +1 800 325-5052
1.4 Teléfono de emergencia
Teléfono de Urgencia : 800-424-9300 CHEMTREC (USA) +1-703-

527-3887 CHEMTREC (International) 24
Hours/day; 7 Days/week

SECCION 2. Identificacién de los peligros
2.1 Clasificacién de la sustancia o de la mezcla

No es una sustancia o mezcla peligrosa de acuerdo con el Reglamento (CE) n © 1272/2008
2.2 Elementos de la etiqueta

No es una sustancia o mezcla peligrosa de acuerdo con el Reglamento (CE) n © 1272/2008

2.3 Otros Peligros - ninguno(a)
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SECCION 3. Composicién/informacién sobre los componentes

3.1

Sustancias

Sinénimos . 4",6"-Dideoxy-4"-([1S]-[1,4,6/5]-4,5,6-trihydroxy-3-
hydroxymethyl-2-yclohexenylamino)-maltotriose

Formula : CysH43NO1g

Peso molecular : 645,60 g/mol

No. CAS : 56180-94-0

No. CE : 260-030-7

Segun la normativa aplicable no es necesario divulgar ninguno de los componentes.

SECCION 4. Primeros auxilios

4.1

4.2

4.3

Descripcién de los primeros auxilios

Si es inhalado
Si aspiré, mueva la persona al aire fresco. Si ha parado de respirar, hacer la respiracién
artificial.

En caso de contacto con la piel
Eliminar lavando con jabén y mucha agua.

En caso de contacto con los ojos
Lavarse abundantemente los ojos con agua como medida de precaucion.

Por ingestién
Nunca debe administrarse nada por la boca a una persona inconsciente. Enjuague la boca
con agua.

Principales sintomas y efectos, agudos y retardados
Los sintomas y efectos mds importantes conocidos se describen en la etiqueta (ver seccién
2.2) y/ o en la seccién 11

Indicacién de toda atencién médica y de los tratamientos especiales que deban
dispensarse inmediatamente
Sin datos disponibles

SECCION 5. Medidas de lucha contra incendios

5.1 Medios de extincién

Medios de extincién apropiados

Usar agua pulverizada, espuma resistente al alcohol, polvo seco o diéxido de carbono.
5.2 Peligros especificos derivados de la sustancia o la mezcla

Oxidos de carbono

Oxidos de nitrégeno (NOx)
5.3 Recomendaciones para el personal de lucha contra incendios

Si es necesario, usar equipo de respiracién auténomo para la lucha contra el fuego.
5.4 Otros datos

Sin datos disponibles
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SECCION 6. Medidas en caso de vertido accidental

6.1

6.2

6.3

6.4

Precauciones personales, equipo de protecciéon y procedimientos de emergencia
Evite la formacién de polvo. Evitar respirar los vapores, la neblina o el gas.
Equipo de proteccién individual, ver seccién 8.

Precauciones relativas al medio ambiente
No dejar que el producto entre en el sistema de alcantarillado.

Métodos y material de contencién y de limpieza
Limpiar y traspalar. Guardar en contenedores apropiados y cerrados para su eliminacién.

Referencia a otras secciones
Para eliminacién de desechos ver seccién 13.

SECCION 7. Manipulacién y almacenamiento

7.1

7.2

7.3

Precauciones para una manipulacién segura

Indicaciones para la proteccién contra incendio y explosién
Debe disponer de extraccién adecuada en aquellos lugares en los que se forma
polvo.Disposiciones normales de proteccién preventivas de incendio.

Medidas de higiene
Procedimiento general de higiene industrial.
Ver precauciones en la seccién 2.2

Condiciones de almacenamiento seguro, incluidas posibles incompatibilidades

Condiciones de almacenamiento
Almacenar en un lugar fresco. Conservar el envase herméticamente cerrado en un lugar
seco y bien ventilado.

Clase de almacenamiento
Clase de almacenamiento (TRGS 510): 13: Sélidos No Combustibles

Usos especificos finales
Aparte de los usos mencionados en la seccién 1.2 no se estipulan otros usos especificos

SECCION 8. Controles de exposicién/proteccién individual

8.1

8.2

Parametros de control

Componentes con valores limite ambientales de exposicién profesional.
Controles de la exposicién

Proteccién personal

Proteccién de los ojos/ la cara
Use equipo de proteccién para los ojos probado y aprobado segun las normas
gubernamentales correspondientes, tales como NIOSH (EE.UU.) o EN 166 (UE).

Proteccién de la piel

Manipular con guantes. Los guantes deben ser inspeccionados antes de su uso.
Utilice la técnica correcta de quitarse los guantes (sin tocar la superficie exterior del
guante) para evitar el contacto de la piel con este producto. Deseche los guantes
contaminados después de su uso, de conformidad con las leyes aplicables y buenas
practicas de laboratorio. Lavar y secar las manos.
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Los guantes de proteccién seleccionados deben de cumplir con las especificaciones
del Reglamento (UE) 2016/425 y de la norma EN 374 derivada del mismo.

Sumercién

Material: Caucho nitrilo

espesura minima de capa: 0,11 mm

Tiempo de penetracién: 480 min

Material probado:Dermatril® (KCL 740 / Aldrich 2677272, Talla M)

Salpicaduras

Material: Caucho nitrilo

espesura minima de capa: 0,11 mm

Tiempo de penetracién: 480 min

Material probado:Dermatril® (KCL 740 / Aldrich 2677272, Talla M)

origen de datos: KCL GmbH, D-36124 Eichenzell, Teléfono +49 (0)6659 87300, e-
mail sales@kcl.de, Método de prueba: EN374

Si es utilizado en solucién, o mezclado con otras sustancias, y bajo condiciones
diferentes de la EN 374, pornerse en contacto con el proveedor de los guantes
aprobados CE. Esta recomendacién es meramente aconsejable y debera ser
evaluada por un responsable de seguridad e higiene industrial familiarizado con la
situacién especifica de uso previsto por nuestros clientes. No debe interpretarse
como una aprobacién de oferta para cualquier escenario de uso especifico.

Proteccién Corporal

Elegir la proteccién para el cuerpo segun sus caracteristicas, la concentracién y la
cantidad de sustancias peligrosas, y el lugar especifico de trabajo., El tipo de
equipamiento de proteccién debe ser elegido segln la concentracién y la cantidad
de sustancia peligrosa al lugar especifico de trabajo.

Proteccién respiratoria

Proteccion respiratoria no requerida. Donde la proteccién sea deseada Usar
respiradores y componenetes testados y aprobados bajo los estandards
gubernamentales apropiados como NIOSH (EEUU) o CEN (UE)

Control de exposicién ambiental
No dejar que el producto entre en el sistema de alcantarillado.

SECCION 9. Propiedades fisicas y quimicas
9.1 Informacién sobre propiedades fisicas y quimicas basicas

a)
b)
c)
d)

e)

f)

9)

Sigma- AS980

Estado fisico sélido

Color Sin datos disponibles
Olor inodoro

Punto de fusién/ Sin datos disponibles
punto de congelacién

Punto inicial de Sin datos disponibles
ebullicién e intervalo

de ebullicién

Inflamabilidad Sin datos disponibles
(sdlido, gas)

Inflamabilidad Sin datos disponibles

superior/inferior o
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limites explosivos
h) Punto de inflamacién Sin datos disponibles

i) Temperatura de Sin datos disponibles
auto-inflamacién
j) Temperatura de Sin datos disponibles
descomposicién
k) pH Sin datos disponibles
) Viscosidad Viscosidad, cinemaética: Sin datos disponibles

Viscosidad, dindmica: Sin datos disponibles

m) Solubilidad en agua soluble

n) Coeficiente de Sin datos disponibles
reparto n-
octanol/agua

o) Presién de vapor Sin datos disponibles

p) Densidad Sin datos disponibles
Densidad relativa Sin datos disponibles

q) Densidad relativa del Sin datos disponibles
vapor

r) Caracteristicas de las Sin datos disponibles
particulas

s) Propiedades Sin datos disponibles
explosivas

t) Propiedades Sin datos disponibles
comburentes

9.2 Otra informacién de seguridad
Sin datos disponibles

SECCION 10. Estabilidad y reactividad

10.1 Reactividad
Sin datos disponibles

10.2 Estabilidad quimica
Estable bajo las condiciones de almacenamiento recomendadas.

10.3 Posibilidad de reacciones peligrosas
Sin datos disponibles

10.4 Condiciones que deben evitarse
Sin datos disponibles

10.5 Materiales incompatibles
Agentes oxidantes fuertes

10.6 Productos de descomposicién peligrosos
En caso de incendio: véase seccién 5
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SECCION 11. Informacién toxicolégica
11.1 Informacién sobre los efectos toxicolégicos

Toxicidad aguda

DLSO0 Oral - Rata - 24.000 mg/kg
Observaciones: (RTECS)
Inhalacién: Sin datos disponibles
Cutdneo: Sin datos disponibles

Corrosién o irritacién cutaneas
Sin datos disponibles

Lesiones o irritacién ocular graves
Sin datos disponibles

Sensibilizacién respiratoria o cutanea
Sin datos disponibles

Mutagenicidad en células germinales
Sin datos disponibles

Carcinogenicidad
Sin datos disponibles

Toxicidad para la reproduccién
Sin datos disponibles

Toxicidad especifica en determinados érganos - exposicién (nica
Sin datos disponibles

Toxicidad especifica en determinados érganos - exposiciones repetidas
Sin datos disponibles

Peligro de aspiracién
Sin datos disponibles

11.2 Informacién Adicional

Segun nuestras informaciones, creemos que no se han investigado adecuadamente las
propiedades quimicas, fisicas y toxicolégicas.

SECCION 12. Informacién ecolégica

12.1 Toxicidad
Sin datos disponibles

12.2 Persistencia y degradabilidad
Sin datos disponibles

12.3 Potencial de bioacumulacién
Sin datos disponibles

12.4 Movilidad en el suelo
Sin datos disponibles

12.5 Resultados de la valoracién PBT y mPmB
La valoracién de PBT / mPmB no esté disponible ya que la evaluacién de la seguridad
quimica no es necesaria / no se ha realizado

12.6 Propiedades de alteracién endocrina
Sin datos disponibles
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12.7 Otros efectos adversos

Sin datos disponibles

SECCION 13. Consideraciones relativas a la eliminacién

13.1

Métodos para el tratamiento de residuos

Producto
Ofertar el sobrante y las soluciones no-aprovechables a una compaiiia de vertidos
acreditada.

Envases contaminados
Eliminar como producto no usado.

SECCION 14. Informacién relativa al transporte

14.1

14.2

14.3

14.4

14.5

14.6

Namero ONU
ADR/RID: - IMDG: - IATA: -
Designacién oficial de transporte de las Naciones Unidas

ADR/RID: Mercancia no peligrosa
IMDG: Mercancia no peligrosa
IATA: Mercancia no peligrosa

Clase(s) de peligro para el transporte

ADR/RID: - IMDG: - IATA: -
Grupo de embalaje

ADR/RID: - IMDG: - IATA: -

Peligros para el medio ambiente
ADR/RID: no IMDG Contaminante marino: IATA: no
no

Precauciones particulares para los usuarios

Otros datos
Producto no peligroso segtin los criterios de la reglamentacién del transporte.

SECCION 15. Informacién reglamentaria

15.1

Reglamentacién y legislacién en materia de seguridad, salud y medio ambiente

especificas para la sustancia o la mezcla

La hoja técnica de seguridad cumple con los requisitos de la Reglamento (CE) No.
1907/2006.

Convencién Internacional sobre las Armas

Quimicas (CWC) Programas sobre los Productos

Quimicos Téxicos y los Precursores (Louisiana

Administrative Code, Title 33,Part V Section

10101 et. seq.)

Limitan la comercializacién y el uso de
determinadas sustancias y preparados peligrosos
Reglamento (CE) n o 649/2012 del Parlamento
Europeo y del Consejo relativo a la exportacién e
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importacién de productos quimicos peligrosos

Lista de sustancias candidatas que suscitan
especial preocupacién para su Autorizacién

15.2 Evaluacién de la seguridad quimica
Para este producto no se ha llevado a cabo una evaluacién de la seguridad quimica

SECCION 16. Otra informacién

Otros datos

Copyright 2020 Sigma-Aldrich Co. LLC. Se autoriza la reproduccién en numero ilimitado
de copias para uso exclusivamente interno.

La informacién indicada arriba se considera correcta pero no pretende ser exhaustiva y
debera utilizarse Gnicamente como orientacién. La informacién contenida en este
documento esta basada en el presente estado de nuestro conocimiento y es aplicable a
las precauciones de seguridad apropiadas para el producto. No representa ninguna
garantia de las propiedades del producto. La Corporacién Sigma-Aldrich y sus
Compafilas Afiliadas, no responderdn por ningun dafio resultante de la manipulacién o
contacto con el producto indicado arriba. Dirijase a www.sigma-aldrich.com y/o a los
términos y condiciones de venta en el reverso de la factura o de la nota de entrega.

La marca que aparece en el encabezado y/o el pie de pagina de este documento puede
no coincidir visualmente con el producto adquirido mientras hacemos la transicién de
nuestra marca. Sin embargo, toda la informacién del documento relativa al producto
permanece sin cambios y coincide con el producto solicitado. Para mas informacién,
péngase en contacto con mlisbranding@sial.com
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Anexo 11. Analisis de varianza y prueba de comparacion de medias para el contenido de
polifenoles totales de extractos obtenidos mediante extraccion por liquidos presurizados

Leyenda:
FACTOR 1: solvente
FACTOR 2: temperatura

GL SC CM Fc Pr>Fc
solvente 2 47.35 23.67 573.2 1.24e-12
temperatura 1 80.31 80.31 1944.5 1.20e-14
solvente*temperatura 2 79.54 39.77 963.0 5.64e-14
Residuo 12 0.496 0.04
Total 17 207.688

Prueba de normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: ©0.4752 > 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos siguen una distribuciodn
normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianzas
(centro = mediana)
Df F valor Pr(>F)
grupo 5 0.4661 0.7944 > 0.05
12
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipétesis nula (Ho).

GL SC M Fc Pr>Fc
temperatura 1 80.30669  80.30669 1944.4719 0
solvente: 50°C 2 107.77007 53.88503 1304.7224 %]
solvente: 70°C 2 19.11529 9.55764 231.42 0
Residuo 12 0.49560 0.04130
Total 17 207.68764  12.21692
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Solvente dentro del nivel temperatura: 50°C

Grupos Tratamientos Medias
a etanol 15% 17.81
b agua pura 13.98333
C glicerol 15% 9.346667

Grupos Tratamientos Medias
a glicerol 15% 19.46
b etanol 15% 18.38

C agua pura 15.97333

GL SC M Fc Pr>Fc
temperatura 2 47.34528 23.67264 573.1874 0
temperatura: agua pura 1 5.94015 5.94015 143.8293 0

temperatura: etanol 15% 1 0.48735 0.48735 11.8002 0.0049
temperatura: glicerol 15% 1 153.41927 153.41927 3714.7522 ©
Residuo 12 0.48560 0.04130

Total 17 207.68764 12.21692

Grupos Tratamientos Medias
a 70°C 15.97333
b 50°C 13.98333

Grupos Tratamientos Medias
a 70°C 18.38
b 50°C 17.81

Grupos Tratamientos Medias
a 70°C 19.46
b 50°C 9.346667



Anexo 12. Analisis de varianza y prueba de comparacion de medias para capacidad
antioxidante - DPPH de extractos obtenido mediante extraccion por liquidos presurizados

Se realizo la transformacion logaritmica para cumplir con las presuposiciones

Leyenda:
FACTOR 1: solvente
FACTOR 2: temperatura

GL SC CM Fc Pr>Fc
solvente 2 1.1040 ©.5520 975.7 5.21e-14
temperatura 1 2.1578 2.1578 3814.1 2.15e-16
solvente*temperatura 2 1.9059 0.9529 1684.4 2.00e-15
Residuo 12 0.0068 0.0006
Total 17 5.1744
vV =1.07 %

Normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: ©.9298 > 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos siguen una distribuciodn
normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza
(centro = mediana)
Df F valor Pr(>F)
grupo 5 0.8425 0.545 > 0.05
12
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipdétesis nula (Ho).

GL SC M Fc Pr>Fc
temperatura 1 2.15781 2.15781 3814.1483 %]
solvente: 50°C 2 1.74505 0.87253 1542.2775 0
solvente: 70°C 2 1.26478 0.63239 1117.8106 0
Residuo 12 0.00679 0.00057
Total 17 5.17442 0.30438
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Solvente dentro del nivel temperatura: 50°C

Test de Tukey correccion exp”~Ln(DPPH)
Grupos Tratamientos Medias Medias
a glicerol 15% 3.010221 20.29188
b agua pura 2.718824 15.16248
C etanol 15% 1.965166 7.136097

Test de Tukey correccion exp”~Ln(DPPH)
Grupos Tratamientos Medias Medias
a agua pura 2.331469 10.29305
b etanol 15% 1.872116 6.50204
C glicerol 15% 1.413219 4.109162

GL SC ™ Fc Pr>Fc
temperatura 2 1 0.55198 975.68 (%]
temperatura: agua pura 1 (%] 0.22507 397.8255 (%]
temperatura: etanol 15% 1 0.01299 0.01299 22.9567 4e-04
temperatura: glicerol 15% 1 3 3.82562 6762.1823 ©
Residuo 12 o 0.00057
Total 17 5 0.30438

Test de Tukey correccion exp”~Ln(DPPH)
Grupos Tratamientos Medias Medias
a 50°C 2.718824 15.16248
b 70°C 2.331469 10.29305

Test de Tukey correccién exp”Ln(DPPH)
Grupos Tratamientos Medias Medias
a 50°C 1.965166 7.136097
b 70°C 1.872116 6.50204

Test de Tukey correccion exp”~Ln(DPPH)
Grupos Tratamientos Medias Medias
a 50°C 3.010221 20.29188
b 70°C 1.413219 4.106162



Anexo 13. Analisis de varianza y prueba de comparacion de medias para capacidad
antioxidante — ORAC de extractos obtenido mediante extraccion por liquidos
presurizados.

Leyenda:
FACTOR 1: solvente
FACTOR 2: temperatura

GL SC CM Fc Pr>Fc
solvente 2 27169 13585 65.11 3.610e-07
temperatura 1 319923 319923 1533.25 4.690e-14
solvente*temperatura 2 37197 18598 89.13 6.294e-08
Residuo 12 2504 209
Total 17 386792

Prueba de normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: ©0.7028615 > 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos siguen una distribuciédn
normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza
(centro = mediana)
Df F valor Pr(>F)
grupo 5 0.4618 0.7974 > 0.05
12
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipdétesis nula (Ho).

GL SC M Fc Pr>Fc
temperatura 1 319922.671 319922.6713 1533.2518 %]
solvente: 50°C 2 50024.605 25012.3024  119.8732 %]
solvente: 70°C 2 14341.291 7170.6457 34.3658 0
Residuo 12 2503.876 208.6563
Total 17 386792.443 22752.4967
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Solvente dentro del nivel temperatura: 50°C

Grupos Tratamientos Medias
a etanol 15% 288.5467
b agua pura 154.1533

C glicerol 15% 114.27

Grupos Tratamientos Medias
a glicerol 15% 500.2567
b etanol 15% 454,09

C agua pura 402.5267

GL SC M Fc Pr>Fc

solvente 2 27169.145 13584.5727 65.105

temperatura: agua pura 1 92533.969 92533.9691 443 .4755
temperatura: etanol 15% 1 41106.893 41106.8928 197.0077
temperatura: glicerol 15% 1 223478.560 223478.5603 1071.0366
Residuo 12 2503.876 208.6563
Total 17 386792.443 22752.4967

Grupos Tratamientos Medias
a 70°C 402.5267
b 50°C 154.1533

Grupos Tratamientos Medias
a 70°C 454.09
b 50°C 288.5467

Grupos Tratamientos Medias
a 70°C 500.2567
b 50°C 114.27

0

(ORI W)



Anexo 14. Analisis de varianza y prueba de comparacion de medias para el contenido de
polifenoles totales de extractos obtenidos mediante extraccion asistida por ultrasonido.

Leyenda:
FACTOR 1: solvente
FACTOR 2: temperatura

GL SC CM Fc Pr>Fc
solvente 2 155.78 77.89 6214.7 < 2e-16
temperatura 1 36.13 36.13 2882.3 1.15e-15
solvente*temperatura 2 12.93 6.46 515.8 2.31e-12
Residuo 12 0.15 0.01
Total 17 204.986

Prueba de normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: ©0.8495 > 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos siguen una distribucidn
normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianzas
(centro = mediana)
Df F valor Pr(>F)
grupo 5 0.5117 0.7626 > 0.05
12
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipétesis nula (Ho).

GL SC M Fc Pr>Fc
temperatura 1 36.12500  36.12500 2882.3138 0
solvente: 50°C 2 106.18782 53.09391 4236.2163 %]
solvente: 70°C 2 62.52309 31.26154 2494 .2722 0
Residuo 12 0.15040 0.001253
Total 17 204.98631 12.05802
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Solvente dentro del nivel temperatura: 50°C

Grupos Tratamientos Medias
a etanol 15% 15.12
b glicerol 15% 13.6
c agua pura 7.193333

Grupos Tratamientos Medias
a glicerol 15% 17.59
b etanol 15% 15.55667
C agua pura 11.26667

Pr>Fc

GL SC

M

temperatura 2 155.78168 77.89084
temperatura: agua pura 1 24.88807 24.8887

temperatura: etanol 15% 1 0.28602 0.28602
temperatura: glicerol 15% 1  23.88015 23.88015
Residuo 12 ©0.15040 ©0.01253
Total 17 204.98631 12.05802

Fc
6214.6946
1985.75

0
0

22.8205 5e-04

19065.3311

0

Grupos Tratamientos Medias
a 70°C 11.26667
b 50°C 7.19333

Grupos Tratamientos Medias
a 70°C 15.55667
b 50°C 15.12

Grupos Tratamientos Medias
a 70°C 17.59
b 50°C 13.6



Anexo 15. Analisis de varianza y prueba de comparacion de medias para capacidad
antioxidante - DPPH de extractos obtenido mediante extraccion asistida por ultrasonido.

Se realizo la transformacion logaritmica para cumplir con las presuposiciones.

Leyenda:
FACTOR 1: solvente
FACTOR 2: temperatura

GL SC cM Fc Pr>Fc
solvente 2 2.7353 1.3676 4245 7.9e-18
temperatura 1 3.0641 3.0641 9510 9.0e-18
solvente*temperatura 2 0.9509 0.4755 1476 4.41e-15
Residuo 12 0.0039 0.0003
Total 17 6.7541
CV = 0.84 %

Normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: ©0.6429 > 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos siguen una distribuciodn
normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza
(centro = mediana)
Df F valor Pr(>F)
grupo 5 1.4468 0.2271 > 0.05
12
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipdétesis nula (Ho).

GL SC M Fc Pr>Fc
temperatura 1 3.06409 3.06406 9509.6468 %]
solvente: 50°C 2 3.30159 1.65080 5123.3803 %]
solvente: 70°C 2 0.38460 0.19230 596.8167 0
Residuo 12 0.00387 0.00032
Total 17 6.75414 0.39730
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Solvente dentro del nivel temperatura:

50°C

Grupos Tratamientos Medias
a agua pura 3.375259
b glicerol 15% 2.27281
C etanol 15% 1.964238

Medias
29.23185

9.706638

7.129478

Grupos Tratamientos Medias
a agua pura 1.975805
b etanol 15% 1.690081

C glicerol 15% 1.470906

Medias
7.212423
5.41992
4.353177

GL SC
temperatura 2 2.73525
temperatura: agua pura 1 2.93771
temperatura: etanol 15% 1 0.11274
temperatura: glicerol 15% 1  ©0.96457
Residuo 12 0.00387
Total 17 6.75414

CM Fc Pr>Fc
1.36763 4244.5394 0
2.93771 9117.4199 0
0.11274 349.908 0
0.96457 2993.634 0
0.00032
0.39730

agua pura

Grupos Tratamientos Medias
a 50°C 3.375259
b 70°C 1.975805

Medias
29.23185
7.212423

Grupos Tratamientos Medias
a 50°C 1.964238
b 70°C 1.690081

Medias
7.129478
5.41992

Grupos Tratamientos Medias
a 50°C 2.27281
b 70°C 1.470906

Medias
9.706638
4,353177



Anexo 16. Analisis de varianza y prueba de comparacion de medias para capacidad
antioxidante — ORAC de extractos obtenido mediante extraccion asistida por ultrasonido

Se realizo la transformacion logaritmica para cumplir con las presuposiciones.

Leyenda:
FACTOR 1: solvente
FACTOR 2: temperatura

GL SC M Fc Pr>Fc
solvente 2 2.5035 1.2517 746.52 2.57e-13
temperatura 1 1.1111 1.1111 662.67 7.20e-12
solvente*temperatura 2 0.2878 0.1439 85.82 7.79e-08
Residuo 12 0.0201 0.0017
Total 17 3

Normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: ©.2652 > 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos siguen una distribuciodn
normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza
(centro = mediana)
Df F valor Pr(>F)
grupo 5 0.4519 0.8042 > 0.05
12
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipdétesis nula (Ho).

GL SC M Fc Pr>Fc
temperatura 1 1.11115 1.11115 662.6716 0
solvente: 50°C 2 1.59412 ©.79706  475.3523 0
solvente: 70°c 2 1.19716  ©.59858 356.9843 0
Residuo 12 0.02012 0.00168
Total 17 3.92255 0.23074
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Solvente dentro del nivel temperatura: 50°C

Grupos Tratamientos Medias Medias
a etanol 15% 5.5853 266.4802
b glicerol 15% 5.4894 242.1119

C agua pura 4.648393 104.4171

Grupos Tratamientos
a glicerol 15%
b etanol 15%
C agua pura

Medias
6.1905
5.7258
5.297419

Medias
488.0901
306.6785
199.8204

GL SC QC Fc Pr>Fc
solvente 2 2.50349 1.25174 746.5194 0
temperatura: agua pura 1 0.63185 0.63185 376.8266 9]
temperatura: etanol 15% 1 ©0.02963 0.02963 17.6693 0.0012
temperatura: glicerol 15% 1 0.73746 0.73746 439.8101 0
Residuo 12 0.02012 0.00168
Total 17  3.92255 0.23074
Temperatura dentro del nivel solvente: agua pura

Grupos Tratamientos Medias Medias
a 70°C 5.297419 199.8204
b 50°C 4.648393 104.4171

Grupos Tratamientos Medias Medias
a 70°C 5.7258 306.6785
b 50°C 5.5853 266.4802

Grupos Tratamientos Medias Medias
a 70°C 6.1905 488.0901
b 50°C 5.4894 242.1119



Anexo 17. Prueba de comparacion de medias para determinar diferencias significativas
entre las mejores condiciones de extraccion para ELP y EAU

Polifenoles totales

Leyenda:
Muestra 1: ELP - glicerol 15% - 70°C
Muestra 2: EAU - glicerol 15% - 70°C
Prueba T para dos muestras
t = -13.977, df = 4, p-valor: 0.0001542 < 0.05
Medias: ELP = 19.46 EAU = 17.59
Segun la prueba T con un nivel de significancia del 5%, se puede
rechazar la idea que las medias son iguales.
Normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: ©.5321 > 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos siguen una distribuciodn
normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza
(centro = mediana)
Df F valor Pr(>F)
grupo 1 0.885 0.4001 > 0.05
4
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipétesis nula (Ho).

Capacidad antioxidante — Método DPPH

Leyenda:

Muestra 1: ELP - glicerol 15% - 70°C

Muestra 2: EAU - glicerol 15% - 70°C

Prueba T para dos muestras

t = 3.7951, df = 4, p-valor: 0.01918 < 0.05

Medias: ELP = 4.11 EAU = 4.353333

Segun la prueba T con un nivel de significancia del 5%, se puede
rechazar la idea que las medias son iguales.

Normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)

p-valor: ©.9756 > 0.05

Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos siguen una distribuciodn
normal.
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Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza
(centro = mediana)
Df F valor Pr(>F)
grupo 1 0.8176 0.417 > 0.05
4
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipdétesis nula (Ho).

Capacidad antioxidante — Método ORAC

Leyenda:
Muestra 1: ELP - glicerol 15% - 70°C
Muestra 2: EAU - glicerol 15% - 70°C
Prueba T para dos muestras
t = -0.55315, df = 4, p-valor: 0.6096 > 0.05
Medias: ELP = 500.2567 EAU = 488.8367
Segun la prueba T con un nivel de significancia del 5%, no se
puede rechazar la idea que las medias son iguales.
Normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: ©0.5517 > 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos siguen una distribuciodn
normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza
(centro = mediana)
Df F valor Pr(>F)
grupo 1 0.4267 0.5492 > 0.05
4
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipdétesis nula (Ho).
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Anexo 18. Analisis de varianza y prueba de comparacion de medias para acido vanilico
de extractos obtenido mediante extraccion liquida presurizada

Leyenda:
FACTOR 1: solvente
FACTOR 2: temperatura

GL SC CM Fc Pr>Fc
solvente 2 0.157 0.078 1.186 0.339
temperatura 1 10.095 10.095 152.762 3.48e-08
solvente*temperatura 2 0.278 0.139 2.105 0.165
Residuo 12 0.793 0.066
Total 17  11.323

Prueba de normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: 0.2846 > 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos siguen una distribuciodn
normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianzas
(centro = mediana)
Df F valor Pr(>F)
grupo 5 0.9266 0.497 > 0.05
12
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipétesis nula (Ho).

Solvente
De acuerdo con la prueba F, las medias de este factor son
estadisticamente iguales

Niveles Medias
1 agua pura 4.221667
2 etanol 15% 4.34500
3 glicerol 15% 4.45000
Temperatura

Grupos Tratamientos Medias
a 50°C 5.087778
b 70°C 3.5959
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Anexo 19. Analisis de varianza y prueba de comparacion de medias para resveratrol de
extractos obtenido mediante extraccion liquida presurizada

Leyenda:
FACTOR 1: solvente
FACTOR 2: temperatura

GL SC ™ Fc Pr>Fc
solvente 2 3.019 1.510 28.27  2.88e-15
temperatura 1 7.157 7.157 134.04 7.20e-08
solvente*temperatura 2 9.569 4.784 89.60 6.1l1le-08
Residuo 12 0.6407 0.053
Total 17  20.3855

Normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: ©.5570 > 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos siguen una distribuciodn
normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza
(centro = mediana)
Df F valor Pr(>F)
grupo 5 0.5224 0.7552 > 0.065
12
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipétesis nula (Ho).

GL SC cM Fc Pr>Fc
temperatura 1 7.15681 7.15681 134.0365 0
solvente: 50°C 2 2.64362 1.32181 24,7556 %]
solvente: 70°c 2 9.94429 4.97214 93.121 %]
Residuo 12 0.64073 0.05339
Total 17 20.38545 1.19914
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Solvente dentro del nivel temperatura: 50°C

Grupos Tratamientos Medias
a agua pura 18.26333
a etanol 15% 18.10667

b glicerol 15% 17.04333

Grupos Tratamientos Medias
a glicerol 15% 20.14333
b agua pura 19.41333

C etanol 15% 17.64

GL SC M Fc
solvente 2 3.01930 1.50965  28.2735
temperatura: agua pura 1 1.98375 1.98375 37.1527
temperatura: etanol 15% 1 ©0.32667 0.32667 6.118
temperatura: glicerol 15% 1 14.41500 14.41500 269.9719
Residuo 12 0.64073 0.05339
Total 17 20.38545 1.19914

Grupos Tratamientos Medias
a 70°C 19.41333
b 50°C 18.26333

Grupos Tratamientos Medias
a 50°C 18.10667
b 70°C 17.64

Grupos Tratamientos Medias
a 70°C 20.14333
b 50°C 17.04333



Anexo 20. Analisis de varianza y prueba de comparacion de medias para catequina de
extractos obtenido mediante extraccion liquida presurizada

Leyenda:
FACTOR 1: solvente
FACTOR 2: temperatura

GL SC CM Fc Pr>Fc
solvente 2 30.439 15.22 68.88 2.65e-07
temperatura 1 8.694 8.68 39.35 4.11e-05
solvente*temperatura 2 83.706 41.85 189.40 8.38e-10
Residuo 12 2.652 0.22
Total 17 125.491

Normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: ©0.6623 > 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos siguen una distribuciodn
normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza
(centro = mediana)
Df F valor Pr(>F)
grupo 5 0.6754 0.6502 > 0.05
12
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipétesis nula (Ho).

GL SC CM Fc Pr>Fc
temperatura 1 8.69445 8.69445 39.3463 (%]
solvente: 50°C 2  48.57207 24.28603 109.9054 0
solvente: 70°c 2 65.57327 32.78663 148.3745 0
Residuo 12 2.65167 0.22097
Total 17 125.49148 7.38185
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Solvente dentro del nivel temperatura: 50°C

Grupos Tratamientos Medias
a agua pura 8.596667
a glicerol 15% 7.99
b etanol 15% 3.393333

Grupos Tratamientos Medias
a etanol 15% 10.2
a agua pura 9.736667
b glicerol 15% 4.243333

GL SC CM Fc Pr>Fc
solvente 2 30.43930 15.21965 68.8759 0
temperatura: agua pura 1 1.84815 1.84815 8.3637 0.0135
temperatura: etanol 15% 1 69.49607 69.49607 314.5014 (%]
temperatura: glicerol 15% 1 21.05627 21.05627 95.2892 0
Residuo 12 2.65167 0.22097
Total 17 125.49145 7.38185

Grupos Tratamientos Medias
a 70°C 9.706667
b 50°C 8.596667

Grupos Tratamientos Medias
a 70°C 10.2
b 50°C 3.393333

Grupos Tratamientos Medias
a 50°C 7.99
b 70°C 4.243333



Anexo 21. Analisis de varianza y prueba de comparacion de medias para epicatequina de
extractos obtenido mediante extraccion liquida presurizada

Leyenda:
FACTOR 1: solvente
FACTOR 2: temperatura

GL SC CM Fc Pr>Fc
solvente 2 126.99 63.49 196.263 6.81le-10
temperatura 1 0.01 0.01 0.025 0.877
solvente*temperatura 2 1.74 0.87 2.684 0.109
Residuo 12 3.88 0.32
Total 17 132.61

Prueba de normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: 0.4139 > 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos siguen una distribuciodn
normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianzas
(centro = mediana)
Df F valor Pr(>F)
grupo 5 0.4874 0.7795 > 0.05
12
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipétesis nula (Ho).

Solvente
Grupos Tratamientos Medias
a agua pura 8.76
a glicerol 15% 8.556667
b etanol 15% 3.026667
Temperatura

De acuerdo con la prueba F, las medias de este factor son
estadisticamente iguales

Niveles Medias
1 50°C 6.802222
2 70°C 6.760000
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Anexo 22. Analisis de varianza y prueba de comparacion de medias para procianidina A2
de extractos obtenido mediante extraccion liquida presurizada

Leyenda:
FACTOR 1: solvente
FACTOR 2: temperatura

GL SC M Fc Pr>Fc
solvente 2 211.46 105.73 55.42  8.69e-07
temperatura 1 219.17 219.17 114.88 1.68e-07
solvente*temperatura 2  285.78 142.89 74.90 1.66e-07
Residuo 12 22.89 1.91
Total 17 739.30

Normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: ©0.4458 > 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos siguen una distribuciodn
normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza
(centro = mediana)
Df F valor Pr(>F)
grupo 5 0.4975 0.7725 > 0.05
12
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipétesis nula (Ho).

GL SC M Fc Pr>Fc
temperatura 1 219.1720 219.17201 114.8801 0
solvente: 50°C 2 204.6972 102.34858 53.6465 %]
solvente: 70°c 2 292.5381 146.26903 76.6676 %]
Residuo 12 22.8940 1.90783
Total 17 739.3012 43.48831
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Solvente dentro del nivel temperatura: 50°C

Grupos Tratamientos Medias
a etanol 15% 21.94333
b agua pura 12.95
b glicerol 15% 10.99

Grupos Tratamientos Medias
a glicerol 15% 29.19
b etanol 15% 22.40333
C agua pura 15.22667

GL SC CM Fc Pr>Fc
solvente 2 211.45501 105.72751 55.4176 0
temperatura: agua pura 1 7.77482 7.77482 4.0752 0.0135
temperatura: etanol 15% 1 0.31740 0.31740 0.1664 0.6905

temperatura: glicerol 15% 1 496.86000 496.86000 260.4316 0
Residuo 12 22.89400 1.90783
Total 17 739.30123  43.48831

De acuerdo con la prueba F, las medias de este factor son
estadisticamente iguales

Niveles Medias
1 50°C 12.95000
2 70°C 15.22667

Temperatura dentro del nivel solvente: etanol 15%
De acuerdo con la prueba F, las medias de este factor son
estadisticamente iguales

Niveles Medias
1 50°C 21.94333
2 70°C 22.40333

Grupos Tratamientos Medias
a 70°C 29.19
b 50°C 10.99
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Anexo 23. Analisis de varianza y prueba de comparacion de medias para kaempferol de
extractos obtenido mediante extraccion liquida presurizada

Leyenda:
FACTOR 1: solvente
FACTOR 2: temperatura

GL SC M Fc Pr>Fc
solvente 2 0.7977 0.3989 32.458 1.44e-05
temperatura 1 0.0200 0.0200 1.627 0.226193
solvente*temperatura 2 0.3252 0.1626 13.231 0.000922
Residuo 12 0.1475 0.0123
Total 17 1

Normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: ©0.4704 > 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos siguen una distribuciodn
normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza
(centro = mediana)
Df F valor Pr(>F)
grupo 5 0.3479 0.8739 > 0.05
12
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipétesis nula (Ho).

GL SC M Fc Pr>Fc
temperatura 1 0.02000 0.02000 1.6275 0.2262
solvente: 50°C 2 1.05387 0.52693 42.8788 %]
solvente: 70°c 2 0.06907 0.03453 2.8101 0.0998
Residuo 12 0.14747 0.01229
Total 17 1.29040 0.07591
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Solvente dentro del nivel temperatura:

50°C

Grupos Tratamientos Medias
a etanol 15% 2.926667
b glicerol 15% 2.26
b agua pura 2.153333

De acuerdo con la prueba F, las medias de este factor son

estadisticamente iguales

Niveles Medias
1 agua pura 2.266667
2 etanol 15% 2.480000
3 glicerol 15% 2.393333

GL SC
solvente 2 79773
temperatura: agua pura 1 01927

temperatura: glicerol 15% 1
Residuo 12

(7]
(7]
temperatura: etanol 15% 1 0.29927
(7]
(7]
Total 17 1

M

.39887 3
.01927
.29927
.02667
.01229
.07591

Fc Pr>Fc
2.4575 (%}
1.5678 0.2344
24.3526 3e-04
2.17 0.1665

Temperatura dentro del nivel solvente:

agua pura

De acuerdo con la prueba F, las medias de este factor son

estadisticamente iguales

Niveles Medias
1 50°C 2.153333
2 70°C 2.266667

Grupos Tratamientos Medias
a 50°C 2.926667
b 70°C 2.48

De acuerdo con la prueba F, las medias de este factor son

estadisticamente iguales

Niveles Medias
1 50°C 2.260000
2 70°C 2.393333
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Anexo 24. Analisis de varianza y prueba de comparacion de medias para quercitrina de
extractos obtenido mediante extraccion liquida presurizada

Leyenda:
FACTOR 1: solvente
FACTOR 2: temperatura

GL SC ™M Fc Pr>Fc
solvente 2 13980 6990 813.3 1.54e-05
temperatura 1 12001 12001 1396.3 8.67e-14
solvente*temperatura 2 12837 6418 746.8 2.56e-13
Residuo 12 103 9
Total 17 38921

Normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: ©0.2496 > 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos siguen una distribuciodn
normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza
(centro = mediana)
Df F valor Pr(>F)
grupo 5 0.5729 0.72 > 0.05
12
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipétesis nula (Ho).

GL SC M Fc Pr>Fc
temperatura 1 12001.136 12001.136 1396.3018 0
solvente: 50°C 2 2859.344  1429.672 166.3387 0
solvente: 70°c 2 23957.867 11978.933 1393.7185 0
Residuo 12 103.139 8.595
Total 17 38921.486  2289.499
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Solvente dentro del nivel temperatura: 50°C

Grupos Tratamientos Medias
a etanol 15% 108.1
b glicerol 15% 81.22667
C agua pura 64.86333

Grupos Tratamientos Medias
a glicerol 15% 207.7567
b etanol 15% 113.7633
C agua pura 87.59667

GL SC CM Fc Pr>Fc
solvente 2 13980.2688 6990.124 813.2844 0
temperatura: agua pura 1 775.2067 775.207 90.1933 0
temperatura: etanol 15% 1 48.1100 48.110 5.5975 0.0357
temperatura: glicerol 15% 1 24014.7635 24014.762 2794.06
Residuo 12 0.14747 0.01229
Total 17 1.29040 0.07591

Grupos Tratamientos Medias
a 70°C 87.59667
b 50°C 64.86333

Temperatura dentro del nivel solvente: etanol 15%

Grupos Tratamientos Medias
a 70°C 113.7633
b 50°C 108.1

Temperatura dentro del nivel solvente: glicerol 15%

Grupos Tratamientos Medias
a 70°C 207.7567
b 50°C 81.22667



Anexo 25. Analisis de varianza y prueba de comparacion de medias para apigenina de
extractos obtenido mediante extraccion liquida presurizada

Leyenda:
FACTOR 1: solvente
FACTOR 2: temperatura

GL SC M Fc Pr>Fc
solvente 2 238.36 119.18 670.9 4.85e-13
temperatura 1 116.90 116.90 939.4 9.13e-13
solvente*temperatura 2 60.50 30.25 170.3 1.55e-13
Residuo 12 2.13 0.18
Total 17 467.89

Normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: ©0.043 < 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos no siguen una
distribucidén normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza
(centro = mediana)
Df F valor Pr(>F)
grupo 5 1.4065 0.29 > 0.05
12
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipétesis nula (Ho).

GL SC M Fc Pr>Fc
temperatura 1 166.89654 166.89645 939.4384 0
solvente: 50°C 2 31.38587 15.69293 88.3335 0
solvente: 70°c 2 267.47727 133.73863 752.7974 0
Residuo 12 2.13187 0.17766
Total 17 467.89145 27.52303
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Solvente dentro del nivel temperatura: 50°C

Grupos Tratamientos Medias
a etanol 15% 7.15
b glicerol 15% 4.943333
c agua pura 2.576667

Grupos Tratamientos Medias
a etanol 15% 16.42333
b glicerol 15% 12.98667
C agua pura 3.53

GL SC CM Fc Pr>Fc
solvente 2  238.36143 119.18072 670.8527 0
temperatura: agua pura 1 1.36327 1.36327 7.6737 0.017

temperatura: etanol 15% 1  128.99207 128.99207 729.0796 0
temperatura: glicerol 15% 1 97.04282  97.04282 546.2414 0
Residuo 12 2.13187 0.17766
Total 17 467.89175 27.52303

Grupos Tratamientos Medias
a 70°C 3.53
b 50°C 2.576667

Grupos Tratamientos Medias
a 70°C 16.42333
b 50°C 7.15

Grupos Tratamientos Medias
a 70°C 12.98667
b 50°C 4.94333



Anexo 26. Analisis de varianza y prueba de comparacion de medias para hidroxitirosol de
extractos obtenido mediante extraccion liquida presurizada

Leyenda:
FACTOR 1: solvente
FACTOR 2: temperatura

GL SC M Fc Pr>Fc
solvente 2 0.427 0.214 0.977 0.405
temperatura 1 12.350 12.350 56.497 7.08e-06
solvente*temperatura 2 15.290 7.645 34.972 9.86e-06
Residuo 12 2.623 0.219
Total 17 30.6910

Normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: ©0.9958 < 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos no siguen una
distribucidén normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza
(centro = mediana)
Df F valor Pr(>F)
grupo 5 0.6392 0.6745 > 0.05
12
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipétesis nula (Ho).

GL SC M Fc Pr>Fc
temperatura 1 12.35045 12.35045 56.4965 0
solvente: 50°C 2 5.31976 2.65988 12.1675 0
solvente: 70°c 2 10.39749 5.199874 23.7814 0
Residuo 12 2.13187 0.17766
Total 17 467.89145 27.52303
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Solvente dentro del nivel temperatura:

Grupos Tratamientos Medias
a agua pura 7.7
b etanol 15% 6.39
b glicerol 15% 5.87333

Grupos Tratamientos Medias
a glicerol 15% 9.443333
a etanol 15% 8.623333
b agua pura 6.866667

GL SC
solvente 2 42701
temperatura: agua pura 1 04167

0
1
temperatura: etanol 15% 1 7
temperatura: glicerol 15% 1  19.11735
Residuo 12 2
Total 17  3e.

M Fc
0.21351 0.9767
1.04167 4.7651
7.481678 34.2245

19.111735 546.2414

1.80535

Pr>Fc
0.4046
0.0496

le-04

Grupos Tratamientos Medias
a 50°C 7.7
b 70°C 6.866667

Grupos Tratamientos Medias
a 70°C 8.623333
b 50°C 6.39

Grupos Tratamientos Medias
a 70°C 9.443333
b 50°C 5.873333



Anexo 27. Analisis de varianza y prueba de comparacion de medias para tirosol de
extractos obtenido mediante extraccion liquida presurizada

Leyenda:
FACTOR 1: solvente
FACTOR 2: temperatura

GL SC M Fc Pr>Fc
solvente 2 16.492 8.25 32.41 1.45e-05
temperatura 1 53.492 53.49 210.27 5.72e-09
solvente*temperatura 2 61.253 30.63 120.39 1.14e-08
Residuo 12 3.053 0.25
Total 17 134.290

Normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: ©.3355 < 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia d
5%, se puede considerar que los residuos no siguen una
distribucidén normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza
(centro = mediana)
Df F valor Pr(>F)
grupo 5 0.6455 0.6725 > 0.05
12
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipétesis nula (Ho).

GL SC M Fc Pr>Fc
temperatura 1 53.49227 53.49227 210.2684 0
solvente: 50°C 2 14.96776 7.48388 29.4178 0
solvente: 70°c 2 62.77740 31.38870 123.3833 %]
Residuo 12 3.05280 0.25440
Total 17 134.290

el
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Solvente dentro del nivel temperatura:

Grupos Tratamientos Medias
a etanol 15% 13.40667
a agua pura 12.76333

b glicerol 15% 10.40667

Grupos Tratamientos Medias
a glicerol 15% 17.19
a agua pura 17.21
b etanol 15% 11.92

GL SC
solvente 2 16.49248
temperatura: agua pura 1 29.65927

temperatura: etanol 15% 1 3.

temperatura: glicerol 15% 1  81.77042
Residuo 12 2.62327
Total 17 30.69096

Pr>Fc
0

50°C
70°C
nivel de solvente
M Fc
8.24624 32.4145
29.65927 116.5852
3.31527 13.0317
81.77042 321.4246
1.80535
agua pura

Grupos Tratamientos Medias
a 70°C 17.21
b 50°C 12.76333

Grupos Tratamientos Medias
a 50°C 13.40667
b 70°C 11.92

Grupos Tratamientos Medias
a 70°C 17.19
b 50°C 10.40667



Anexo 28. Analisis de varianza y prueba de comparacion de medias para oleuropeina de
extractos obtenido mediante extraccion liquida presurizada

Leyenda:
FACTOR 1: solvente
FACTOR 2: temperatura

GL SC ™ Fc Pr>Fc
solvente 2 5348.3 2674 470.8 3.97e-12
temperatura 1 12676.0 12676 2231.6 5.29e-15
solvente*temperatura 2 2883.8 1441 253.7 1.52e-10
Residuo 12 68.2 6
Total 17 20975.3

Normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: ©0.8811 < 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos no siguen una
distribucidén normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza
(centro = mediana)
Df F valor Pr(>F)
grupo 5 0.5676 0.7236 > 0.05
12
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipétesis nula (Ho).

GL SC M Fc Pr>Fc
temperatura 1 12676.0349 12676.03494 2231.5588 0
solvente: 50°C 2 362.5832 181.29160  31.9156 %]
solvente: 70°c 2 7868.5116 3934.25581 692.608 %]
Residuo 12 68.1642 5.68035
Total 17 20975.294 1233.84082
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Solvente dentro del nivel temperatura: 50°C

Grupos Tratamientos Medias
a etanol 15% 93.63333
b glicerol 15% 87.49333
c agua pura 78.19333

Grupos Tratamientos Medias
a glicerol 15% 171.4833
b etanol 15% 146.8733

C agua pura 100.1867

GL SC M Fc Pr>Fc

solvente 2 5348.3431 2674.17157 470.7758
temperatura: agua pura 1 725.5601 725.5601 127.7316
temperatura: etanol 15% 1  4251.7464 4251.7464  748.5008
temperatura: glicerol 15% 1 10581.4801 10581.48015 1862.8219
Residuo 12 68.1642 5.68035
Total 17 20975.2940 1233.84082

Grupos Tratamientos Medias
a 70°C 100.1867
b 50°C 78.1933

Grupos Tratamientos Medias
a 70°C 146.8733
b 50°C 93.6333

Grupos Tratamientos Medias
a 70°C 171.4833
b 50°C 87.4933

0



Anexo 29. Analisis de varianza y prueba de comparacion de medias para acido vanilico
de extractos obtenido mediante extraccion asistida por ultrasonido

Leyenda:
FACTOR 1: solvente
FACTOR 2: temperatura

GL SC M Fc Pr>Fc
solvente 2 3.447 1.724 22.38 8.94e-05
temperatura 1 10.951 10.951 142.17 5.19e-08
solvente*temperatura 2 6.491 3.246 42.14 3.75e-06
Residuo 12 0.924 0.077
Total 17 21.8410

Normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: ©0.822 < 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos no siguen una
distribucidén normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza
(centro = mediana)
Df F valor Pr(>F)
grupo 5 0.4917 0.7766 > 0.05
12
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipétesis nula (Ho).

GL SC M Fc Pr>Fc
temperatura 1 10.95120 10.95120 142.1721 0
solvente: 50°C 2 0.23927 0.11963 1.5531 0.2315
solvente: 70°c 2 9.69920 4.84960 62.9591 0
Residuo 12 0.92433 0.07703
Total 17 21.81400 1.28318
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Solvente dentro del nivel temperatura: 50°C

De acuerdo con la prueba F, las medias de este factor son
estadisticamente iguales

Niveles Medias
1 agua pura 3.003333
2 etanol 15% 3.076667
3 glicerol 15% 2.700000

Grupos Tratamientos Medias
a glicerol 15% 5.94
b agua pura 3.94
b etanol 15% 3.58

GL SC ™ Fc
solvente 2 3.44723 1.72362 22.3766
temperatura: agua pura 1 1.31602 1.31602 17.085
temperatura: etanol 15% 1 ©.38002 ©0.38002 4.9335
temperatura: glicerol 15% 1 15.74640 15.74640 240.425
Residuo 12 0.92433 0.07703
Total 17 21.81400  1.28318

Grupos Tratamientos Medias
a 70°C 3.94
b 50°C 3.003333

Grupos Tratamientos Medias
a 70°C 3.58
b 50°C 3.076667

Grupos Tratamientos Medias
a 70°C 5.94
b 50°C 2.7



Anexo 30. Analisis de varianza y prueba de comparacion de medias para resveratrol de
extractos obtenido mediante extraccion asistida por ultrasonido

Leyenda:
FACTOR 1: solvente
FACTOR 2: temperatura

GL SC M Fc Pr>Fc
solvente 2 1.5786 0.789 2.201 0.15340
temperatura 1 4.0233 4.023 11.217 0.00579
solvente*temperatura 2 2.3363 1.168 3.257 0.07415
Residuo 12 4.3041 0.359
Total 17 12.2424

Normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: ©0.7009 < 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos no siguen una
distribucidén normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza
(centro = mediana)
Df F valor Pr(>F)
grupo 5 0.5941 0.7053 > 0.05
12
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipétesis nula (Ho).

De acuerdo con la prueba F, las medias de este factor son
estadisticamente iguales

Niveles Medias
1 agua pura 17.45333
2 etanol 15% 17.90000
3 glicerol 15% 18.17167
Temperatura

Grupos Tratamientos Medias
a 70°C 18.31444
b 50°C 17.36889
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Anexo 31. Analisis de varianza y prueba de comparacion de medias para catequina de
extractos obtenido mediante extraccion asistida por ultrasonido

Leyenda:
FACTOR 1: solvente
FACTOR 2: temperatura

GL SC M Fc Pr>Fc
solvente 2 15.844 7.922 67.557 2.95e-07
temperatura 1 1.140 1.140 9.722 0.00889
solvente*temperatura 2 0.241 0.121 1.029 0.38700
Residuo 12 1.407 0.117
Total 17 18.6329

Normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: ©0.6968 < 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos no siguen una
distribucidén normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza
(centro = mediana)
Df F valor Pr(>F)
grupo 5 0.2507 0.9314 > 0.05
12
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipétesis nula (Ho).

Grupos Tratamientos Medias
a glicerol 15% 6.51
b agua pura 5.665
C etanol 15% 4.263337
Temperatura

Grupos Tratamientos Medias
a 50°C 5.722222
b 70°C 5.218889

143



Anexo 32. Analisis de varianza y prueba de comparacion de medias para epicatequina de
extractos obtenido mediante extraccion asistida por ultrasonido

Leyenda:
FACTOR 1: solvente
FACTOR 2: temperatura

GL SC M Fc Pr>Fc
solvente 2 53.64 26.819 93.11 4.92e-08
temperatura 1 4.69 4.692 16.29 0.00165
solvente*temperatura 2 20.46 10.231 35.52 9.11e-06
Residuo 12 3.46 0.288
Total 17 82.248

Normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: ©0.8738 < 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos no siguen una
distribucidén normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza
(centro = mediana)
Df F valor Pr(>F)
grupo 5 0.3438 0.8766 > 0.05
12
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipétesis nula (Ho).

GL SC M Fc Pr>Fc
temperatura 1 4.69201 4.69201 16.2892 0.0017
solvente: 50°C 2 24.72202 12.36101 42.9136 %]
solvente: 70°c 2 49.37749 24.68878 85.7116 %]
Residuo 12 3.54653 0.28804
Total 17 82.24805 4.83812
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Solvente dentro del nivel temperatura:

50°C

Grupos Tratamientos Medias
a glicerol 15% 7.493333
b agua pura 4.646667
b etanol 15% 3.563333

Grupos Tratamientos Medias
a agua pura 8.683333
b glicerol 15% 6.993333
C etanol 15% 3.09

GL SC
solvente 2 53.63843
temperatura: agua pura 1 24.44202
temperatura: etanol 15% 1 0.33607
temperatura: glicerol 15% 1 ©.37500
Residuo 12 3.45653
Total 17 82.24805

M Fc
26.81922 93.1079
4.44202 84.855
0.33607 1.1667
0.37500 1.3019
0
4

Grupos Tratamientos Medias
a 70°C 8.683333
b 50°C 4.646667

De acuerdo con la prueba F, las medias
estadisticamente iguales

Niveles Medias
1 50°C 3.56333
2 70°C 3.09000

de este factor son

De acuerdo con la prueba F, las medias
estadisticamente iguales

Niveles Medias
1 50°C 7.49333
2 70°C 6.99333

de este factor son



Anexo 33. Analisis de varianza y prueba de comparacion de medias para procianidina A2
de extractos obtenido mediante extraccion asistida por ultrasonido

Leyenda:
FACTOR 1: solvente
FACTOR 2: temperatura

GL SC M Fc Pr>Fc
solvente 2 408.25 204.13 301.22 5.55e-11
temperatura 1 102.82 102.82 151.72 3.61e-08
solvente*temperatura 2 55.23 27.61 40.75 4.47e-06
Residuo 12 8.13 0.68
Total 17 574.43

Normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: ©0.7944 < 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos no siguen una
distribucidén normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza
(centro = mediana)
Df F valor Pr(>F)
grupo 5 0.5809 0.7144 > 0.05
12
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipétesis nula (Ho).

GL SC M Fc Pr>Fc
temperatura 1 102.81780 102.81780 151.7245 0
solvente: 50°C 2 117.55049 58.77524  86.7325 %]
solvente: 70°c 2 345.92602 172.96301 255.2353 %]
Residuo 12 8.13193 0.67766
Total 17 574.42624  33.78978
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Solvente dentro del nivel temperatura: 50°C

Grupos Tratamientos Medias
a etanol 15% 15.49667
b glicerol 15% 12.03667
C agua pura 6.71

Grupos Tratamientos Medias
a glicerol 15% 21.33667
a etanol 15% 19.77333

b agua pura 7.47333

GL SC CM Fc Pr>Fc
solvente 2 408.25048  204.12524 301.2202 0
temperatura: agua pura 1 0.87402 0.87402 1.2898 0.2783
temperatura: etanol 15% 1 27.43482 27.43482  40.4846 (%]
temperatura: glicerol 15% 1 129.73500  129.73500 191.4452 0
Residuo 12 8.13193 0.67766
Total 17 574.42624 33.78978

De acuerdo con la prueba F, las medias de este factor son
estadisticamente iguales

Niveles Medias
1 50°C 6.710000
2 70°C 7.473333

Grupos Tratamientos Medias
a 70°C 19.77333
b 50°C 15.49667

Grupos Tratamientos Medias
a 70°C 21.33667
b 50°C 12.03667



Anexo 34. Analisis de varianza y prueba de comparacion de medias para quercitrina de
extractos obtenido mediante extraccion asistida por ultrasonido

Leyenda:
FACTOR 1: solvente
FACTOR 2: temperatura

GL SC M Fc Pr>Fc
solvente 2 22166.2 11083 6280.949 < 2e-16
temperatura 1 2.2 2 1.226 0.29
solvente*temperatura 2 1900 950 538.378 1.79%e-12
Residuo 12 21.2
Total 17 24089.5

Normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: ©0.9664 < 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos no siguen una
distribucidén normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza
(centro = mediana)
Df F valor Pr(>F)
grupo 5 0.7797 0.583 > 0.05
12
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipétesis nula (Ho).

GL SC M Fc Pr>Fc
temperatura 1 2.16320 2.16320 1.2259 0.2899
solvente: 50°C 2 8894.56347 4447.28173 2520.341 0
solvente: 70°c 2 15171.59607 1.76456
Residuo 12 21.17467 1.76456
Total 17 24089.49740 1417.02926
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Solvente dentro del nivel temperatura:

Grupos Tratamientos Medias
a etanol 15% 100.21
b glicerol 15% 88.86333
c agua pura 28.57667

Grupos Tratamientos Medias
a glicerol 15% 118.24
b etanol 15% 82.52667
C agua pura 18.96333

GL SC
solvente 2 22166.165
temperatura: agua pura 1 138.624
temperatura: etanol 15% 1 469.050
temperatura: glicerol 15% 1  1294.483
Residuo 12 21.175
Total 17 24089.497

M
11083.
138.
469.
1294.

082
624
050
483

.765
.029

Fc
6280.9485
78.5604
265.8179
733.6028

Pr>Fc
0

0
0
0

Grupos Tratamientos Medias
a 50°C 28.57667
b 70°C 18.96333

Grupos Tratamientos Medias
a 50°C 100.21
b 70°C 82.52667

Grupos Tratamientos Medias
a 70°C 118.24
b 50°C 88.86333



Anexo 35. Analisis de varianza y prueba de comparacion de medias para kaempferol de
extractos obtenido mediante extraccion asistida por ultrasonido

Leyenda:
FACTOR 1: solvente
FACTOR 2: temperatura

GL SC CM Fc Pr>Fc
solvente 2 1.0536 0.5268 63.01 4.32e-07
temperatura 1 0.3698 0.3698 44 .23 2.36e-05
solvente*temperatura 2 0.3499 0.1750 20.92 0.000122
Residuo 12 0.1003 0.0084
Total 17 1.87364
CV =4.19 %

Normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: ©0.6701 < 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos no siguen una
distribucidén normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza
(centro = mediana)
Df F valor Pr(>F)
grupo 5 0.7045 0.631 > 0.05
12
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipétesis nula (Ho).

GL SC M Fc Pr>Fc
temperatura 1 0.36980 0.36980 44,2286 %]
solvente: 50°C 2 0.10042 0.05021 6.0053 0.0156
solvente: 70°c 2 1.30309 0.65154 77.9256 0
Residuo 12 0.10033 0.00836
Total 17 1.87364 0.11021
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Solvente dentro del nivel temperatura:

Grupos Tratamientos Medias
a etanol 15% 2.16
ab glicerol 15% 2.06
c agua pura 1.90333

Grupos Tratamientos Medias
a etanol 15% 2.82
b glicerol 15% 2.27
C agua pura 1.893333

GL SC
solvente 2 05361
temperatura: agua pura 1 00015

temperatura: glicerol 15% 1
Residuo 12

1
%]
temperatura: etanol 15% 1 ©.65340
%]
%]
Total 17 1

M Fc Pr>Fc
0.5268 62.0066 0
0.00015 0.0179 0.8957
0.65340 78.1475 0
0.06615 7.9116 0.0157
0.00836
0.11021

De acuerdo con la prueba F, las medias de este factor son

estadisticamente iguales

Niveles Medias
1 50°C 1.903333
2 70°C 1.893333

Grupos Tratamientos Medias
a 70°C 2.82
b 50°C 2.16

Grupos Tratamientos Medias
a 70°C 2.27
b 50°C 2.06



Anexo 36. Analisis de varianza y prueba de comparacion de medias para apigenina de
extractos obtenido mediante extraccion asistida por ultrasonido

Leyenda:
FACTOR 1: solvente
FACTOR 2: temperatura

GL SC ™ Fc Pr>Fc
solvente 2 175.07 87.54 523.62 2.11e-12
temperatura 1 4.88 4.88 29.18 0.00016
solvente*temperatura 2 86.18 43.09 257.74 1.39%e-10
Residuo 12 2.01 0.17
Total 17 268.14

Normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: ©0.1336 < 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos no siguen una
distribucidén normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza
(centro = mediana)
Df F valor Pr(>F)
grupo 5 0.9918 0.4624 > 0.05
12
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipétesis nula (Ho).

GL SC M Fc Pr>Fc
temperatura 1 4.87761 4.87761 29.1762 2e-04
solvente: 50°C 2 54.62836 27.31418 163.384 0
solvente: 70°c 2  206.62247 103.31123 617.9723 0
Residuo 12 2.00613 0.16718
Total 17 268.13456  15.77262
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50°C

Solvente dentro del nivel temperatura:
Test de Tukey
Grupos Tratamientos Medias
a etanol 15% 8.576667
b glicerol 15% 6.66333
c agua pura 2.66333
Solvente dentro del nivel temperatura:
Test de Tukey
Grupos Tratamientos Medias
a glicerol 15% 11.52333
b etanol 15% 2.97
C agua pura 0.2866667

solvente 2 175.07414
temperatura: agua pura 1 8.47282
temperatura: etanol 15% 1 47.15207
temperatura: glicerol 15% 1  35.42940
Residuo 12 2.00613
Total 17 268.13456

M Fc
87.537 523.6167

8.473 50.6815
47.152 282.0475
35.429 211.9265

Pr>Fc
0
0

Grupos Tratamientos Medias
a 50°C 2.663333
b 70°C 0.2866667

Grupos Tratamientos Medias
a 50°C 8.576667
b 70°C 2.97

Grupos Tratamientos Medias
a 50°C 11.52333
b 70°C 6.663333



Anexo 37. Analisis de varianza y prueba de comparacion de medias para hidroxitirosol de
extractos obtenido mediante extraccion asistida por ultrasonido

Leyenda:
FACTOR 1: solvente
FACTOR 2: temperatura

GL SC M Fc Pr>Fc
solvente 2 190.4 95 190.88 1.93e-08
temperatura 1 3428.9 3428 3956.74 < 2e-16
solvente*temperatura 2 131.8 66 76.09 1.52e-07
Residuo 12 10.4 76.1
Total 17 2760.5

Normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: ©0.1339 < 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos no siguen una
distribucidén normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza
(centro = mediana)
Df F valor Pr(>F)
grupo 5 1.9 0.1681 > 0.05
12
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipétesis nula (Ho).

GL SC M Fc Pr>Fc
temperatura 1 3427.920 3427.920 3953.738 0
solvente: 50°C 2 5.65429 2.827 3.2366 0.0738
solvente: 70°c 2 316.57556  158.588 182.7065 0
Residuo 12 10.39620 0.864
Total 17 3760.54620 221.209
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Solvente dentro del nivel temperatura:

50°C

De acuerdo con la prueba F, las medias de este factor son

estadisticamente iguales

Niveles Medias
1 agua pura 4.886667
2 etanol 15% 6.400000
3 glicerol 15% 6.696667

Grupos Tratamientos Medias
a glicerol 15% 41.95
b etanol 15% 30.05
b agua pura 28.78333

solvente 2 190.3938
temperatura: agua pura 1 856.5760
temperatura: etanol 15% 1  838.9837

temperatura: glicerol 15% 1 1864.1963
Residuo 12 10.3962
Total 17 3760.5460

95.19691
856.57602
838.98375

1864.19627
0.86635
211.20859

Fc
109.8827
988.7182
968.412
2151.7819

Pr>Fc

0

[

Grupos Tratamientos Medias
a 70°C 28.78333
b 50°C 4.886667

Grupos Tratamientos Medias
a 70°C 30.05
b 50°C 6.4

Grupos Tratamientos Medias
a 70°C 41.95
b 50°C 6.696667



Anexo 38. Analisis de varianza y prueba de comparacion de medias para tirosol de
extractos obtenido mediante extraccion asistida por ultrasonido

Leyenda:
FACTOR 1: solvente
FACTOR 2: temperatura

GL SC M Fc Pr>Fc
solvente 2 3.19 1.59 39.58 5.20e-06
temperatura 1 278.48 278.48 6915.89 < 2e-16
solvente*temperatura 2 21.46 10.73 266.48 1.14e-10
Residuo 12 0.48 0.04
Total 17 303.61

Normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: ©0.3073 < 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos no siguen una
distribucidén normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza
(centro = mediana)
Df F valor Pr(>F)
grupo 5 0.165 0.9707 > 0.05
12
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipétesis nula (Ho).

GL SC M Fc Pr>Fc
temperatura 1 278.480 278.480 6915.894 (7]
solvente: 50°C 2 4.361 2.181 54.153 (7]
solvente: 70°c 2 20.287 10.144 251.909 0
Residuo 12 0.483 0.040
Total 17 303.611 17.860

156



Solvente dentro del nivel temperatura: 50°C

Grupos Tratamientos Medias
a etanol 15% 13.49
b agua pura 12.28333
C glicerol 15% 11.84333

Grupos Tratamientos Medias
a glicerol 15% 6.486667
b agua pura 4.72
C etanol 15% 2.81

GL SC M
solvente 2 3.18781 1.59391
temperatura: agua pura 1 85.82602 85.80602
temperatura: etanol 15% 1 171.09360 171.0936
temperatura: glicerol 15% 1  43.04082 43.0408
Residuo 12 0.48320 0.0403
Total 17 303.61144  17.8595

Fc
39.5837
2130.9441
4249.0132
1068.8945

Pr>Fc

o000

Grupos Tratamientos Medias
a 50°C 12.28333
b 70°C 4.72

Grupos Tratamientos Medias
a 50°C 13.49
b 70°C 2.81

Grupos Tratamientos Medias
a 50°C 11.84333
b 70°C 6.486667



Anexo 39. Analisis de varianza y prueba de comparacion de medias para oleuropeina de
extractos obtenido mediante extraccion asistida por ultrasonido

Leyenda:
FACTOR 1: solvente
FACTOR 2: temperatura

GL SC M Fc Pr>Fc
solvente 2 5341 2670 218.33 3.66e-10
temperatura 1 46124 46124 3770.98 2.30e-16
solvente*temperatura 2 2281 1141 93.25 4.88e-08
Residuo 12 147 12
Total 17 53893

Normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: ©0.9823 < 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos no siguen una
distribucidén normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza
(centro = mediana)
Df F valor Pr(>F)
grupo 5 0.5949 0.7048 > 0.05
12
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipétesis nula (Ho).

GL SC M Fc Pr>Fc
temperatura 1 46123.93 46123.93 3770.982 (7]
solvente: 50°C 2 1202.74 601.37 49,167 0
solvente: 70°c 2 6419.24 3209.62 262.41 (7]
Residuo 12 146.78 12.23
Total 17 53892.69 2170.16
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Solvente dentro del nivel temperatura: 50°C

Grupos Tratamientos Medias
a etanol 15% 132.7967
b glicerol 15% 115.0033
c agua pura 104.8233

Grupos Tratamientos Medias
a glicerol 15% 246.7

b etanol 15% 226.8533

C agua pura 182.7933

solvente 2 5370.926 26
temperatura: agua pura 1 9118.981 91
temperatura: etanol 15% 1 13269.985 132

temperatura: glicerol 15% 1 26016.018 260
Residuo 12 146.775
Total 17 53892.685 31

.33
.55
.92
.01

Grupos Tratamientos Medias
a 70°C 182.7933
b 50°C 104.8233

Grupos Tratamientos Medias
a 70°C 226.8533
b 50°C 132.7967

Grupos Tratamientos Medias
a 70°C 246.7
b 50°C 115.0033



Anexo 40. Analisis de varianza y prueba de comparacion de medias para la capacidad de
inhibicion de a-amilasa en extractos obtenidos por extraccion por liquidos presurizados

Analisis de varianza para la concentracion 0.1 ug/mL

Leyenda:
FACTOR: Tratamiento

GL SC CM Fc Pr>Fc
tratamiento 6 239.82 39.97 14.18 3.11e-05
Residuo 14 39.46 2.82
Total 20 279.28

Prueba de normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)

p-valor: 0.2413 > 0.05

Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos siguen una distribuciodn
normal.

Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza

(centro = mediana)

Df valor F Pr(>F)
grupo 6 0.2524 0.9502 > 0.05
14

Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipétesis nula (Ho).

Prueba de Dunnett para comparar varios tratamientos con un
control: Nivel de confianza del 95% en términos de la familia de
pruebas.

Control: A

Comparacion diff Iwr.ci upr.ci p-valor
B-A 10.086667 6.089812 14.08352 9.6e-06
C-A 8.660000 4.663146 12.65685 8.6e-05
D-A 9.003333 5.006479 13.00019 6.1le-05
E-A 10.336667 6.339813 14.33352 9.9e-06
F-A 10.046667 6.049812 14.04352 5.1e-05
G-A 8.793333 4.786479 12.78019 8.0e-05

E1l p-valor < 0.05 indica que ninguno de los tratamiento es
similar al control.

Leyenda:

A: acarbosa, B: agua pura a 50°C, C: etanol al 15% a 50°C, D:
glicerol al 15% a 50°C, E; agua pura a 70°C, F: etanol al 15% a
70°C y G: glicerol al 15% a 70°C. A la concentracidén indicada.
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Analisis de varianza para la concentracidon de 1 pg/mL

Leyenda:
FACTOR: Tratamiento

GL SC M Fc Pr>Fc
tratamiento 6 924.5 154.08 81.88 4.3e-10
Residuo 14 26.3 1.88
Total 20 950.8

Prueba de normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: ©0.8974 > 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos siguen una distribucidn
normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza
(centro = mediana)

Df valor F Pr(>F)
grupo 6 0.466 0.8222 > 0.05

14
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipétesis nula (Ho).
Prueba de Dunnett para comparar varios tratamientos con un
control: Nivel de confianza del 95% en términos de la familia de
pruebas.

Control: Al

Comparacion diff Iwr.ci upr.ci p-valor
B1-A1 19.05000 15.78425 22.31575 3.3e-15
Cl-A1 17.70333 14.43758 20.96908 6.3e-10
D1-Al1 19.45000 16.18425 22.71575 4.4e-15
E1-Al 19.76333 16.49758 23.02908 < 2e-16
F1-A1l 18.83333 15.56758 22.09908 3.0e-13
G1-A1 18.47000 15.20425 21.73575 1.8e-15

El p-valor < 0.05 indica que ninguno de los tratamiento es
similar al control.

Leyenda:

Al: acarbosa, B1l: agua pura a 50°C, Cl: etanol al 15% a 50°C, D1:
glicerol al 15% a 50°C, E1l; agua pura a 70°C, Fl: etanol al 15% a
70°C y G1: glicerol al 15% a 70°C. A la concentracidn indicada.
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Analisis de varianza para la concentracion de 10 ug/mL

Leyenda:
FACTOR: Tratamiento

GL SC M Fc Pr>Fc
tratamiento 6 1547 257.84 120.4 3.12e-11
Residuo 14 30 2.14
Total 20 1577

Prueba de normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: ©0.06689 > 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos siguen una distribuciodn
normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza
(centro = mediana)

Df valor F Pr(>F)
grupo 6 0.1648 0.9822 > 0.05

14
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipétesis nula (Ho).
Prueba de Dunnett para comparar varios tratamientos con un
control: Nivel de confianza del 95% en términos de la familia de
pruebas.

Control: Ale

Comparacion diff Iwr.ci upr.ci p-valor
B1o-Al0 24.55333 21.06960 28.03706 8.9e-16
Cle-Ale 24.60667 21.12294 28.09040 < 2e-16
D10-A10 23.50667 20.02294 26.99040 < 2e-16
E10-Al10 24.60667 21.12294 28.09040 < 2e-16
F10-A10 25.38667 21.90294 28.87040 < 2e-16
G10-Al0 24.24333 20.75960 27.72706 < 2e-16

El p-valor < 0.05 indica que ninguno de los tratamiento es
similar al control.

Leyenda:

Al10: acarbosa, B10: agua pura a 50°C, C10: etanol al 15% a 50°C,
D10: glicerol al 15% a 50°C, E10; agua pura a 70°C, F10: etanol
al 15% a 70°C y G10: glicerol al 15% a 70°C. A la concentraciodn
indicada.
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Analisis de varianza para la concentracion de 100 ug/mL

Leyenda:
FACTOR: Tratamiento

GL SC M Fc Pr>Fc
tratamiento 6 5697 949.4 249.5 2.07-13
Residuo 14 53 3.8
Total 20 5750

Prueba de normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: ©0.6956 > 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos siguen una distribucidn
normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza
(centro = mediana)

Df valor F Pr(>F)
grupo 6 0.5334 0.7743 > 0.05

14
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipétesis nula (Ho).
Prueba de Dunnett para comparar varios tratamientos con un
control: Nivel de confianza del 95% en términos de la familia de
pruebas.

Control: Al100

Comparacion diff Iwr.ci upr.ci p-valor
B100-A100 50.10333 45.45965 54.74702 <2e-16
C100-A100 39.24333 34.59965 43.88702 <2e-16
D100-A100 50.87000 46.22632 55.51368 <2e-16
E100-A100 39.24333 34.59965 43.88702 <2e-16
F100-A100 39.01333 32.36965 41.65702 <2e-16
G100-A100 49.77667 45.13298 54.42035 <2e-16

El p-valor < 0.05 indica que ninguno de los tratamiento es
similar al control.

Leyenda:

A100: acarbosa, B100@: agua pura a 50°C, C100: etanol al 15% a
50°C, D10@: glicerol al 15% a 50°C, E100; agua pura a 70°C, F100:
etanol al 15% a 70°C y G100: glicerol al 15% a 70°C. A la
concentracioén indicada.
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Analisis de varianza para la concentracion de 1000 pug/mL

Leyenda:
FACTOR: Tratamiento

GL SC cM Fc Pr>Fc
tratamiento 6 12583 2097 2003 <2e-16
Residuo 14 15 1
Total 20 12598

Prueba de normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: ©0.07577 > 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos siguen una distribuciodn
normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza
(centro = mediana)

Df valor F Pr(>F)
grupo 6 0.4246 0.8506 > 0.05

14
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipétesis nula (Ho).
Prueba de Dunnett para comparar varios tratamientos con un
control: Nivel de confianza del 95% en términos de la familia de
pruebas.

Control: Al000

Comparacion diff Iwr.ci upr.ci p-valor
B1000-A1000 68.55667 64.85795 72.25539 <2e-16
C1000-A1000 52.11333 48.41461 55.81205 <2e-16
D1000-A1000 74.01333 70.31461 77.71205 <2e-16
E1000-A1000 52.11333 48.41461 55.81205 <2e-16
F1000-A1000 49.31000 45.61128 53.00872 <2e-16
G1000-A1000 65.22000 61.52128 68.91872 <2e-16

El p-valor < 0.05 indica que ninguno de los tratamiento es
similar al control.

Leyenda:

A1000: acarbosa, B1000: agua pura a 50°C, C1000: etanol al 15% a
50°C, D1000: glicerol al 15% a 50°C, E1000; agua pura a 70°C,
F1000: etanol al 15% a 70°C y G1000: glicerol al 15% a 70°C. A la
concentracioén indicada.
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Anexo 41. Analisis de varianza y prueba de comparacion de medias para la capacidad de
inhibicion de a-amilasa en extractos obtenidos por extraccion asistida por ultrasonido

Analisis de varianza para la concentracion 0.1 ug/mL

Leyenda:
FACTOR: Tratamiento

GL SC M Fc Pr>Fc
tratamiento 6 225.04 37.51 10.49 0.000168
Residuo 14 50.03 3.57
Total 20 275.07

Prueba de normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: 0.9362 > 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos siguen una distribuciodn
normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza
(centro = mediana)

Df valor F Pr(>F)
grupo 6 0.4901 0.8053 > 0.065

14
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipétesis nula (Ho).
Prueba de Dunnett para comparar varios tratamientos con un
control: Nivel de confianza del 95% en términos de la familia de
pruebas.

Control: A

Comparacion diff Iwr.ci upr.ci p-valor
B-A 10.633333 6.132788 15.13388 3.3e-05
C-A 8.360000 3.859454 12.86055 0.00052
D-A 8.523333 4.022788 13.02388 0.00041
E-A 7.886667 3.386121 12.38721 0.00077
F-A 9.653333 5.152788 14.15388 0.00012
G-A 9.173333 4.672788 13.67388 0.00017

E1l p-valor < 0.05 indica que ninguno de los tratamiento es
similar al control.

Leyenda:

A: acarbosa, B: agua pura a 50°C, C: etanol al 15% a 50°C, D:
glicerol al 15% a 50°C, E; agua pura a 70°C, F: etanol al 15% a
70°C y G: glicerol al 15% a 70°C. A la concentracidén indicada.
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Analisis de varianza para la concentracion de 1 pg/mL

Leyenda:
FACTOR: Tratamiento

GL SC M Fc Pr>Fc
tratamiento 6 919.30  153.22 59.17 3.81e-09
Residuo 14 36.30 2.59
Total 20 955.60

Prueba de normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: ©.693 > 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos siguen una distribuciodn
normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza
(centro = mediana)

Df valor F Pr(>F)
grupo 6 0.2611 0.9462 > 0.05

14
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipétesis nula (Ho).
Prueba de Dunnett para comparar varios tratamientos con un
control: Nivel de confianza del 95% en términos de la familia de
pruebas.

Control: Al

Comparacion diff Iwr.ci upr.ci p-valor
B1-A1 19.66667 15.83558 23.49776 3.9%e-14
Cl-A1 18.17333 14.34224 23.00442 1.4e-11
D1-Al1 18.85333 15.02224 22.68442 1.1e-13
E1-Al 18.04000 14.20891 21.87109 1.5e-12
F1-Al 18.87333 15.04224 22.70442 7.8e-13
G1-A1 19.44667 15.61558 23.27776 1.5e-12

El p-valor < 0.05 indica que ninguno de los tratamiento es
similar al control.

Leyenda:

Al: acarbosa, B1l: agua pura a 50°C, Cl: etanol al 15% a 50°C, D1:
glicerol al 15% a 50°C, E1l; agua pura a 70°C, Fl: etanol al 15% a
70°C y G1: glicerol al 15% a 70°C. A la concentracidn indicada.
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Analisis de varianza para la concentracion de 10 ug/mL

Leyenda:
FACTOR: Tratamiento

GL SC M Fc Pr>Fc
tratamiento 6 1510.50 251.75 145.60 8.52e-12
Residuo 14 24.50 1.73
Total 20 1535.00

Prueba de normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: ©0.1639 > 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos siguen una distribuciodn
normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza
(centro = mediana)

Df valor F Pr(>F)
grupo 6 0.2611 0.9814 > 0.05

14
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipétesis nula (Ho).
Prueba de Dunnett para comparar varios tratamientos con un
control: Nivel de confianza del 95% en términos de la familia de
pruebas.

Control: Ale

Comparacion diff Iwr.ci upr.ci p-valor
B1o-Al0 24.63667 21.50599 27.76735 <2e-16
Cle-Ale 23.77333 20.64265 26.90401 <2e-16
Dl1o-A10 24.41667 21.28599 27.54735 <2e-16
E10-Al0 24.07000 20.93932 27.20068 <2e-16
F10-A10 24.13000 20.99932 27.26068 <2e-16
G10-Al0 24.32667 21.19599 27.45735 <2e-16

El p-valor < 0.05 indica que ninguno de los tratamiento es
similar al control.

Leyenda:

Al1l0Q: acarbosa, B10: agua pura a 50°C, C10: etanol al 15% a 50°C,
D10: glicerol al 15% a 50°C, E10; agua pura a 70°C, F10: etanol
al 15% a 70°C y G10: glicerol al 15% a 70°C. A la concentraciodn
indicada.
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Analisis de varianza para la concentracion de 100 ug/mL

Leyenda:
FACTOR: Tratamiento

GL SC cM Fc Pr>Fc
tratamiento 6 6240 1040 861.20 <2e-16
Residuo 14 17 1.2
Total 20 6257

Prueba de normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: ©0.2282 > 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos siguen una distribuciodn
normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza
(centro = mediana)

Df valor F Pr(>F)
grupo 6 0.1649 0.9821 > 0.065

14
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipétesis nula (Ho).
Prueba de Dunnett para comparar varios tratamientos con un
control: Nivel de confianza del 95% en términos de la familia de
pruebas.

Control: Al100

Comparacion diff Iwr.ci upr.ci p-valor
B100-A100 50.11333 47 .49716 52.72950 <2e-16
C100-A100 48.02667 45.41050 50.64284 <2e-16
D100-A100 50.71000 48.09383 53.32617 <2e-16
E100-A100 50.27667 47 .66050 52.86284 <2e-16
F100-A100 46.98667 44 .37050 49.60284 <2e-16
G100-A100 48.69333 46.07716 51.30950 <2e-16

El p-valor < 0.05 indica que ninguno de los tratamiento es
similar al control.

Leyenda:

A100: acarbosa, B100@: agua pura a 50°C, C100: etanol al 15% a
50°C, D10@: glicerol al 15% a 50°C, E100; agua pura a 70°C, F100:
etanol al 15% a 70°C y G100: glicerol al 15% a 70°C. A la
concentracién indicada.
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Analisis de varianza para la concentracion de 1000 pug/mL

Leyenda:
FACTOR: Tratamiento

GL SC cM Fc Pr>Fc
tratamiento 6 12583 2097 2003 <2e-16
Residuo 14 15 1
Total 20 12598

Prueba de normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: ©.108 > 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos siguen una distribuciodn
normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza
(centro = mediana)

Df valor F Pr(>F)
grupo 6 0.5355 0.7728 > 0.05

14
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipétesis nula (Ho).
Prueba de Dunnett para comparar varios tratamientos con un
control: Nivel de confianza del 95% en términos de la familia de
pruebas.

Control: Al000

Comparacion diff Iwr.ci upr.ci p-valor
B1000-A1000 74 .83000 72.39395 77 .26605 <2e-16
C1000-A1000 57.29333 54.85729 59.72938 <2e-16
D1000-A1000 72.21333 69.77729 74.64938 <2e-16
E1000-A1000 74.18667 71.75062 76.62271 <2e-16
F1000-A1000 55.66333 53.22729 58.09938 <2e-16
G1000-A1000 66.96667 64.53062 69.40271 <2e-16

El p-valor < 0.05 indica que ninguno de los tratamiento es
similar al control.

Leyenda:

A1000: acarbosa, B1000: agua pura a 50°C, C1000: etanol al 15% a
50°C, D1000: glicerol al 15% a 50°C, E1000; agua pura a 70°C,
F1000: etanol al 15% a 70°C y G1000: glicerol al 15% a 70°C. A la
concentracioén indicada.
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Anexo 42. Analisis de varianza y prueba de comparacion de medias para la capacidad de
inhibicién de a-glucosidasa en extractos obtenidos por extraccion por liquidos
presurizados

Andlisis de varianza para la concentracién 0.1 pg/mL

Leyenda:
FACTOR: Tratamiento

GL SC M Fc Pr>Fc
tratamiento 6 19.609 3.268 5.438 0.00431
Residuo 14 8.414 0.601
Total 20 28.023

Prueba de normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: ©0.2773 > 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos siguen una distribuciodn
normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza
(centro = mediana)

Df valor F Pr(>F)
grupo 6 0.6597 0.6831 > 0.05

14
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipdétesis nula (Ho).
Prueba de Dunnett para comparar varios tratamientos con un
control: Nivel de confianza del 95% en términos de la familia de
pruebas.

Control: A

Comparacion diff lwr.ci upr.ci p-valor
B-A 2.803333 0.9577603 4.648906 0.00280
C-A 2.153333 0.3077603 3.998906 0.01990
D-A 3.303333 1.4577603 5.148906 0.00069
E-A 2.170000 0.3244269 4.015573 0.01988
F-A 2.106667 0.2610936 3.952240 0.02292
G-A 2.543333 0.6977603 4.388906 0.00619

El p-valor < 0.05 indica que ninguno de los tratamiento es
similar al control.

Leyenda:

A: acarbosa, B: agua pura a 50°C, C: etanol al 15% a 50°C, D:
glicerol al 15% a 50°C, E; agua pura a 70°C, F: etanol al 15% a
70°C y G: glicerol al 15% a 70°C. A la concentracidén indicada.



Analisis de varianza para la concentracion de 1 pg/mL

Leyenda:
FACTOR: Tratamiento

GL SC M Fc Pr>Fc
tratamiento 6 4558 759.6 503.7 1.58e-15
Residuo 14 21 1.5
Total 20 4579

Prueba de normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: ©0.2379 > 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos siguen una distribuciodn
normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza
(centro = mediana)

Df valor F Pr(>F)
grupo 6 0.8865 0.53 > 0.65

14
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipétesis nula (Ho).
Prueba de Dunnett para comparar varios tratamientos con un
control: Nivel de confianza del 95% en términos de la familia de
pruebas.

Control: Al

Comparacion diff Iwr.ci upr.ci p-valor
B1-A1 42.20000 39.27631 45.12369 < 2e-16
Cl-A1 41.78667 38.86298 44.71036 < 2e-16
D1-Al1 41.91333 38.98964 44.83702 < 2e-16
E1-Al 42.57000 39.64631 45.49369 < 2e-16
F1-Al 41.92333 38.99964 44 .,84702 < 2e-16
G1-A1 42.18000 39.25631 45.10369 < 2e-16

El p-valor < 0.05 indica que ninguno de los tratamiento es
similar al control.

Leyenda:

Al: acarbosa, B1l: agua pura a 50°C, Cl: etanol al 15% a 50°C, D1:
glicerol al 15% a 50°C, E1l; agua pura a 70°C, Fl: etanol al 15% a
70°C y G1: glicerol al 15% a 70°C. A la concentracidn indicada.
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Analisis de varianza para la concentracion de 10 ug/mL

Leyenda:
FACTOR: Tratamiento

GL SC CM Fc Pr>Fc
tratamiento 6 7717 1286.1 854.8 < 2e-16
Residuo 14 21 1.5
Total 20 7738

Prueba de normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: ©.7709 > 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos siguen una distribuciodn
normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza
(centro = mediana)

Df valor F Pr(>F)
grupo 6 0.3014 0.9259 > 0.065

14
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipétesis nula (Ho).
Prueba de Dunnett para comparar varios tratamientos con un
control: Nivel de confianza del 95% en términos de la familia de
pruebas.

Control: Ale

Comparacion diff Iwr.ci upr.ci p-valor
B1o-Al0 53.66667 50.74644 56.58690 < 2e-16
Cle-Ale 55.55333 52.63310 58.47356 < 2e-16
D10-A10 54.95333 52.03310 57.87356 < 2e-16
El0-Al0 53.94333 51.02310 56.86356 < 2e-16
Fle-Ale 55.26667 52.34644 58.18690 < 2e-16
G10-Al0 55.11667 52.19644 58.03690 < 2e-16

El p-valor < 0.05 indica que ninguno de los tratamiento es
similar al control.

Leyenda:

Al1l0Q: acarbosa, B10: agua pura a 50°C, C10: etanol al 15% a 50°C,
D10: glicerol al 15% a 50°C, E10; agua pura a 70°C, F10: etanol
al 15% a 70°C y G10: glicerol al 15% a 70°C. A la concentraciodn
indicada.
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Analisis de varianza para la concentracion de 100 ug/mL

Leyenda:
FACTOR: Tratamiento

GL SC M Fc Pr>Fc
tratamiento 6 5697 949.4 249.5 2.07-13
Residuo 14 53 3.8
Total 20 5750

Prueba de normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: ©0.08909 > 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos siguen una distribuciodn
normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza
(centro = mediana)

Df valor F Pr(>F)
grupo 6 0.6279 0.7059 > 0.05

14
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipétesis nula (Ho).
Prueba de Dunnett para comparar varios tratamientos con un
control: Nivel de confianza del 95% en términos de la familia de
pruebas.

Control: Al100

Comparacion diff Iwr.ci upr.ci p-valor
B100-A100 54.89333 50.56266 59.22401 <2e-16
C100-A100 32.90000 28.56933 37.23067 <2e-16
D100-A100 63.72333 59.39266 68.05401 <2e-16
E100-A100 47.47667 43.14599 51.80734 <2e-16
F100-A100 21.41333 17.08266 25.74401 <2e-16
G100-A100 50.72333 46.39266 55.05401 <2e-16

El p-valor < 0.05 indica que ninguno de los tratamiento es
similar al control.

Leyenda:

A100: acarbosa, B100@: agua pura a 50°C, C100: etanol al 15% a
50°C, D10@: glicerol al 15% a 50°C, E100; agua pura a 70°C, F100:
etanol al 15% a 70°C y G100: glicerol al 15% a 70°C. A la
concentracioén indicada.
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Analisis de varianza para la concentracion de 1000 pug/mL

Leyenda:
FACTOR: Tratamiento

GL SC cM Fc Pr>Fc
tratamiento 6 13349 2225 739.5 <2e-16
Residuo 14 42 3
Total 20 13391

Prueba de normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: ©0.143 > 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos siguen una distribuciodn
normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza
(centro = mediana)

Df valor F Pr(>F)
grupo 6 1.2985 0.32 > 0.65

14
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipétesis nula (Ho).
Prueba de Dunnett para comparar varios tratamientos con un
control: Nivel de confianza del 95% en términos de la familia de
pruebas.

Control: Al000

Comparacion diff Iwr.ci upr.ci p-valor
B1000-A1000 50.016667 45.887519 54.145814  <2e-16
C1000-A1000 5.143333 1.014186 9.272481 0.0127
D1000-A1000 63.003333 58.784186 67.132481 <2e-16
E1000-A1000 46.010000 41.880852 50.139148 <2e-16
F1000-A1000 -1.590000 -5.719148 2.539148 0.7424%
G1000-A1000 43.763333 39.634186 47.892481 <2e-16

*El p-valor > 0.05 indica que el tratamiento F1000 tiene un
comportamiento similar al control.

Leyenda:

A1000: acarbosa, B1000: agua pura a 50°C, C1000: etanol al 15% a
50°C, D1000: glicerol al 15% a 50°C, E1000; agua pura a 70°C,
F1000: etanol al 15% a 70°C y G1000: glicerol al 15% a 70°C. A la
concentracioén indicada.
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Anexo 43. Analisis de varianza y prueba de comparacion de medias para la capacidad de
inhibicion de a-glucosidasa en extractos obtenidos por extraccion asistida por ultrasonido

Analisis de varianza para la concentracién 0.1 pg/mL

Leyenda:
FACTOR: Tratamiento

GL SC M Fc Pr>Fc
tratamiento 6 225.04 37.51 10.49 0.000168
Residuo 14 50.03 3.57
Total 20 275.07

Prueba de normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: 0.9362 > 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos siguen una distribuciodn
normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza
(centro = mediana)

Df valor F Pr(>F)
grupo 6 0.4901 0.8053 > 0.065

14
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipétesis nula (Ho).
Prueba de Dunnett para comparar varios tratamientos con un
control: Nivel de confianza del 95% en términos de la familia de
pruebas.

Control: A

Comparacion diff Iwr.ci upr.ci p-valor
B-A 10.633333 6.132788 15.13388 3.3e-05
C-A 8.360000 3.859454 12.86055 0.00052
D-A 8.523333 4.022788 13.02388 0.00041
E-A 7.886667 3.386121 12.38721 0.00077
F-A 9.653333 5.152788 14.15388 0.00012
G-A 9.173333 4.672788 13.67388 0.00017

E1l p-valor < 0.05 indica que ninguno de los tratamiento es
similar al control.

Leyenda:

A: acarbosa, B: agua pura a 50°C, C: etanol al 15% a 50°C, D:
glicerol al 15% a 50°C, E; agua pura a 70°C, F: etanol al 15% a
70°C y G: glicerol al 15% a 70°C. A la concentracidén indicada.
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Analisis de varianza para la concentracion de 1 pg/mL

Leyenda:
FACTOR: Tratamiento

GL SC M Fc Pr>Fc
tratamiento 6 919.30  153.22 59.17 3.81e-09
Residuo 14 36.30 2.59
Total 20 955.60

Prueba de normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: ©.693 > 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos siguen una distribuciodn
normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza
(centro = mediana)

Df valor F Pr(>F)
grupo 6 0.2611 0.9462 > 0.05

14
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipétesis nula (Ho).
Prueba de Dunnett para comparar varios tratamientos con un
control: Nivel de confianza del 95% en términos de la familia de
pruebas.

Control: Al

Comparacion diff Iwr.ci upr.ci p-valor
B1-A1 19.66667 15.83558 23.49776 3.9%e-14
Cl-A1 18.17333 14.34224 23.00442 1.4e-11
D1-Al1 18.85333 15.02224 22.68442 1.1e-13
E1-Al 18.04000 14.20891 21.87109 1.5e-12
F1-Al 18.87333 15.04224 22.70442 7.8e-13
G1-A1 19.44667 15.61558 23.27776 1.5e-12

El p-valor < 0.05 indica que ninguno de los tratamiento es
similar al control.

Leyenda:

Al: acarbosa, B1l: agua pura a 50°C, Cl: etanol al 15% a 50°C, D1:
glicerol al 15% a 50°C, E1l; agua pura a 70°C, Fl: etanol al 15% a
70°C y G1: glicerol al 15% a 70°C. A la concentracidn indicada.
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Analisis de varianza para la concentracion de 10 ug/mL

Leyenda:
FACTOR: Tratamiento

GL SC M Fc Pr>Fc
tratamiento 6 1510.50 251.75 145.60 8.52e-12
Residuo 14 24.50 1.73
Total 20 1535.00

Prueba de normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: ©0.1639 > 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos siguen una distribuciodn
normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza
(centro = mediana)

Df valor F Pr(>F)
grupo 6 0.2611 0.9814 > 0.05

14
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipétesis nula (Ho).
Prueba de Dunnett para comparar varios tratamientos con un
control: Nivel de confianza del 95% en términos de la familia de
pruebas.

Control: Ale

Comparacion diff Iwr.ci upr.ci p-valor
B1o-Al0 24.63667 21.50599 27.76735 <2e-16
Cle-Ale 23.77333 20.64265 26.90401 <2e-16
Dl1o-A10 24.41667 21.28599 27.54735 <2e-16
E10-Al0 24.07000 20.93932 27.20068 <2e-16
F10-A10 24.13000 20.99932 27.26068 <2e-16
G10-Al0 24.32667 21.19599 27.45735 <2e-16

El p-valor < 0.05 indica que ninguno de los tratamiento es
similar al control.

Leyenda:

Al1l0Q: acarbosa, B10: agua pura a 50°C, C10: etanol al 15% a 50°C,
D10: glicerol al 15% a 50°C, E10; agua pura a 70°C, F10: etanol
al 15% a 70°C y G10: glicerol al 15% a 70°C. A la concentraciodn
indicada.
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Analisis de varianza para la concentracion de 100 ug/mL

Leyenda:
FACTOR: Tratamiento

GL SC cM Fc Pr>Fc
tratamiento 6 6240 1040 861.20 <2e-16
Residuo 14 17 1.2
Total 20 6257

Prueba de normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: ©0.2282 > 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos siguen una distribuciodn
normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza
(centro = mediana)

Df valor F Pr(>F)
grupo 6 0.1649 0.9821 > 0.065

14
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipétesis nula (Ho).
Prueba de Dunnett para comparar varios tratamientos con un
control: Nivel de confianza del 95% en términos de la familia de
pruebas.

Control: Al100

Comparacion diff Iwr.ci upr.ci p-valor
B100-A100 50.11333 47 .49716 52.72950 <2e-16
C100-A100 48.02667 45.41050 50.64284 <2e-16
D100-A100 50.71000 48.09383 53.32617 <2e-16
E100-A100 50.27667 47 .66050 52.86284 <2e-16
F100-A100 46.98667 44 .37050 49.60284 <2e-16
G100-A100 48.69333 46.07716 51.30950 <2e-16

El p-valor < 0.05 indica que ninguno de los tratamiento es
similar al control.

Leyenda:

A100: acarbosa, B100@: agua pura a 50°C, C100: etanol al 15% a
50°C, D10@: glicerol al 15% a 50°C, E100; agua pura a 70°C, F100:
etanol al 15% a 70°C y G100: glicerol al 15% a 70°C. A la
concentracién indicada.
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Analisis de varianza para la concentracion de 1000 pug/mL

Leyenda:
FACTOR: Tratamiento

GL SC cM Fc Pr>Fc
tratamiento 6 12583 2097 2003 <2e-16
Residuo 14 15 1
Total 20 12598

Prueba de normalidad de residuos (Shapiro-Wilk)
p-valor: ©.108 > 0.05
Segun la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de significancia del
5%, se puede considerar que los residuos siguen una distribuciodn
normal.
Prueba de Levene para la homogeneidad de varianza
(centro = mediana)

Df valor F Pr(>F)
grupo 6 0.5355 0.7728 > 0.05

14
Segun la prueba de Levene con un nivel de significancia del 5%,
no hay evidencia para rechazar la hipétesis nula (Ho).
Prueba de Dunnett para comparar varios tratamientos con un
control: Nivel de confianza del 95% en términos de la familia de
pruebas.

Control: Al000

Comparacion diff Iwr.ci upr.ci p-valor
B1000-A1000 74 .83000 72.39395 77 .26605 <2e-16
C1000-A1000 57.29333 54.85729 59.72938 <2e-16
D1000-A1000 72.21333 69.77729 74.64938 <2e-16
E1000-A1000 74.18667 71.75062 76.62271 <2e-16
F1000-A1000 55.66333 53.22729 58.09938 <2e-16
G1000-A1000 66.96667 64.53062 69.40271 <2e-16

El p-valor < 0.05 indica que ninguno de los tratamiento es
similar al control.

Leyenda:

A1000: acarbosa, B1000: agua pura a 50°C, C1000: etanol al 15% a
50°C, D1000: glicerol al 15% a 50°C, E1000; agua pura a 70°C,
F1000: etanol al 15% a 70°C y G1000: glicerol al 15% a 70°C. A la
concentracioén indicada.
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Anexo 44. Panel fotografico

Fotografia 1.
Muestra recolectada de hojas de olivo

Fotografia 2.
Tamizado de la muestra (tamafio de particula 0,5 mm — tamiz N°35)

Fotografia 3. Fotografia 4.
Recoleccion de muestra tamizada Determinacion de humedad
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Fotografia 5.
Pesado de muestra para la extraccion

Fotografia 6.
Obtencion de extractos a partir de tecnologias alternativas de extraccion

Extraccion por liquidos presurizados Extraccion asistida por ultrasonido

Fotografia 7.
Proceso de dilucion
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Fotografia 8.
Curva de calibracion a partir de acido galico

Fotografia 9.
Analisis de polifenoles totales

Fotografia 10.
Analisis de capacidad antioxidante — Método DPPH
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Fotografia 11.
Analisis de capacidad antioxidante — Método ORAC

Fotografia 12.
Analisis para determinar el perfil de polifenoles de los diferentes extractos

Pretratamiento de los extractos (extraccion SPE)

Fotografia 13.
Analisis de la capacidad inhibitoria de enzimas relacionadas a la
diabetes mellitus tipo 2

a-amilasa a-glucosidasa
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