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Effect of three extraction methods on yield,

antioxidant activity, total phenols, and stability of
extracts from Plectranthus amboinicus leaves
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RESUMEN

Los métodos de extraccion de fitoquimicos con-
vencionales presentan bajos rendimientos o lar-
gos tiempos de proceso. El ultrasonido ofrece al-
ternativas para incrementar el rendimiento en
extractos vegetales. El objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto de tres métodos de extraccion
en rendimiento, composicion de compuestos fe-
ndlicos, actividad antioxidante y estabilidad de
extractos de hojas de Plectranthus amboinicus
oreganon). Los métodos de extraccion usados
ueron: convencional con agitacién (EC), asis-
tida con bafio de ultrasonidos (EABU) y asistida
con sonda de ultrasonido (EASU). Se uso una
proporcion 1:10 (p/v) orégano:etanol a 35 + 2 °C.
Los rendimientos se calcularon como materia
seca del extracto (% ms). Se us6 un modelo de
pseudo-segundo orden para ajustar las curvas
de extraccion experimentales de los tres méto-
dos y obtener los parametros cinéticos. Se de-
terminaron compuestos fendlicos totales (CF'T)
y actividad antioxidante (AA) mediante los mé-
todos de Folin-Ciocalteau y DPPH, respectiva-
mente. Se evaluo la estabiﬁdad del CFT y AA
durante el almacenamiento. La EASU aumentd
33.93 % el rendimiento en los extractos con res-
ecto a EC. La mayor concentracion de CFT
P < 0.05) se obtuvo mediante EABU (10.32 mg
EAG/ms) y para AA mediante EC (1943 mg
ET/g ms). El modelo cinético de pseudo-segun-
do orden ajustdo adecuadamente las cinéticas
experimentales. La constante de velocidad (k)
de CET mads alta fue de 0.016 g ms/m% EAGmin
para la EASU, siendo esta técnica la que de-
mostré una disminucion significativa de AA
con respecto al tiempo de extraccion. Los CFT
de los extractos obtenidos mediante EABU,
EASU y EC (3.7 mg EAG/g ms, 44 mg EAG/g ms
y 7.2 mg EAG/g ms, respectivamente), al igual
que la AA se mantuvieron estables y sin cam-
bios significativos (P > 0.05) durante los 34 d
de almacenamiento, mostrando nuevamente la
ventaja de utilizar la técnica extractiva de ultra-
sonidos, en funcion del tiempo.

PALABRAS CLAVE: oreganon, extraccion, acti-

vidad antioxidante, compuestos fendlicos, ren-
dimiento.

ABSTRACT

Conventional phytochemicals extraction methods
have shown low yields or very long processing
times for obtaining. The ultrasound offers alter-
natives to increase the yields of plant extracts.
The objective of this work was to evaluate the
effect of three extraction methods on the yield,
phenolic compound composition, antioxidant
activity and stability of Plectranthus amboinicus
(oregano) leaf extracts. The extraction methods
used were: conventional heat-assisted extraction
(CE), ultrasound water bath assisted (UBAE) and
ultrasound probe assisted extraction (UPAE). A
1:10 (w/v) oregano:ethanol ratio was used at
35 + 2 °C. Yields were calculated as extract dry
matter (% ms). A pseudo-second-order model was
used to fit the experimental extraction curves
of the three methods and obtain the kinetic pa-
rameters. Total phenolic compounds (TPC) and
antioxidant activity éAA) were determined by
Folin-Ciocal-teau and DPPH methods, respec-
tively. The stability of TPC and AA was eva-
luated during storage. UPAE increased 33.93 %
yield in extracts concerning CE. The highest
concentration of CFT (P < 0.05) was obtai-ned
by UBAE (10.32 mg EAG/ms) and for AA by CE
(1943 mg ET/g ms). The pseudo-second-order
kinetic model adequately fitted the experimen-
tal kinetics. The highest TPC rate constant (k)
was 0.016 g ms/mg EAGmin, for UPAE, this
technique being the one that demonstrated a
significant decrease in AA with respect to ex-
traction time. The TPC of the extracts obtained
by UBAE, UPAE and CE (37 mg EAG/g dms,
44 mg EAG/g dms and 7.2 mg EAG/g ms, res-
pectivelifl), as well as the AA remained stable
and without significant changes (P > 0.05) du-
ring the 34 d of storage, again showing the ad-
vantage of using the ultrasound extractive tech-
nique, as a function of time.

KEYWORDS: oreganon, extraction, antioxidant
activity, phenolic compounds, yield.
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INTRODUCCION

El oregandn (Plectranthus amboinicus (Lour.)
Spreng.) es una planta suculenta, aromatica,
perenne, que se encuentra en regiones tropi-
cales y subtropicales, con origen en Asia y
Africa (Prasad y col., 2020). El oreganén se
ha usado de forma tradicional como aroma-
tizante, condimento y conservador natural de
alimentos debido a su contenido nutricional,
intenso olor y sabor (Silalahi, 2018). También
se le han conferido propiedades antioxidan-
tes, terapéuticas para el tratamiento de infec-
ciones microbianas, antitusivas, nutritivas y
antisépticas (Kumar y col, 2020). En sus ho-
jas se han identificado diversos compuestos
fendlicos, metabolitos secundarios resultantes
del metabolismo basal de las plantas (Gordo,
2018); los mas importantes son los flavonoi-
des: salvigenina, quercetina, apigenina, luteoli-
na, eriodictiol y taxifolina (Menéndez y Pavon,
1999).

En México, son escasas las investigaciones
donde se determinen los compuestos fendli-
cos y capacidad antioxidante de Plectranthus
amboinicus. En la mayoria se han determi-
nado el contenido de vitaminas como tiami-
na, riboflavina y acido ascorbico, asi como los
terpenos cariofileno, humuleno, camfor y li-
moneno. Entre los trabajos mas destacados
se encuentra el de Morton (1992), quien re-
porté especies de P amboinicus en la ciudad
de México y analizd su contenido fitoquimi-
co; y, posteriormente, el de Bafiuelos-Hernan-
dez y col. (2020), quienes colectaron especies
en México e identificaron sus compuestos por
espectrometria de masas.

Los antioxidantes son sustancias quimicas
que se caracterizan por impedir o retrasar el
deterioro oxidativo que afecta a las células
(Vilaplana, 2007). Moléculas con propieda-
des antioxidantes, presentes en extractos de
algunas hojas como Murtilla, pueden ubicar-
se en las membranas que rodean las célu-
las, perturbar su estructura, y afectar el flujo
de entrada al interior, entre ellos el paso de
radicales libres (Avello y Suwalsky, 2006). La
actividad antioxidante (AA) es la capacidad de
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un compuesto para reducir un radical, el cual
acepta un electron o atomo no apareado de
hidrégeno donado por el sustrato; en dicho
mecanismo el antioxidante presente en la cé-
lula anula la reactividad de la sustancia oxi-
dativa y/o inhibe la generacion de radicales li-
bres (Agusti y col., 2014; Galiano, 2019).

Koztowska y col. (2021), evaluaron el conte-
nido de compuestos fendlicos totales (CFT)
de hojas secas y frescas de oreganodn, usando
etanol como solvente, y encontraron que ya
deshidratadas cuentan con una mayor concen-
tracion de compuestos fendlicos que frescas.
Este incremento de CFT durante el secado,
considerando el aumento de temperatura, es
controversial; algunos autores han encontrado
disminucién (Kulbat-Warycha y col., 2022), sin
embargo, otros como Koztowska y col. (2021)
e Isah (2019), indicaron que el aumento de
los CFT en las hojas deshidratadas puede ser
atribuido a tres mecanismos: 1) repuesta al
estrés debido al incremento de la tempera-
tura, donde la planta sintetiza estos metabo-
litos secundarios; 2) ruptura de paredes ve-
getales y liberacion de compuestos bioactivos
al medio extracelular; y 3) inactivacion de
enzimas que degradan los fitoquimicos y por
ende, durante largos procesos de almacena-
miento, las hojas que reciben tratamiento in-
crementan la concentraciéon de CFT. Por otra
parte, Patel y col. (2010) evaluaron la AA de
extractos acuosos y etanolicos de P. amboini-
cus, siendo este ultimo el que mostré una ma-
yor concentraciéon de compuestos con AA en
comparacion con el extracto acuoso.

Los compuestos bioactivos de plantas pue-
den ser extraidos por distintos métodos, con-
diciones y tratamientos del material vegetal,
previo al proceso de extraccion, con la fina-
lidad de incrementar su concentracion. Bhave
y Dasgupta (2018), concluyeron que someter
P amboinicus a temperaturas por encima de
60 °C aumenta la composicién de compues-
tos fenolicos y directamente la AA, siempre
que esta propiedad esté directamente rela-
cionada con la presencia de dichos fenoles. Por
lo tanto, usar el método de secado como un
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proceso previo a la extraccidon de las hojas de
P amboinicus puede favorecer la concentra-
cion de compuestos fendlicos y aumentar los
rendimientos en el extracto (Pashazadeh y col,
2021).

En la seleccidn de un solvente de extraccion
es importante considerar, la polaridad, selec-
tividad, seguridad, costo, reactividad, recupe-
racidn, viscosidad y temperatura de ebullicion
del mismo (Abubakar y Haque, 2020). El eta-
nol es quizd el solvente polar mas utilizado,
ya que puede extraer metabolitos secundarios
importantes a fines a su polaridad, es de baja
toxicidad y se recupera facilmente (Kulbat-
Warychay col., 2022).

La extraccién convencional (EC), es un pro-
ceso de separacion de uno o mds componen-
tes en el seno de una mezcla, por la accion
de un solvente. Se basa en fendmenos de
transferencia de masa y esta en funcion de las
diferencias de solubilidad de los solutos (Lo-
pez y col, 2005). La EC consta de tres eta-
pas: 1) la introduccién del disolvente en el
solido para solubilizar los solutos; 2) despla-
zamiento de la disolucidon obtenida a la super-
ficie del solido; y 3) distribuciéon de la disolu-
cion en el disolvente (Ramirez-Reyes y col.,
2015).

Trabajos de EC con P. amboinicus, usando
distintos solventes como agua, etanol o hexa-
no, reportan rendimientos variables, en fun-
cion a las diferencias de polaridad. Matias y
col. (2019), reportaron que el uso de meta-
nol logra un mayor rendimiento que los sol-
ventes acuosos, lo cual se puede deber a la
capacidad del alcohol para romper la célu-
la de la pared vegetal con mayor eficacia.
Por otro lado, Wibisono y col. (2019) realiza-
ron extractos de oreganon mediante EC, usan-
do agitacién y los solventes etanol, agua-he-
xano y etanol-agua, siendo esta ultima com-
binacion, con la que se obtuvo mayor rendi-
miento. Resultados como éste demuestran
que la implementacion de agitacion mecanica
en la EC, permite mejores rendimientos y
calidad del extracto, en comparacion con la

técnica convencional de percolacion (Acosta-
Martinez y col.,, 2021).

La extraccion asistida por ultrasonido (EAU)
es un método amigable con el ambiente, por
la disminucion de los residuos. Ofrece alta
productividad, facilidad de uso y disminucion
en el consumo de energia (Singh-Sengar y
col., 2020). La aplicacion de ultrasonidos de
potencia, en los procesos extractivos, inten-
sifica la velocidad de transferencia de masa,
debido a que las burbujas de cavitacion, que
implosionan sobre la superficie del solido,
generan rupturas de las células vegetales, lo
que facilita el desplazamiento del disolvente
en el solido y la disolucion del soluto de
interés; finalmente, mediante el fendmeno de
capilaridad emerge la disolucion al medio de
extraccion (Corona-Jiménez y col, 2016; Ga-
liano, 2019; Bhagya y Dash, 2020).

Muhamad y Mat (2018), realizaron la extrac-
cion asistida con bafio de ultrasonidos (EABU)
de hojas de P amboinicus, en etanol como sol-
vente, con el cual obtuvieron mayor conteni-
do fendlico y AA, en contraste con los valo-
res obtenidos usando agua y acetato de etilo.
Asimismo, Tungmunnithum y col. (2019) lle-
varon a cabo la extraccion del acido rosma-
rinico, presente en P. scutellarioides, y repor-
taron mayor concentracion usando etanol, en
comparacion a otros solventes evaluados.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efec-
to de tres métodos de extraccidon en el rendi-
miento, composicion de compuestos fendlicos,
actividad antioxidante y estabilidad durante el
almacenamiento de extractos de hojas de ore-
ganon.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion del material vegetal

Las hojas de oreganon (P. amboinicus) fueron
colectadas manualmente durante los meses de
mayo y junio de 2022, en huertos de traspatio,
en municipios de Veracruz, México: Jamapa,
Manlio Fabio Altamirano, Medellin, Paso de Ove-
jas y Veracruz, con temperaturas maximas de
32 °C y minimas de 25 °C (estacién meteorolo-
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gica del Colegio de Postgraduados, Campus Ve-
racruz). Las hojas maduras, las cuales presen-
tan una mayor concentracion de metaboli-
tos, fueron seleccionadas de acuerdo a su lar-
go (Sabra y col, 2018), se lavaron con agua
corriente y escurrieron un dia antes de su
procesamiento, a fin de garantizar la ausen-
cia de agua sobre la superficie de la hoja.
Posteriormente, se secaron de acuerdo a la
metodologia propuesta por Pashazadeh y col.
(2021), usando un secador de bandejas (Mar-
ca Glint, Mod-041, Veracruz, México) con con-
trol de temperatura del aire a 60 + 2 °C. El
tiempo de secado fue de 4 h para alcanzar
una actividad de agua en las hojas a_ < 04,
dicha variable se midié mediante un higrome-
tro de rocio (Marca Aqualab, Modelo CX-2, De-
cagon Devices Inc., Washington, Estados Uni-
dos). Las hojas deshidratadas fueron molidas
en un molino de tejido vegetal Wiley (Marca
Thomas Scientific, Modelo 3383-L70, New Jer-
sey, Estados Unidos) con una malla 20, a fin
de disminuir el tamafio de particula y au-
mentar el area de contacto entre el solido y el
solvente. El producto resultante se almacend
en bolsas Ziploc®, envueltas en papel alumi-
nio, con el propdsito de protegerlas de la luz
durante 3 d/4 °C, previo al proceso de extrac-
cion.

Produccion de extractos

Se mezclaron 10 g de hojas de P amboinicus
deshidratadas y molidas con 100 mL de eta-
nol (proporcién 1:10 p/v), en matraces de
125 mL con tapa, envueltos de papel alumi-
nio, a 35 + 2 °C. Se utilizaron tres métodos de
extraccion por triplicado: EC, EABU y EASU.

La EC se realizé de acuerdo a la metodologia
propuesta por Ramirez-Reyes y col. (2015). Los
matraces se colocaron con agitacién usando
un agitador orbital (Marca Thermo Scientific,
Modelo Max@Q 4450, Ohio, Estados Unidos) a
175 rpm, durante 9 d y con 2 recambios de
solvente cada 3 d.

La EABU se llevd a cabo en un bafio soni-

cador (Marca Bransonic®, Modelo CPXH 3800,
Branson, Connecticut, Estados Unidos) a 40 kHz
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por 60 min (Galiano, 2019). Se recambid el sol-
vente en su totalidad cada 10 min (6 recam-
bios) a fin de realizar una extraccion exhaus-
tiva.

La extraccion asistida con sonda de ultraso-
nido (EASU) se realizé en un sonicador digi-
tal (Marca Sonifier® Branson, Modelo 450 Cell
Disruptor, Connecticut, Estados Unidos) por
15 min, empleando una sonda de titanio de un
diametro de 127 mm y una amplitud de 50 %,
de acuerdo con la metodologia propuesta por
Corona-Jiménez y col. (2016). El recambio de
solvente se realizé cada 2.5 min (6 recambios).

En ambos métodos de extraccion asistidos
con ultrasonidos, el calor generado fue disipa-
do sumergiendo los matraces en un bafo de
agua con acumuladores rellenos de un refri-
gerante.

Rendimiento de extraccion

Se determiné con base al porcentaje de sdlidos
extraidos (Benitez y col., 2019) y se expresd
como porcentaje, considerando g de extracto/g
de oreganon seco (ms) de acuerdo a la Ecua-
cién 1:

Ecuaciéon 1

Wi—Ws

% R =
%o W,

10

Donde:

% R = porcentaje de rendimiento.
W. = peso inicial del soluto.

W, = peso final del soluto.

Determinacion de compuestos fendlicos tota-
les

El analisis CFT se determind por el método
Folin-Ciocalteau descrito por Palomino y col.
(2009). Se mezclaron 1 680 pL de agua des-
tilada, 100 pL de reactivo Folin-Ciocalteau
y una muestra de 20 pL de extracto etandli-
co, usando un vértex (Marca D-LAB, Modelo
MX-S, Beijing, China) y se dejé reposar la
mezcla por 5 min. Posteriormente, se afiadid
una solucion de Na,CO, al 20 % (p/p), se
homogeneizé por 10 s y se incubd por 2 h a
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temperatura de 35 + 2 °C. Las mezclas se
analizaron en un espectrofotometro UV-Vis
(Genesys™ 10S, Thermo Scientific, Wisconsin,
Estados Unidos) a 760 nm, para obtener la
absorbancia y calcular la concentracion de
CFT a partir de la curva de calibracion, que
se realizd usando diferentes diluciones de aci-
do galico, a fin de conocer el coeficiente de co-
rrelacidn, pendiente e intercepto. Los analisis de
los extractos se llevaron a cabo usando dilu-
ciones (1.0 mg/mL, 0.80 mg/mL, 0.60 mg/mlL,
040mg/mL,0.20mg/mL,0.1mg/mLy0.05mg/mL)
a partir de una solucién madre de acido gali-
co (1 mg/mL). Los resultados se expresaron
en mg de equivalente de 4cido galico (mg EAG)
por gramo de muestra seca (g ms).

Actividad antioxidante

El andlisis de la AA se determind por el mé-
todo de solucion de radicales libres 1,1-dife-
nil-2-picril-hidrazilo (DPPH) descrita por Vas-
co y col. (2008). Se realizd una solucién me-
tandlica madre de DPPH (25 mg/mL) y se di-
luyo hasta una absorbancia cercana a 0.800;
3.9 mL de esta dilucion se mezclaron con
0.1 mL de extracto y se incubaron en la oscu-
ridad por 90 min a temperatura de 35 + 2 °C.
Transcurrido el tiempo, se leyeron las mezclas
en un espectrofotometro UV-Vis (Marca Ge-
nesys™, Modelo 10S, Thermo Scientific, Wis-
consin, Estados Unidos) a 517 nm.

La curva de calibracién se realizé a partir de
una solucion madre de Trolox (1 mg/mL) con
etanol a diferentes concentraciones (0.01 mg/
ml, 0.025 mg/mL, 0.05 mg/mL, 0.1 mg/mL y
0.2 mg/mL). Los resultados se expresaron co-
mo mg de equivalente de Trolox por gramo
de muestra seca (mg ET/g ms).

Vida de almacenamiento

La vida util de los extractos, almacenados a
4 °C, se midié en funcién de la concentracién
de CFT (Método Folin-Ciocalteau) y la AA
usando el método DPPH (descritos previamen-
te). Se analizaron tres muestras de cada tipo
de extracto cada 4 d/36 d. Se almacenaron
tres muestras, por cada tipo de método de
extraccion, en matraces forrados con papel

aluminio en una gaveta a 4 °C y protegidos
de la luz. Los analisis de los extractos se rea-
lizaron por triplicado.

Modelizacion de las cinéticas de extraccion

La velocidad del proceso de extraccion se ana-
lizé de acuerdo a la concentracion de los CFT
y AA de los extractos, en funcion del tiempo
de proceso. La tasa de velocidad (k) y la con-
centracion de saturacion del soluto en el sol-
vente (Cs) se obtuvo mediante el modelo ci-
nético propuesto por Bhagya y Dash (2020), el
cual se presenta en la Ecuacion 2:

Y

dt

Donde:

C, = concentracién de compuesto en el extrac-
to en un tiempo (t) determinado (mg EAG/g ms)
6 (mg ET/g ms).

C, = concentracién de saturacién del compo-
nente quimico en la fase liquida (mg EAG/g ms)
6 (mg ET/g ms).

k = constante de velocidad del modelo de pseu-
do segundo orden; bajo las condiciones frontera:
C,=0ent=0;C =C ent=t(gms/mg EAGmin) ¢
(g ms/mg ET-min).

= k(CS — Ct)z Ecuacién 2

La ecuacion anterior puede transformarse en la

Ecuacién 3:
C2kt
Ct — 1+ Cskt Ecuacién 3

La cual se puede simplificar en forma lineal en
las Ecuaciones 4 y 5:

t _ 1 t
C_s o kCSZ + C_s Ecuacion 4
t t t
C_ = ﬁ + C_ Ecuacién 5
S S

Donde:
h = tasa de extraccion inicial cuando t = 0, la cual
es producto deky C2.
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Analisis estadistico

El analisis de los datos se llevd a cabo median-
te un analisis de varianza (ANOVA) completa-
mente al azar, usando el programa SAS® (Sta-
tistical Analysis System) version 9.0, para ca-
da tipo de variable: rendimiento de extraccion,
CFT y AA de los extractos.

Los parametros estadisticos para evaluar la
bondad del ajuste entre los datos experimen-
tales y los predichos por el modelo cinético,
para cada curva experimental de CFT y AA,
fueron: cuadrado medio del error (MSE, por
sus siglas en inglés: mean-square error), raiz
cuadrada del cuadrado medio del error (RMSE,
por sus siglas en inglés: root-mean-square
error) y el coeficiente de determinacion (R?),
calculados de acuerdo a Bhagya y Dash, (2020)
mediante las ecuaciones 6, 7 y 8, respectiva-
mente, para CFT y las ecuaciones 9, 10 y 11 pa-
ra obtener los parametros estadisticos del ajus-
te de la AA:

n
1
MSE pr = ;Z(CFTmod — CFT,yp) Ecuacién6
i=1

2?:1(CFTmod - CFTe
n

) Ecuacién 7

RMSECFT = \/

?=1(CFTmod - CFTexp)

Répr =1-
CFT " (CFTy — CFToyp)

Ecuacién 8

n
1
MSE y = ;Z(AAmod — AAexp)  Ecuacién9
=1

n (44 — AA
RMSEAA:\[ iz m‘: exp) Ecuacion 10

?:1(AAmod - AAexp )

Ria=1-
44 ?:1(AAm - AAexp)

Ecuacion 11

Donde:

CFTmod = valor de CF'T predicho por el mode-
lo.

CFTexp =valor de CF'T experimental.

CFTm =valor medio de CFT.

AAmod =valor de AA predicho por el modelo.
AAexp =valor de AA experimental.

AAm =valor medio de AA.

n = numero de datos experimentales.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion del rendimiento de extraccion
El rendimiento mas alto fue el obtenido me-
diante EASU (20.58 %) (P < 0.05), que repre-
sento un 39.33 % mas que el de EC (Figura 1);
y aunque la EABU obtuvo menor rendimiento
(1011 %), su tiempo de proceso fue 216 veces
menor que el de la EC (60 min vs 216 h) (Fi-
gura 2). Estos resultados pueden ser explica-
dos debido a los mecanismos involucrados en
la aplicacién de ultrasonidos de potencia. En
ambos métodos se generan ondas ultrasdnicas
que viajan a través del medio conductor (sol-
vente) provocando el fendmeno denominado
cavitacion, que genera burbujas que se impac-
tan y/o crean presion sobre la superficie del
solido, produciendo erosion, cizallamiento y fi-
suras finas en los tejidos de la matriz vegetal,
lo cual permite que el solvente ingrese mas
facilmente al interior del producto y favorece
la liberacion de sustancias intracelulares en
el solvente. Ambas acciones intensifican los fe-
nomenos de trasferencia de masa que se llevan
a cabo durante el proceso de extraccion soli-
do-liquido, y con ello, un mayor rendimiento
en solutos (peso seco) en el solvente (Kulbat-
Warycha y col, 2022). Por su parte, la sonda
de ultrasonidos permite la generacion de una
mayor turbulencia del medio donde se difun-
den, por lo que minimiza la resistencia al fe-
némeno de transferencia en la interfase (Az-
wanida, 2015; Nurafifah y col., 2018), facilitan-
do el proceso de extraccién.

Se han reportado valores similares a los de es-
te estudio en extractos etandlicos de hojas de
P amboinicus, mediante extraccion por mace-
racion. Rivas-Pérez y col. (2017), documentaron
valores en un intervalo entre el 15 % a 20 %
mediante maceracidon pasiva, en una relacidén
1:10; y Koztowska y col. (2021) alcanzaron un
rendimiento de 21.97 %, usando extraccidén con-
vencional con agitacién. Por otra parte, Patel
y col. (2010), obtuvieron valores de rendimien-
to del 18.10 % usando agua como solvente de
extraccion y, recientemente, Kulbat-Warycha
y col. (2022) realizaron la extraccion asistida
con ultrasonidos de Pectranthus barbatus en una
combinacién agua-etanol como solvente y en-
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contraron rendimientos de extraccién en un
intervalo de 2441 % a 36.36 %, lo cual refle-
ja que, el uso de un solvente binario, agua-
etanol, repercutio positivamente en el rendi-
miento de la extraccion. Esto se debe a la con-
centracion de compuestos polares y apolares
presentes en el material vegetal, que tendran
mayor afinidad con un solvente u otro, lo que
se vera reflejado en el resultado de materia se-
ca (Wibisono y col., 2019).

Determinacion de compuestos fenolicos y ac-
tividad antioxidante

La Figura 2 muestra que la concentracién ma-
xima de CFT alcanzada por los tres métodos
de extraccidon fue superior a 10 mg EAG/g ms
alcanzando el valor maximo de la extraccion
con EABU (10.32 mg EAG/g ms). Estas grafi-
cas presentan la suma acumulada a través de
los diferentes recambios utilizados. El méto-
do de extraccién no afectd significativamente
(P < 0.05) la cantidad maxima de fenoles ex-
traidos, pero redujo los tiempos de proceso
mediante ultrasonidos de potencia para alcan-
zar esta cifra. No obstante, se incrementd la
cantidad de solvente utilizado, de 300 mL en
las muestras tratadas por EC a 700 mL en los

procesos con ultrasonido. Cabe mencionar que
al final del proceso los solventes fueron recu-
perados.

Respecto a la presencia de CFT en extractos
etandlicos de P. amboinicus, algunos autores
han reportado concentraciones cercanas a las de
este estudio: Patel y col. (2010) encontraron una
concentracion maxima de 11.6 mg EAG/g ms,
usando hojas de P. amboinicus en varios sol-
ventes (éter de petrdleo, cloroformo, etanol y
agua) mediante una maceracion fria; Koztows-
ka y col. (2021) obtuvieron un valor promedio
de 14.677 mg EAG/g ms. En contraste, El-hawa-
ry y col. (2012) reportaron un valor promedio
de 84 mg EAG/g ms, el cual es mas bajo que
los resultados de esta investigacién. Otros auto-
res documentaron concentraciones promedio de
CFT mas elevadas. Nguyen y col. (2020) obtu-
vieron 26.84 mg EAG/g ms, usando maceracion
con etanol como solvente; en tanto que, Shub-
ha y Bhatt (2015) reportaron una concentra-
cion 11 veces mas elevada (313 mg EAG/g ms),
empleando hojas de P. amboinicus, en agua, con
una relacion 1:10, usando el proceso de extrac-
cion por hidrodestilacién durante 1 h a 90 °C.
Recientemente, Koztowska y col. (2021) do-
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Figure 2. Kinetics of total phenolic compounds (TPC) obtained by Folin-Ciocalteau method of
P. amboinicus extracts, according to extraction method: CE, UBAE and UPAE. ® Mean values of

experimental data, = data fitted by the model.

cumentaron una concentracion promedio de
14677 mg EAG/g, empleando hojas de P. am-
boinicus en etanol al 70 % como solvente, con
una relacion 1:15 durante 10 h a 45 °C, me-
diante decoccién. Estas diferencias pueden es-
tar atribuidas a los tipos y condiciones de ex-
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traccion empleados por cada autor. Como se ha
reportado en otros estudios (Patel y col., 2010;
Wibisono y col., 2019), el agua ha mostrado
una mayor afinidad con los compuestos fe-
nodlicos presentes en P. amboinicus y en par-
ticular, el vapor de agua, favorece transferen-
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cia de masa y de solutos (Moreno y col., 2010).
Otros factores que afectan el contenido de
CFT (aumentando o disminuyendo su concen-
tracién) son las condiciones edafoclimaticas
donde crece P amboinicus, como la calidad
de suelo, disponibilidad de agua y condicio-
nes de estrés a las que fue sometida la plan-
ta y, finalmente, la capacidad de adaptacion
de la especie y su componente genético (Ku-
mar y col.,, 2019).

Respecto a la AA de los extractos, el valor
mas alto (P < 0.05) obtenido fue en la EC, con
una concentracion de 1943 + 0.05 mg ET/g ms
(Figura 3), sin embargo, el tiempo requerido
para obtener esa cantidad de compuestos con
AA fue de 168 h; por otra parte, usando ultra-
sonidos de potencia se alcanzaron los valores
maximos de AA de 1845 + 042 mg ET/g ms
y de 1715 + 0.23 mg ET/g ms, obtenidos por
EABU (10 min) y EASU (2.5 min), respectiva-
mente. Otros autores que han analizado la AA
de extractos de P. amboinicus han sido Rivas-
Pérez y col. (2017), quienes reportaron valores
de AA entre 04 mg ET/g ms y 0.5 mg ET/g ms
en extractos obtenidos mediante maceracion
pasiva; Samad y col. (2019) alcanzaron valores
de 548 + 077 mg ET/g ms mediante el uso
de extraccion asistida con ultrasonidos; y Koz-
towska y col. (2021) documentaron valores de
491 mg ET/g ms. Todos los valores de AA
antes citados son muy bajos, en comparacion
a los resultados encontrados en el presente
trabajo, lo que puede deberse a que en esta
investigacion se llevd a cabo un proceso de
extraccion exhaustiva con recambio del sol-
vente, para los tres métodos de extraccion,
lo que favorece el fenomeno de transferencia
de masa debido al incremento del gradiente
de concentracion y la baja saturacion del sol-
vente. Por ello, la relevancia de dicha practi-
ca durante el proceso de extraccidén. Por otra
parte, Muhamad y Mat (2019) reportaron valo-
res de 1955 mg ET/g ms, 2741 mg ET/g ms y
48.08 mg ET/g ms para el proceso de extrac-
cion mediante EABU a 30 °C, 60 °C y 120 °C,
respectivamente, en los extractos de hojas de
P amboinicus. Dicha diferencia demuestra que
las condiciones de proceso, particularmente la

temperatura, puede favorecer la extraccion de
algunos compuestos con AA. El efecto posi-
tivo de la temperatura es debido a la mayor
difusividad del solvente dentro de la matriz
vegetal principalmente por variaciones de di-
ferentes propiedades como viscosidad, tensién
superficial y solubilidad del medio (Bhagya y
Dash, 2020). Un dato interesante que se ob-
servd en los procesos de extraccion asistida
con ultrasonidos en la presente investigacion,
fue la disminucion de la AA con respecto
al tiempo (Figura 3); algunos autores como
M'hiri y col. (2015), reportaron una disminu-
cion de la AA del extracto de cdscaras de na-
ranja, atribuido a que el uso prolongado de
ultrasonido pudo inducir la formacién de ra-
dicales libres en el medio liquido, que condu-
jeran a reacciones sonoquimicas, provocando
oxidacién y degradacidon de los compuestos y
a la formacién de especies reactivas de oxi-
geno y radicales libres, debido al fenomeno de
cavitacion.

Analisis de almacenamiento de los extractos
de P.amboinicus

El andlisis de la vida util de los extractos se
establecid mediante la evaluacion de la con-
centracion de CFT (Figura 4) y la evolucidn
de la AA (Figura 5) con respecto al tiempo
de almacenamiento a 4 °C. Los valores de CFT
de los extractos obtenidos mediante EABU,
EASU y EC (con valores iniciales de 3.7 mg
EAG/g ms, 44 mg EAG/g ms y 7.2 mg EAG/g
ms, respectivamente), se mantuvieron estables
y sin cambios significativos (P > 0.05) hasta
el final del almacenamiento durante 34 d. Los
valores de AA también se mantuvieron esta-
bles (P > 0.05) en funcidn del tiempo. La esta-
bilidad de los CFT se ha observado en extrac-
tos liquidos de Solanum tuberosum, donde se
mostro que los compuestos bioactivos se man-
tienen estables en condiciones de almacena-
miento a 4 °C y en oscuridad (Ercoli y col.,
2021). La estabilidad dependera en principio
de las condiciones del proceso, ya que el em-
pleo de temperaturas superiores a la ambien-
tal, durante la extraccion, puede favorecer la
inactivacidén enzimatica, causantes de la de-
gradacion de metabolitos secundarios durante
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B Figura 3. Cinéticas de actividad antioxidante (AA) obtenida por el método DPPH, de extractos de
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Figure 3. Kinetics of antioxidant activity (AA) obtained by the DPPH method, from P. amboinicus
extracts, depending on the extraction method: CE, UBAE and UPAE. ® Mean values of experimental

data, == data fitted by the model.

la fase de almacenamiento (Isah, 2019). Por
otra parte, algunos autores han revelado que
el uso de ultrasonidos contribuye a mejorar
la estabilidad de almacenamiento de jugos, en
funcidén al contenido de metabolitos, con res-
pecto a los tratamientos térmicos. Este com-
portamiento es atribuido probablemente a la
eliminacion del oxigeno ocluido del medio li-
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quido, manteniendo la concentracion de meta-
bolitos y algunas vitaminas contenidas en la
fruta naturalmente (Ruiz-de-Anda y col.,, 2019).

Analisis de los parametros cinéticos del pro-
ceso de extraccion

La velocidad de extraccion de cada método
fue evaluada a través de la concentracion de
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Figure 4. Evolution of total phenolic compounds (TPC) obtained by the Folin-Ciocalteau method,
from P. amboinicus extracts stored at 4 °C, depending on the extraction method: CE (=), UBAE (-—)
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Figure 5. Evolution of the antioxidant activity (AA) obtained by the DPPH method, of P. amboini-
cus extracts stored at 4 °C. depending on the extraction method: CE (=), UBAE (—) and UPAE (—).
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saturacion (Cs) y la constante de velocidad (k).
La Tabla 1 muestra los resultados de cada pa-
rametro cinético, de acuerdo a los métodos ex-
tractivos evaluados y los parametros estadis-
ticos (RMSE y R?) obtenidos para evaluar la
bondad del ajuste del modelo cinético de pseu-
do-segundo orden, de las curvas experimenta-
les de CFT y AA. En su interpretacion es im-
portante considerar que, los procesos asistidos
con ultrasonido consideraron un mayor nume-
ro de intercambios y volumen de solvente, adi-
cional al efecto del método sdnico.

Los valores de Cs y k, del CFT, en el extrac-
to de P. amboinicus, fueron mayores para la
extraccion asistida con sonda de ultrasonidos
(Tabla 1).

La concentracion de saturacion indica el mo-
mento en el cual el solvente ha llegado a alcan-
zar su capacidad maxima de extraccion. La Cs
mas alta se alcanzd con la EASU (12.37 mg
EAG/g ms), seguida de la EABU (12.34 mg
EAG/g ms) y de la EC (12.04 mg EAG/g ms).
En este mismo sentido, los valores de Cs,
de la curva de AA (Tabla 1), oscilaron entre

13717 mg ET/g ms para la EASU y 19.5631
mg ET/g ms para EC. Estos valores son mas
altos comparados con los valores de Cs alcan-
zados para extraccién de fitoquimicos repor-
tados por Bhagya y col. (2020) que varian en-
tre 9.35 mg EAG/g ms a 9.62 mg EAG/g ms du-
rante el proceso de extraccidon con cascara de
pitahaya.

El efecto provocado por el uso de ultrasoni-
dos, en el incremento de la Cs, durante la ex-
traccion ha sido ampliamente observado por
otros autores. Pingret y col. (2012), evaluaron
la extraccién de compuestos fenolicos de la
pulpa de manzana mediante ultrasonidos de
potencia en un tanque piloto de extraccion de
30 L, acoplado a una salida de ultrasonido cua-
druple de 25 kHz y 200 W, misma potencia de
la sonda de ultrasonidos usada en la presen-
te investigacion. Los resultados mostraron un
rendimiento de extraccion 15 % mas alto que
el obtenido por EC, lo cual fue atribuido a una
mayor velocidad en los fendmenos de trans-
porte debido a la ruptura de la pared celular
de las células vegetales, con el consiguiente
aumento de la penetracion del disolvente.

W Tabla 1. Parametros del modelo de pseudo segundo orden para las cinéticas de compuestos fendli-
cos totales y actividad antioxidante de extractos obtenidos por EC, EABU y EASU.
Table 1. Parameters of the pseudo second order model for the kinetics of total phenolic compounds
and antioxidant activity of extracts obtained by CE, UBAE and UPAE.

Compuestos fendlicos totales (CFT)
Tipo de . g
extraccion S 2
gms/mg EAG-min | gms/mgEAG-min A =
EC 12.048 0.002 0.119 0.998
EABU 12.346 0.005 0.110 0.997
EASU 12.376 0.016 0.145 0.996
Actividad antioxidante (AA)
Cs k o
gms/mgET-min gms/mgET-min N e
EC 19.531 0.003 0.516 0.967
EABU 16.892 -0.045 0.120 0.995
EASU 13.717 -0.146 0.117 0.999

EC = Extraccion convencional, EABU = Extraccién asistida con bafio de ultrasonidos, EASU = Extraccién asistida con

sonda de ultrasonidos.
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La diferencia entre las Cs en ambos métodos
ultrasénicos empleados en esta investigacion,
radica en que, el bafio de ultrasonido funcio-
na generalmente a una sola frecuencia entre
20 kHz o 40 kHz y la difusién de las ondas
ultrasénicas son menos eficientes, porque se
hace de forma indirecta en el medio de di-
fusion. Por otro lado, en los sistemas de ex-
traccion por ultrasonido acoplado a una son-
da, existe un contacto directo entre la mues-
tra y el medio de difusion (solvente), lo cual
le permite desarrollar una potencia de hasta
100 veces mas que la proporcionada por el ba-
fio de ultrasonido (Corona-Jiménez y col., 2016;
Bhagya y Dash, 2020).

Bendicho y col. (2012), lograron disminuir el
tiempo de extraccién de polifenoles de 4 h con
la EC a 60 min con la EASU. Esto se debe al
cambiar la fuerza impulsora en los fendmenos
de transferencia: del gradiente de concentra-
cion cuando se pone en contacto el solido con
el liquido durante la EC, a la cavitacion acus-
tica provocada por el uso del ultrasonido. Du-
rante el proceso se llevan a cabo una serie de
compresiones y rarefacciones en las molécu-
las del solvente, provocando la formacién de
burbujas, como consecuencia de los cambios
de temperatura y de presion. Este tipo de “ca-
vitacion inestable” o transitoria, puede produ-
cir el cizallamiento de las burbujas que im-
plosionan sobre la superficie de la matriz ve-
getal y fuertes turbulencias en la zona de ca-
vitacion, por lo cual, los parametros cinéticos
en la EASU son significativamente mayores
con respecto a EC y EABU (Ruiz-de-Anda y
col., 2019).

La constante de velocidad (k) obtenida en las
cinéticas de CFT de extractos de hojas de ore-
ganon registro su valor mas alto para la EASU
(0.016 ¢ ms/mg EAGmin). La constante k
obtenida en las cinéticas de AA, fue positiva
(k = 0.003) para la EC, mientras que para
EABU y la EASU se obtuvieron valores de k
negativos (- 0.045 ms/mg ET'min y - 0.146 ¢
ms/mg ET'min, respectivamente). Los valores
negativos de la constante de velocidad indi-
caron que la concentracion del metabolito dis-

minuyé con el tiempo de exposicion a los ul-
trasonidos. M'hiri y col. (2015) atribuyen este
comportamiento a la relacion de la cavitacion
con la formacion de radicales libres y radica-
les oxhidrilos, es decir, la hidroxilacion en las
posiciones orto, meta y para de algunos meta-
bolitos, lo que conlleva a un aumento en la
concentracion de CFT, pero una disminucién
en los valores de AA (Ruiz-de-Anda y col,
2019). La obtenciéon de los parametros cinéti-
cos se considera una herramienta util al mo-
mento de extrapolar las condiciones de pro-
ceso de extraccion obtenidos en el laboratorio
a condiciones de procesamiento en una esca-
la industrial, permitiendo establecer el tiem-
po de procesamiento necesario para alcanzar
el valor de la Cs. Los resultados obtenidos
sugieren que la extraccién de compuestos bio-
activos mediante la aplicacion de ultrasonidos
permitiria, en procesos industriales, la reduc-
cion del tiempo de procesamiento sin afectar el
rendimiento de CFT.

CONCLUSIONES

El uso de la sonda de ultrasonidos incremen-
té el rendimiento de compuestos extraibles
(materia seca), respecto a la extraccidén con-
vencional, sin modificar la concentracion de
compuestos fenolicos y actividad antioxidante.
El empleo de recambios de solvente utilizado
para evitar la sobresaturacion de solutos y
facilitar la extraccion de una mayor cantidad
de compuestos redujo el tiempo de proceso.
El modelo de pseudo-segundo orden empleado
describié adecuadamente los datos experimen-
tales, permitiendo obtener los valores cinéti-
cos de concentracion de saturacion y de cons-
tante de velocidad. Los extractos se mantu-
vieron estables durante 34 d de almacenamien-
to a 4 °C y protegidos de la luz.
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