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RESUMEN

Antecedentes: Las hojas de diversos frutos y plantas han sido utilizadas por generaciones
desde una perspectiva nutraceutica, tal es el caso de las hojas de Psidium guajava. En la
actualidad el uso de compuestos bioactivos provenientes de fuentes naturales esta en aumento
debido a la biodiversidad y eficacia de los compuestos para participar en procesos fisiolégicos
en el &mbito médico e industrial. La investigaciones actuales indican que los antioxidantes
naturales pueden modular el estrés oxidativo y mejorar la funcion inmunolégica en procesos
cronicos como la obesidad. Objetivo: Evaluar la capacidad antioxidante del extracto de Psidium
guajava para disminuir los niveles de IL-6, FNTa, MCP-1, interferén -y asi determinar su
actividad, antilipemiante, antiobesogénica, antidiabética en un modelo roedor. Metodologia: Se
determino la capacidad antioxidante del extracto por medio de las pruebas de polifenoles
totales, flavonoides, ABTS y DPPH por la técnica asistida por ultrasonido y maceracion. Se
selecciono el extracto con la mejor capacidad antioxidante. Posteriormente se formaron 6
grupos con las siguientes caracteristicas, Grupo 1, ratas con dieta proinflamatoria (DPI),
obesas, a las que se les impartié un tratamiento de 200mg/dia de extracto acuoso de hojas de
guayaba (EAG). Grupo 2, ratas con DPI, obesas, a las que se les impartio un tratamiento de
500mg/dia EAG. Grupo 3, Ratas con DPI, obesas, a las que se les impartié un tratamiento de
200 mg/dia de quercetina. Grupo 4, ratas con dieta proinflamatoria, obesas con toma de agua
ad libitum. Grupo 5, ratas con dieta estandar (DE), con toma de agua ad libitum. Grupo 6, ratas
con DE a las que se les impartié un tratamiento de 200 mg/dia EAG. El periodo experimental
duré 8 semanas, muestra sérica, donde se midid, glucosa en ayuno, triglicéridos totales, peso
corporal en diferentes tiempos del periodo experimental. Resultados: Se determind que la
técnica por ultrasonido obtuvo mayor efectividad a las siguientes condiciones 1g/50mL, 50°C,
30% amplitud, y 20 minutos de extraccion comparado con la maceracion convencional. En el
modelo roedor se determiné que una vez instaurado el estado proinflamatorio se determiné que
el grupo 1, y 2, mostraron diferencia significativa en la disminucion maxima de los niveles de
triglicéridos (64%), glucosa en ayuno (28.8%), IL-6 (19.7%), FNT a (11%), IFN-y (21.6%), MCP-
1 (6.9%) ademas el peso corporal disminuyo un maximo del (10%) en comparacion al grupo
control, a las dos semanas del tratamiento. Conclusion: El extracto acuoso de hojas de guayaba
posee una alta capacidad antioxidante por lo cual favorece la disminucién del estado de
obesidad e inflamacién crénica en el modelo roedor estudiado.

Palabras clave: Obesidad, Antioxidantes, Inflamacién, Nutraceuticos, Guayaba.



ABSTRACT

Background: The leaves of various fruits and plants have been used for generations from a
nutraceutical perspective, such is the case of the leaves of Psidium guajava. Currently, the use
of bioactive compounds from natural sources is increasing due to the biodiversity and efficacy
of the compounds to participate in physiological processes in the medical and industrial fields.
Current research indicates that natural antioxidants can modulate oxidative stress and improve
immune function in chronic conditions such as obesity. Objective: To evaluate the antioxidant
capacity of the extract of Psidium guajava to decrease the levels of IL-6, TNFa, MCP-1,
interferon - and thus determine its antilipidemic, antiobesogenic, antidiabetic activity in a rodent
model. Methodology: The antioxidant capacity of the extract is determined through the tests of
total polyphenols, flavonoids, ABTS and DPPH by the technique assisted by ultrasound and
maceration. The extract with the best antioxidant capacity is selected. Subsequently, 6 groups
were formed with the following characteristics: Group 1, rats with a proinflammatory diet (DPI),
obese, which were given a treatment of 200mg/day of aqueous extract of guava leaves (EAG).
Group 2, obese rats with DPI, which were given a treatment of 500mg/day EAG. Group 3, Obese
rats with DPI, which were given a treatment of 200 mg/day of quercetin. Group 4, rats on a
proinflammatory diet, obese with water intake ad libitum. Group 5, rats on a standard diet (DE),
with water intake ad libitum. Group 6, ED rats given a 200 mg/day EAG treatment. The
experimental period lasted 8 weeks, serum sample, where fasting glucose, total triglycerides,
body weight were measured at different times of the experimental period. Results: It was
determined that the ultrasound technique was more effective under the following conditions:
1g/50mL, 50°C, 30% amplitude, and 20 minutes of extraction compared to conventional
maceration. In the rodent model, it was determined that once the proinflammatory state was
established, it was determined that groups 1 and 2 showed a significant difference in the
maximum decrease in triglyceride levels (64%), fasting glucose (28.8%), IL- 6 (19.7%), TNF a
(11%), IFN-y (21.6%), MCP-1 (6.9%), in addition, body weight decreased a maximum of (10%)
compared to the control group, after two weeks of the treatment. Conclusion: The aqueous
extract of guava leaves has a high antioxidant capacity, which favors the reduction of the state
of obesity and chronic inflammation in the rodent model studied.



1. INTRODUCCION

La obesidad, una condicion médica caracterizada por el exceso de acumulacién de tejido
adiposo en el cuerpo, ha emergido como un desafio global de salud publica en las ultimas
décadas. La prevalencia de la obesidad ha aumentado de manera alarmante, afectando a
personas de todas las edades y grupos demograficos en todo el mundo. Ademas de ser un
factor de riesgo importante para diversas enfermedades crénicas, como la diabetes tipo 2,
enfermedades cardiovasculares y trastornos metabdlicos, la obesidad también esta asociada

con una disminucién de la calidad de vida y un aumento en los costos de atencién médica.

Ante esta creciente preocupacion, la busqueda de enfoques naturales y efectivos para abordar
la obesidad y sus comorbilidades ha adquirido importancia en la investigacion cientifica. Las
plantas medicinales y sus componentes bioactivos han sido objeto de exploracion en este
contexto. Entre estas plantas, las hojas de Psidium guajava, conocidas comunmente como
hojas de guayaba, han ganado reconocimiento por sus potenciales propiedades
antiobesogénicas y su capacidad para abordar los sintomas y comorbilidades asociados con la
obesidad. (Sookkhee et al., 2019).

Las hojas de Psidium guajava, una especie nativa de América tropical, han sido
tradicionalmente utilizadas en la medicina herbaria de diversas culturas debido a sus
propiedades terapéuticas. Estudios recientes, realizados en un periodo que abarca desde 2019
hasta el presente, han arrojado luz sobre los efectos beneficiosos de las hojas de guayaba en
relacion con la obesidad y sus consecuencias para la salud, Cruz et al. (2021). Estas hojas se
caracterizan por su contenido en compuestos bioactivos, como acido ascorbico, quercetina y
acido galico, que se han asociado con propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y

reguladoras del metabolismo. (Jayashree et al., 2020)

En este contexto, esta tesis tiene como objetivo explorar de manera integral las propiedades de
las hojas de guayaba en relacién con la obesidad y sus efectos en la reduccion de sintomas y
comorbilidades asociadas, expresadas a través del estado inflamatorio caracteristico,
evaluando el potencial terapéutico de las hojas de Psidium guajava y su aplicacion en el proceso

de la obesidad y sintomatologia asociada.



2. ANTECEDENTES

En los ultimos afios, la inadecuada alimentacién cronica caracterizada por consumo de una
dieta alta en grasas se ha visto cada vez mas como un factor clave que acelera el riesgo para
padecer diversas enfermedades. Este fendmeno se caracteriza por un estado de sobrepeso u
obesidad, originado por la acumulacién anormal de grasa a nivel corporal. En el mundo hay mas
de 1900 millones de adultos de 18 o méas afios con sobrepeso, y mas de 600 millones con
obesidad. La nifiez también esta siendo afectada, se estima que existen 41 millones de nifios
menores de 5 afios con sobrepeso u obesidad. En México, las cifras son devastadoras, cerca
de 72.5% de la poblacién adulta presenta sobrepeso u obesidad. El sobrepeso y obesidad son
el principal factor de riesgo de enfermedades no trasmisibles, como las cardiovasculares
(cardiopatias y accidentes cerebrovasculares), diabetes, trastornos del aparato locomotor
(como la osteoartritis, enfermedad degenerativa de las articulaciones muy discapacitante), y
algunos canceres (endometrio, mama, ovarios, préstata, higado, vesicula biliar, riilones y colon)
(OMS, 2019; ENSANUT, 2018).

En la actualidad la obesidad se considera un desorden inflamatorio. Este proceso
inflamatorio es sumamente perjudicial al adquirir un caracter crénico (Leisegang et al., 2019).
La respuesta inflamatoria propagada por el tejido adiposo es capaz de producir una situaciéon
cronica a nivel sistémico que conduce a diversas patologias, como resistencia a la insulina,
ateroesclerosis, y otras relacionadas al sindrome metabdlico (Rohm et al., 2022). Este desorden
estd asociado a factores secretados por el mismo tejido adiposo, denominadas adipocinas
proinflamatorias, que favorecen un estado de estrés oxidativo, el cual se define como un
proceso por el cual existe un desbalance entre la respuesta antioxidante y la produccion de
agentes oxidantes con un aumento exacerbado en la produccién de radicales libres (Liguori et
al., 2018). El mecanismo por el cual la inflamacion se produce para favorecer la obesidad es
muy complejo. Uno de los primeros protagonistas ligados a este estado inflamatorio es el factor
de necrosis tumoral-a (TNF-a), que fue la primera citoquina identificada capaz de inducir
resistencia a la insulina en adipocitos in vitro (Castoldi, et al., 2016.) En el tejido adiposo la

secrecion de TNF-a se deriva principalmente de los macrofagos (Ferrante, 2013) y la



acumulacion de estas células inmunitarias en la obesidad contribuye al desarrollo de la

resistencia a la insulina y comorbilidades (Ouchi, 2011).

Ademas del estrés oxidativo, la obesidad y enfermedades asociadas tienen su origen en
alteraciones del metabolismo, el cual es altamente afectado por factores genéticos y
ambientales entre los que destacan la poca actividad fisica y el consumo de dietas
hipercaloricas con bajo contenido en vegetales y sus biocomponentes antioxidantes (OMS,
2019).

En general, la terapéutica actual para aminorar y disminuir los efectos deletéreos por los
radicales libres se basa principalmente en el aporte exdgeno de compuestos bioactivos con
actividad antioxidante (Liguori et al., 2018). Se ha descrito que son varios los mecanismos por
los cuales estos compuestos facilitan la mejora de las comorbilidades y proceso inflamatorio en
individuos con obesidad, la dieta es el principal componente que disminuye la sintomatologia
(Shang et al., 2020).

Estudios actuales deben centrarse en la exploracion de alternativas naturales como las
plantas, que ofrecen mecanismos de accion efectivos, con necesidad de ser mas estudiados y
con ello contribuyan al tratamiento de diversos padecimientos, siendo uno de los mas

beneficiados la obesidad.



3. MARCO TEORICO

3.1 Compuestos Fendlicos (CF)
Los compuestos fendlicos (CF) o polifenoles son producto del metabolismo secundario de plantas

y tienen capacidad para actuar como antioxidantes, estabilizando radicales libres. Su estructura
guimica se constituye por anillos aromaticos con presencia de uno o mas grupos hidroxilos y su
propiedad antioxidante se relaciona con la posicion del grupo hidroxilo y grado de hidroxilacién de
los anillos (Zhang et al., 2021) . Los polifenoles tienen propiedades anticancerigenas,
antiteratogénicas, cardioprotectoras, neuroprotectoras y reguladoras del metabolismo. En los
ultimos afios se ha mostrado la capacidad de los CF como reguladores de la inflamacion, una
respuesta fisiolégica que conecta el consumo de dietas hiperlipidica y desarrollo de obesidad
(Thaler et al., 2012).

Esta regulacion se lleva a cabo al inhibirse dos factores de transcripcion involucrados en
las cascadas de sefalizacion pro-inflamatorias, las de NF-kB (nuclear factor-kappa B) y AP-1
(activator protein 1), ademas de la actividad regulatoria sobre la via de las MAPK (mitogen-
activated protein kinase). Por ello, los CF, principalmente los de tipo flavonoide, podrian ejercer
sus efectos modulatorios sobre el metabolismo de la glucosa y el perfil lipidico via una regulacion
de la inflamacion. Flavonoides como kaempferol y quercetina han mostrado un importante efecto
positivo sobre la captura de glucosa, reduccién de la gluconeogénesis y reduccion de la
adipogénesis; esto asociado a una modulacion de las vias inflamatorias dependientes de NF-«kB,
TNF-a e Interleucinas (Vinayagam & Xu, 2015).

En general, existen alrededor de 500 tipos de CF identificados en plantas. Basados en su
estructura, se clasifican en 4 grupos, &cidos fendlicos, estilbenos, ligninas y flavonoides. Estos
ultimos fueron descubiertos por el premio Nobel Szent-Gyérgy, quien en 1930 aisl6 de la cascara
del limon una sustancia, la citrina. Existen alrededor de 5000 tipos de flavonoides descritos a la
fecha, en general estos se dividen a su vez en flavonas como catequina, flavononas, antocianinas,
isoflavona y flavonoles, este ultimo grupo representado por quercetina y kaempferol, actualmente
muy estudiados por sus mecanismos antioxidantes y su rol en diversas patologias relacionadas a
la obesidad, muchos de estos componentes activos se encuentran en una amplia variedad de

fuentes alimenticias, como son las verduras y las frutas.



3.2 Guayaba (Psidium guajava) fuente de antioxidantes

El arbol de guayaba (Psidium guajava) pertenece a la familia Myrtaceae. Crece en zonas tropicales
y subtropicales del mundo, se adapta a las diferentes condiciones climaticas, pero prefiere los
climas secos. Es una especie nativa de América Central. En México, entre los principales
productores se encuentra el estado de Michoacan, con una produccion estimada para el 2014 de
93,466.6 Ton en una superficie de 7488.8 Ha (INEGI, 2017). El fruto y las hojas poseen
compuestos funcionales, con alto contenido en vitaminas Ay C, riboflavina y niacina, taninos, CF,
triterpenos, flavonoides, aceites esenciales, saponinas, carotenoides y lectinas (Kamath et al.,
2014).

Los beneficios metabdlicos de la hoja de guayaba se basan en los CF, que son
considerados los principales fitoquimicos por su capacidad para reducir alteraciones asociadas a
obesidad y diabetes. Los componentes principales de las hojas de guayaba del tipo fendlico
solubles son el acido galico, catequina, epicatequina, rutina y quercetina (Chen & Yen, 2007).

Un estudio realizado por Li et al. (2021) analiz6 el perfil fitoquimico y las actividades
biolégicas de las hojas de guayaba. Los resultados mostraron la presencia de varios compuestos
bioactivos, como son los acidos ascorbico, cafeico y clorogénico que mostraron tener propiedades
antioxidantes y antinflamatorias. Ademas, los extractos de hojas de guayaba también exhibieron

actividad antimicrobiana contra diversas bacterias y hongos.

Otro estudio realizado por Freire et al. (2014) evaluo la capacidad de los extractos de hojas
de guayaba para reducir el estrés oxidativo en ratas wistar macho, mostrandose que los extractos
de hojas de guayaba redujeron significativamente los niveles de colesterol total y aumentaron la
funcion antioxidante mediante la enzima superoxido dismutasa en el modelo roedor.

Kumar et al. (2022), investigo la actividad hipoglucemiante de los extractos de hojas de
guayaba en ratones diabéticos. Los resultados mostraron que los extractos de hojas de guayaba
redujeron significativamente los niveles de glucosa en sangre y mejoraron la funcién hepatica en

los ratones diabéticos.



En otro estudio realizado por Lok et al. (2023), encontraron que extractos de hojas de

guayaba exhibieron una actividad significativa contra el crecimiento de células tumorales.

En un estudio anterior, realizado por Souri et al. (2021), se investigd el potencial
antinflamatorio del extracto de hojas de guayaba en un modelo roedor. Los resultados mostraron
gue los extractos de hojas de guayaba redujeron significativamente la inflamacion. De acuerdo a
este estudio, esto ocurre principalmente a través de la inhibicion de PGE2, COX-2, NO, iNOS,

ERKZ1/2, migracion de células leucocitarias, asi como la supresion del edema.

Un estudio publicado por Li et al. (2021) encontré que el la suplementacion de polisacaridos
de hojas de Psidium guajava redujo significativamente el peso corporal y la acumulacién de grasa
en ratones alimentados con una dieta hiperlipidica. También se mostro una disminucion en el
aumento de peso corporal inducido por la dieta hiperlipidica, pot otro lado, se mostro reduccion en
los niveles de colesterol sérico, triglicéridos y LDL-C. Ademas, se mejor6 la resistencia a la
insulina, la acumulacién de lipidos hepaticos y la metainflamacion tanto en el higado como en los
tejidos adiposos en ratones obesos. Sorprendentemente, el tratamiento restauré la relacion
Firmicutes/Bacteroidetes, indujo el crecimiento de bacterias beneficiosas, incluidas Clostridium
XlVa, Parvibacter y Enterorhabdus, y disminuyd la bacteria relacionada con la inflamacion
Mucispirillum en muestras fecales, acompafiado de una mayor produccion de acidos grasos de

cadena corta en el colon.

Otro estudio publicado en 2019 por Kdnig y colaboradores demostro los efectos del extracto
de hojas de Psidium guajava en la inhibiciébn de la absorcion de glucosa a nivel intestinal en
individuos sanos, posiblemente debido a la inhibicién del transporte de glucosa mediado por el
cotransportador de glucosa dependiente de sodio 1 (SGLT1) y el transportador de glucosa 2

(GLUT2) en vitro, (células Caco-2) probado en modelos roedores.

Finalmente, un estudio publicado en 2021 por Huang y colaboradores, en el que se investigo

los efectos del extracto de hojas de P. guajava en ratas con sindrome metabdlico. Los autores
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encontraron que el extracto mejord la dislipidemia y la resistencia a la insulina, sugiriendo un

posible uso terapéutico de las hojas en la prevencién y tratamiento del sindrome metabdlico.

3.3 Extraccion de polifenoles

La gran importancia de los polifenoles ha dado lugar a un gran numero de estudios enfocados
a su extraccion a partir de diversas fuentes vegetales. Entre las técnicas mas utilizadas de
extraccion de estos compuestos se encuentran la maceracion, la cual esta asociada a un alto
consumo de disolventes organicos, cuyos remanentes limitan la aplicaciéon de los extractos
debido a la toxicidad del solvente, ademas de requerir largos tiempos de extraccion, implicando

un alto consumo energético (Da Porto et al., 2013).

Por lo cual en la actualidad se ha desarrollado la implementacion de tecnologias
novedosas de extraccion asistidas por diversos mecanismos como el ultrasonido, microondas,
fluidos supercriticos extraccion acelerada por disolventes (Lavilla et al., 2017). Siendo el
principal objetivo de estas tecnologias la reduccion del consumo de energia y tiempo, que es
reflejado en la disminucion del costo, por lo que han sido denominadas como sustentables,
debido a que protegen tanto al medio ambiente como a la salud de los consumidores,
potenciando la competitividad econdmica e innovadora de las industrias (Armenta et al., 2015).

En la Tabla 1 se presentan las principales diferencias entre los diferentes métodos

utilizados para la extraccion de polifenoles.

De las tecnologias de extraccién presentadas en la Tabla 1, la EAU resalta como una
alternativa sustentable al requerir una inversién moderada de solvente y energia. Ademas de
ser considerada de facil manejo, segura, econdémica y reproducible, ya que esta tecnologia
permite su desarrollo bajo condiciones de presion atmosférica y temperatura ambiente (Soria &
Villamiel. 2010; Vieira et al., 2013).
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Tabla 1. Ventajas y desventajas de métodos de extraccion de polifenoles

Caracteristica EAU Microondas Fluidos Super " Soxhlet
criticos
m Energia por Presion Calor

Acustica microondas

Tiempo 10 — 60 min 3-30 min 10-60 min 6-24 h

extraccion

Tamafio 1-30g 1-10g 1-5¢ 1-30g

muestra

Disolvente 50 -200mL 10-40mL 30-60mL 150-500mL

Energia Moderada Alta Moderada Alta

utilizada

Ventajas Manejo simple, Répido, facil Alta selectividad No es necesario
seguro, poco uso manejo, uso Répido. uso de equipos
de solventes, moderado de Sin necesidad sofisticados.
intervalos cortos solvente. de filtrado.
de tiempo

Desventajas  Paso de Riesgo de Muchos Riesgo de
filtracién explosion. parametros para exposicion a
requerida. Costoso optimizar. vapores, y
Degradacion de Filtracion previa degradacion de
analitos en altas requerida analitos
frecuencias. termolébiles.

3.4 Extraccion asistida por ultrasonido (EAU)

El ultrasonido esta basado en la propagacion de ondas mecénicas conformada por un conjunto
de ciclos, definidos como la combinacion de altas y bajas presiones, denominadas
compresiones y rarefacciones, respectivamente (Awad et al.,, 2012). Las principales
caracteristicas de la onda de ultrasonidos son (Tippens, 2009):

. Longitud: distancia entre dos puntos de compresion o rarefaccion.
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. Amplitud: altura maxima de una onda.

. Frecuencia (Hz): numero de ciclos por unidad de tiempo.

. Velocidad (m/s): producto de la frecuencia por la longitud de onda.

. Potencia (W): cociente entre la energia transportada y el tiempo considerado

o Intensidad (W/cm?): cociente de una unidad de potencia a través de una unidad area.

Al espectro de ondas implicadas en el ultrasonido se les denomina ondas ultrasénicas cuyas
frecuencias se encuentran por encima del intervalo audible (<20KHz) y por debajo de las
frecuencias de microondas (hasta 10 Mhz) (Kadam et al., 2015). La EAU tiene como principal
fuerza impulsora a la cavitacidn acustica, capaz de inducir una serie de compresiones y
rarefacciones en las moléculas del solvente presente, provocando la formacion de burbujas
como consecuencia de los cambios de temperatura y presion (Shirsath et al., 2012). En la Figura

1, se muestra el fundamento de cavitacion acustica anteriormente abordado.

N COMPRESSION COMPRESSION COMPRESSION

N\ / N\

i | | ‘ | ‘ . ..
0| : Y X e v—
@ \ / ‘ /
w , ‘ \ |
& \ / , ‘ Bubble  Successive ; 2
\ / \ / formation propagation  Unstable sizes Temparaturs and maximum
RAREFACTION RAREFACTION

N/

TIME
Figura 1. Principio de cavitacion acustica.
Existen varios mecanismos que participan en EAU, uno de ellos la fragmentacién, dada por
la colision de las particulas y las ondas ultrasénicas, generando la disminucion del tamafio de

particula, facilitando de esta manera la transferencia de componentes.

La erosion es otro mecanismo que permite aumentar el acceso del disolvente a partir de la

ruptura de las burbujas sobre la superficie del analito.

Otros factores que mejoran la introduccion del disolvente son dos efectos:
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Sonocapilaridad y sonoporacion, lo cuales son capaces de producir conductos gracias a la
implosion de la burbujas, favoreciendo la permeabilidad de la pared celular y facilitando la
liberacion de su contenido. Por dltimo el fenomeno de oscilacidon produce colapso de las burbujas
en el fluido. En la siguiente figura se muestra de manera mas precisa el fenédmeno por el cual se
liberan componentes mediante EAU. En la Figura 2 se muestra representacion gréfica de
cavitacion-burbuja colapsando y liberando material vegetal en tres pasos. (A) Representacion de
burbujas y células vegetales, (B) Desglose de la pared celular y colapso de burbujas, finalmente

(C) Difusion del solvente a través de la ruptura y liberacién celular de los compuestos

Cellutar wall l

Pheaolic compoundll
i af the compeunds
A) Ropresentation: Bubble and vegetal coll B) Broakdown of the coll wall C) Diffusion of the solvent and reloase of the compounds

Figura 2. Fundamento de colapso de burbuja y liberacién de biocomponentes.

Por otro lado, el efecto de las variables involucradas en la extraccion por ultrasonido esta
directamente relacionadas con la eficiencia y el rendimiento del proceso. En la Tabla 2, se

muestran algunos de los resultados reportados por diferentes equipos de investigacion.

Tabla 2. Efecto reportado de las variables implicadas en la extraccion ultrasénica.

Variable Condiciones Observaciones Autor

Frecuencia 25 — 60 kHz Bajas frecuencias mejoraron el Soria y Villamiel
rendimiento de extraccién (2010)
Amplitud 20, 50y 100% Ciclos mas altos aumentaron Meullemiestre et al.
30, 50 7 70% la recuperacion. (2016)
A mayor amplitud mayor Mane et al. (2015)
rendimiento.
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Tiempo 40, 80 min Mayor tiempo resulta en mayor TomsSik (2016)

rendimiento.
Temperatura 20, 50, 70 °C Incremento de las Garcia-Castello et al.
temperaturas, mayor (2015)

rendimiento de extraccion.

El uso de ultrasonido como una técnica actual, para la captacion de compuestos bioactivos.
Debera ser una herramienta eficaz que permite obtener una mayor eficiencia de extraccion de los
compuestos de interés, facilitando ademéas de su obtencion, la adecuada integridad de sus

caracteristicas estructurales y actividades antioxidantes.
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4. JUSTIFICACION

El aumento de la obesidad y sus comorbilidades en México, y en el mundo, ha requerido
intensificar los estudios para su tratamiento y prevencion, ya que este padecimiento ha sido
declarado el mayor problema de salud publica en las ultimas décadas. En la actualidad, la
obesidad se considera un estado de inflamacion crénica debido a una produccién exacerbada
de agentes oxidantes e inflamatorios, propagados por el exceso de grasa corporal. Una
alternativa es estudiar los compuestos bioactivos presentes en plantas, que puedan ser factibles
de implementarse como tratamientos reales en la prevencién de enfermedades como la
obesidad y de las cronicas-degenerativas que de ellas se derivan, tal es caso del
aprovechamiento de hojas del arbol de guayaba. En la presente investigacién se estudiara el
efecto de compuestos fendlicos extraidos de hoja de guayaba, en la inflamacién cronica de bajo
grado, con el propésito de generar una alternativa natural y accesible, a partir de la
suplementacion de estos componentes activos, que sirvan como coadyuvantes en el
tratamiento de la obesidad y por consecuencia de sus comorbilidades. Mejorando la calidad de
vida de quienes la padecen y abordando un problema de salud publica importante en nuestro

pais.

5. HIPOTESIS
La administracion del extracto de hojas de Psidium guajava, disminuye los niveles de

adipocinas proinflamatorias (IL6, MCP-1, IFN-y, FNT a) en ratas con obesidad.

6. OBJETIVO GENERAL
Determinar el efecto de la administracion del extracto de hojas de Psidium guajava sobre los

niveles de adipocinas proinflamatorias (IL6, MCP-1, IFN-y, FNTa) en ratas con obesidad.

16



6.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Realizar un estudio comparativo del proceso de extraccibn de compuestos
fendlicos de hojas de guayaba, utilizando los procesos de maceracion
convencional y por proceso ultrasoénico.

2. Determinar el contenido de compuestos fendlicos totales y flavonoides totales, asi
como la actividad antioxidante de extractos de hoja de guayaba obtenidos por
ambos procesos de extraccidon para seleccionar el tratamiento con mayor
efectividad.

3. Analizar el efecto antioxidante, antiobesogénico, antiinflamatorio, antidiabético e
hipolipemiante del extracto de Psidium guajava en los diferentes grupos
experimentales.

4, Demostrar el efecto antinflamatorio del extracto de Psidium guajava en el modelo
roedor mediante la medicion de adipocinas proinflamatorias IL-6, FNTa, MCP-1,
IFN-y.

7. CAPITULO | DEL PROYECTO, EXTRACCION DE COMPUESTOS BIOACTIVOS DE HOJA DE
PSIDIUM GUAJAVA POR UAE Y MACERACION.

7.1 MATERIAL Y METODOS
Los experimentos se ejecutaron siguiendo las metodologias, para el ensayo de fenoles totales

se llevé a cabo utilizando la metodologia propuesta por Makkar (1993). Para el ensayo de
flavonoides totales se siguio la metodologia de Liu, 2020. Para la prueba ABTS se siguio la
metodologia de Re, 1999, y por ultimo para la prueba DPPH se utilizé la metodolgia de Randhir,
(2007). Cada una con modificaciones para adaptar a las necesidades del estudio, las cuales se

especifican en las siguientes paginas.
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7.1.1 ENSAYO DE FENOLES TOTALES

PROCEDIMIENTO

1. Se preparé una solucion stock de acido galico a una concentracién de 200ppm y se realizé

la curva de calibracion de acuerdo a la Tabla 3.

2. Se prepar6 una solucién de carbonato de sodio a una concentracion de 75 g/L.

3. Se tuvieron 3 tratamientos blanco ademas de de 6 tratamientos con 3 réplicas n=18 tubos.

4. Se pipetearon 250 pL de cada concentracion de la curva de calibracion en sus tubos de

ensayo correspondientes.

5. Se pipetearon 250 pL de Reactivo Folin-Ciocalteu a cada concentracion de curva de

calibracion y muestra a analizar (preparar 10.5 pL).

6. Se pipetearon 250 uL de carbonato de sodio a cada concentracion de curva de calibracion y

muestra a analizar con su posterior homogenizacion.

7. Se incubo en bafio maria por 30 minutos a 40 °C.

8. Se pipetearonm 2mL de agua destilada a cada concentracion de curva de calibracién y

muestra a analizar. Se ley6 a una longitud de onda de 750 nm.

Tabla 3. Curva de calibracion para ensayo fenoles totales.

Curva de calibracion acido galico

Ppm WL de solucion stock | uL de H20 Volumen final
0 0 1000 1mL

20 100 900 1mL

50 250 750 1mL

70 350 650 1mL

90 450 550 1mL

110 550 450 1mL

150 750 250 1mL
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7.1.2 ENSAYO DE FLAVONOIDES TOTALES
1. Se prepard una solucion stock de quercetina a una concentracion de 1000 ppm y realizo la

siguiente curva de calibracién de acuerdo a la Tabla 4.

2. Se prepar6 una solucion de nitrito de sodio (NaNO3z) a una concentracion de 5%.

3. Se preparo una solucion de cloruro de aluminio (AICI3) a una concentracion de 10%.

4. Se prepar6 una solucion de hidroxido de sodio (NaOH) a una concentracion de 1M.

5. Se rotularon tubos de ensayo, se obtuvieron 3 tratamientos blanco ademas de un total de 6
tratamientos con 3 réplicas, n= 18 tubos.

6. Se pipetearon 150 pyL de cada concentracion de la curva de calibracion en sus tubos de
ensayo correspondientes.

7. Se pipetearon 150 uL de la muestra a analizar en sus tubos de ensayo correspondientes.
(considerar el factor de dilucion de la muestra).

8. Se pipetearon 150 pL de solucion de nitrito de Sodio a cada concentracién de curva de
calibracion y muestra a analizar.

9. Se pipetearon 150 uL de la solucién de Cloruro de aluminio a cada concentracion de curva
de calibracion y muestra a analizar.

10. Se pipeteo 1mL de la solucién de hidroxido de sodio a cada concentracion de curva de
calibracion y muestra a analizar y posteriormente se homogenizo.

12. Se ley6 a una longitud de onda de 510 nm.

Tabla 4. Curva de calibracion para ensayo flavonoides totales.

Curva de calibracion quercetina

Ppm WL de solucion stock | uL de H20 Volumen final
0 0 1000 1mL

100 100 900 1mL

200 200 800 1mL

300 300 700 1mL

400 400 600 1mL

500 500 500 1mL

600 600 400 1mL
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Para evaluar la actividad antioxidante del extracto, se realizaron las pruebas pruebas 2,2-
Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPH) y (2,2'- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS).

7.1.3 ENSAYO INHIBICION DE RADICALES ABTS
1. Se prepar6 una solucion stock de trolox a una concentracién de 200 ppm y se realizé la curva

de calibracion motrada en la Tabla 5.

2. Se preparo una solucién acuosa de ABTS a una concentracién de 7mM.

3. Se preparo una solucion de persulfato de potasio a una concentracion de 2.45mM.

4. Se mezclo la solucién de ABTS vy la solucion de persulfato de potasio en una proporcion 2:1
respectivamente y se dejé oxidar la mezcla por 12 h antes de ser utilizada.

5. Se realizaron las soluciones diluidas de la mezcla oxidada de ABTS en etanol hasta que se
obtuvo un valor de 0.700(+/-) 0.002nm con absorbancia. 0.732

6. Se pipetearon 100 yL de cada concentracion de la curva de calibracion a cada tubo.

7. Se pipetearon 100 uL de la muestra a analizar directamente sobre la celdilla.

8. Se pipetearon 1900 uL de ABTS, ajustado previamente, a cada concentracion de curva de

calibracion y muestra a analizar. Se ley6 a una longitud de onda de 734 nm.

Tabla 5. Curva de calibracion para ensayo ABTS.

Curva de calibracion de Trolox

Ppm ML de solucion stock | uL de agua destilada | Volumen final
0 0 1000 ImL
10 100 900 ImL
20 200 800 ImL
30 300 700 1mL
40 400 600 ImL
50 500 500 ImL
60 600 400 ImL
70 700 300 1mL
80 800 200 1mL
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7.1.4 ENSAYO INHIBICION DE RADICALES DPPH
1. Se prepar6 una solucién stock de acido galico a una concentracion de 200ppm y se realizo

la siguiente curva de calibracion de acuerdo a la Tabla 6.

2. Para preparar la curva de calibracion se prepard una solucion stock de &cido gélico a una
concentracion de 500 ppm a diferentes concentraciones.

3. Se preparo reactivo DPPH diluido en metanol una concentraciéon de metanol absoluto, a una
concentracion de 60uM.

4. Se rotularon tubos de ensayo segun la cantidad de muestras a analizar y concentraciones de
la curva de calibracion.

5. Se pipetearon 50 yL de cada concentracion de la curva de calibracion en sus tubos de ensayo
correspondientes.

6. Se pipetearon 50 uL de la muestra a analizar en sus tubos de ensayo correspondientes.

7. Se agregaron 2950 L de reactivo DPPH a cada tubo de curva de calibracion y de muestra a
analizar.

8. Se homogenizaron los tubos y se mantuvieron en incubacién por 30 minutos en oscuridad.

9. Los resultados se leyeron a una longitud de onda de 517 nm.

Tabla 6. Curva de calibracion para ensayo DPPH.

Curva de calibracion de acido galico
ppm WL de solucion uL de agua Volumen final
stock destilada

0 0 1000 ImL
10 50 950 ImL
20 100 900 1mL
30 150 850 ImL
50 250 750 ImL
60 300 700 ImL
70 350 650 ImL
80 400 500 ImL
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El porcentaje de captacion para las pruebas 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPH) y (2,2'-

azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS) se calcul6 con base en la siguiente ecuacion:

Ainicial-A final

% de captacion de ABTS = x 100

A inicial

El porcentaje de captacion representa la pérdida del color azul-verde del radical ABTS*+,
cuando le es agregado un compuesto antioxidante, disminuyendo asi la absorbancia de la
solucion, que es medida a 754 nm; la absorbancia inicial se tom6 en el minuto cero sin adicion
de acido galico o extracto, la absorbancia final se toma 10 minutos después de agregar el acido

galico o extracto, el acido ascorbico o la rutina.

7.2. EXTRACCION DE COMPUESTOS FENOLICOS POR TECNICA ASISTIDA POR
ULTRASONIDO.

7.2.1 Disefio de estudio experimental
Con el objetivo de comparar las diferentes condiciones por tecnica de ultrasonido se formul6 un

estudio en parcelas divididas donde se evaluaron las siguientes variables: temperatura, tiempo,
dilucion y amplitud de onda. En la Tabla 7 se muestra el disefio. Se formularon dos parcelas

de tiempo con un total de 16 tratamientos con tres réplicas, por parcela.

TIEMPO 1 (10 minutos)

Amplitud onda 30% Amplitud de onda 50%

Diluciéon 50 Dilucién 100 Dilucién 50 Dilucién 100
Temperat Temperatu Temperatura Temperatura Temperatura Temperat Temperatura
ura 30 ra 50 30 50 30 ura 50 30
T1*A30*D T1*A30*D5 T1*A30*D100 T1*A30*D100* T1*A50*D50 T1*A50* T1*A50*D100
50*T30 0*T50 *T30 T50 *T30 D50*T50 *T30

TIEMPO 2 (20 minutos)
Amplitud de onda 30% Amplitud de onda 50%

Dilucion 50 Dilucién 100 Dilucién 50 Dilucién 100
Temperat Temperatu Temperatura Temperatura  Temperatura Temperat Temperatura
ura 30 ra 50 30 50 30 ura 50 30
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T2*A30*D T2*A30*D5 T2*A30*D100 T2*A30*D100* T2*A50*D50 T2*A50* T2*A50*D100
50*T30 0*T50 *T30 T50 *T30 D50*T50 *T30

Tabla 7. Disefio experimental en parcelas divididas.

Con la matriz de datos organizada se procedio a evaluar el disefio. Para validar el disefio
se utilizé el software JMP. Se evallo el disefio mediante el modelo de andlisis en parcelas
divididas, se construyeron los efectos del modelo, especificando el nimero de interacciones (4)

y se realizo el diagnéstico. Obteniéndose el siguiente resultado en la Tabla 8 por lo cual se

concluye que el disefio utilizado es confiable.

Eficiencia D 100
Eficiencia G 100
Eficiencia A 100
Varianza Media de prediccion 0.3333

Tabla 8. Resultado de validacion de disefio experimental.

Una vez evaluado el disefio se procedié a ejecutar las pruebas conforme a la planeacion,
el modelo permitié conocer el comportamiento de cada una de las variables y sus posibles
interacciones. Se cred una base de datos en el programa Excel y se construy6 posteriormente

un matriz de datos para el programa JMP versiéon 15.2.1
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ANALISIS ESTADISTICO

7.2.2 ENSAYO FENOLES TOTALES

En la figura 3 y la tabla 9, se muestra la respuesta del tratamiento en torno al modelo
completo.
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Tabla 9.Resumen del ajuste del modelo.

R cuadrado 0.988955

Modelo 68523.01 . 4568.20 191.0094
Error 32 | 765.31 23.92 Prob > F
C.Total 47 69288.32 <.0001*

Tabla 10. Anélisis de varianza.
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De acuerdo con la R cuadrada mostrada en la Tabla 9, se explica un 98.88% de los
resultados basado en el modelo, habiendo una relacién muy alta entre factores y respuestas.
Por lo tanto, los resultados encontrados son estadisticamente confiables, tanto en términos
probabilisticos como en términos de variacion explicada. En la Tabla 11 se muestra el resumen

de las interacciones con su valor de significancia.

TIEMPO 11973.49 500.6458 <.0001*
TEMPERATURA 1 1 7903.95 330.4864 <.0001*
AMPLITUD 1 1 247.15 10.3342 0.0030*
DILUCION 1 1 25931.92 1084.29 <.0001*
TIEM*TEMP 1 1 1194.60 49.95 <.0001*
TIEM*AMPLITUD 1 1 84.76 3.54 0.0689

TIEM*DILU 1 1 13.16 0.55 0.4636

TEMP*LONG 1 1 4810.82 201.15 <.0001*
TEMP*DILU 1 1 375.89 15.72 0.0004*
LONG*DILU 1 1 2961.44 123.83 <.0001*
TIEM*TEMP*AMPLITUD 1 1 5270.45 220.37 <.0001*
TIEM*TEMP*DILU 1 1 0.88 0.037 0.8494

TIEM*LONG*DILU 1 1 233.84 9.78 0.0037*
TEMP*LONG*DILU 1 1 6839.54 285.98 <.0001*
TIEM*TEMP*LONG*DILU 1 1 681.09 28.478 <.0001*

Tabla 11. Resumen pruebas de los efectos e interacciones.
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A continuacion, se describen los resultados encontrados de acuerdo con cada variable
y sus combinaciones.

DILUCION
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Apalancamiento de DILUCION, P <.0001

Figura 4. Respuesta FENOLES TOTALES mgEQ/g > DILUCION.

En la Figura 4 se observa que para la prueba de fenoles totales se encontré que la
variable dilucion se considera el factor con mayor significancia, siendo la D50 la de mayor
eficacia de extraccion con un promedio de 87.19 mgEQ/g en comparacion a la D100 con un
promedio de 40.70 mgEQ/g de rendimiento de extraccion. Se realizé la prueba t de student con
un valor de a <0.05, t = 2.01669 por lo cual se observa que las diferencias entre grupos son

significativas.
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TIEMPO
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Figura 5. Respuesta FENOLES TOTALES mgEQ/g > TIEMPO.

En la figura 5, se muestra que La variable tiempo se considera una variable significativa
presentando un valor de P de <0.0001, observandose que T2 con un promedio de 79.74
mgEQ/qg, tiene una eficiencia de extraccion mayor a T1 con un promedio de 48.15, con un de

a=<0.05,t=2.01669 lo que representa una diferencia significativa entre medias.

27



TEMPERATURA
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Figura 6. Respuesta FENOLES TOTALES mgEQ/g >STEMPERATURA.

En la Figura 6, se observé que para la variable temperatura la T50 tuvo una mayor
eficiencia de extraccion con un promedio de 76.78 mgEQ/g, en comparacion a la T30 con un
promedio de extraccion 51.1182 mgEQ/g, se ejecutd la prueba t de student por lo que se
observo que ambas temperaturas son significativamente diferentes de acuerdo con su promedio

de extraccion con un a= <0.05, t = 2.01669.
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AMPLITUD DE ONDA SONICA
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Figura 7. Respuesta FENOLES TOTALES mgEQ/g >AMPLITUD.

En cuanto a polifenoles totales (Figura 7), la variable amplitud de onda no es un valor

significativo, presentando un a=0.5, con medias parecidas entre si, por lo cual se deduce que

ademas de no ser una variable importante, ambas amplitudes de onda comparten una media

de extraccion similar, 50% (66.21 mgEQ/g) 30% (61.68 mgEQ/qg).
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ANALISIS DE INTERACCIONES
Respuesta FENOLES TOTALES mgEQ/g > TIEMPO*TEMPERATURA

T2, TS50 97.56
T2, T30 B 61.92
T1, TS50 C 56.00
T1, T30 D 40.31

Tabla 11. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.

Todos los niveles fueron significativamente distintos. Se observo que la interaccion entre
T2 (20 min) y T50 (50 °C) (Tabla 11) tuvo mayor eficiencia de extraccion de polifenoles, en

comparacioén alainteraccién tiempo 1 (10 min) y T30 (30 °C) con 57.19 mg menos de extraccion.

Respuesta FENOLES TOTALES mgEQ/g > TIEMPO*AMPLITUD
Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.

T2, AS0 83.34
T2, A30 B 76.14
T1, AS0 C 49.09
T1, A30 C 4721

Tabla 12. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.

La interaccion del tiempo 2 (20 min) y A50 (50% amplitud) (Tabla 2) mostré6 mayor
eficiencia de extraccion en comparacién a las demas combinaciones. Y se not6é que la T2 es
una variable altamente involucrada en la eficiencia de extraccién en comparacion al T1.
Respuesta FENOLES TOTALES mgEQ/g > TIEMPO*DILUCION
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T2, D50 103.51
T1, D50 B 70.87
T2, D100 C 55.97
T1, D100 D 2543

Tabla 13. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.

De acuerdo a lo mostrado en la Tabla 13, todos los niveles son significativamente
distintos, siendo la interaccion entre T2 (20 min) y D50 (1g/50mL) la que tienen una mayor
eficiencia de extraccion con 78.08 mas mg que la interaccion entre el T1 (10 min) y D100
(19/100mL). Ademés, se puede notar que la dilucion es un factor sumamente importante y esta
asociado a la eficiencia de extracciéon de polifenoles.

Respuesta FENOLES TOTALES mgEQ/g > TEMPERATURA*AMPLITUD.

T50, A30 84.52
T50, A50 B 69.04
T30, AS0 C 63.39
T30, A30 D 38.83

Tabla 14. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.

Se observa una diferencia entre todos los niveles de acuerdo a la Tabla 14, siendo los

de mayor extraccion, la interaccién entre T50 (50 °C) ya sea con 50% amplitud o 30% amplitud.
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Ademas, se not6 que la temperatura es un factor con mas relevancia en comparacion a la

amplitud de onda sénica.

Respuesta FENOLES TOTALES mgEQ/g > TEMPERATURA*DILUCION

T50, D50 102.82
T30, D50 B 71.56
T50, D100 C 50.74
T30, D100 D 30.67

Tabla 15. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.
En la Tabla 15 se observaron diferencias entre los niveles siendo los de mejor extracciéon

los que cuentan D50 (1g/50mL), ademas se evidencia que la T50 (50 °C) sigue siendo la

temperatura que esta relacionada a una mayor eficiencia de extraccién de polifenoles.

Respuesta FENOLES TOTALES mgEQ/g > AMPLITUD*DILUCION

A50, D50 97.31
A30, D50 B 77.06
A30, D100 C 46.29
A50, D100 D 3512

Tabla 16. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.

En la Tabla 16 se muestran diferencias entre todos los niveles, siendo los de mejor

extraccion aquellos con D50 (1g/50mL) en comparacion con aquellos con D100 (1g/100mL). La
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amplitud de onda se mostré como un factor no tan determinante como lo es la dilucion, sin

embargo, se podria concluir elegir 50% amplitud ya que estd mas ligada a los tratamientos con

mayor eficacia de extraccion cuando la dilucién es a 50mL.

Respuesta FENOLES TOTALES mgEQ/g interaccién a 3 factores >

TIEMPO*TEMPERATURA*AMPLITUD

T2, T50, A50
T2, T50, A30
T1, T50, A30
T2, T30, A50
T1, T30, A50
T2, T30, A30
T1, T50, A50
T1, T30, L30

A

E

101.63
93.50
75.54
65.05
61.74
58.79
36.45
18.88

Tabla 17. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.

Los resultados mostrados en la Tabla 17, evidencian que las variables que determinan

la eficiencia de extraccion son dadas por la T2 (20 min) y la T50 (50 °C) independientemente

de la amplitud de onda. Siendo estas interacciones parte del mismo grupo de medias.
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Respuesta FENOLES TOTALES mgEQ/g interaccion a 3 factores >
TIEMPO*AMPLITUD*DILUCION

T2, A50, D50 117.17
T2, A30, D50 B 89.85
T1, A50, D50 C 77.46
T1, A30, D50 D 64.28
T2, A30, D100 D 62.44
T2, AS0, D100 E 49.51
T1, A30, D100 F 30.14
T1, A50, D100 G 20.72

Tabla 18. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.

La interaccion con D50 (1g/50mL) (Tablal8) mostré mejor eficiencia de extraccion, T2
(20 min) siguié siendo el mejor tiempo de extraccion, y la longitud de onda 50 (50% amplitud)

fue la variable asociada a las combinaciones con mejor rendimiento de extraccion.

Respuesta FENOLES TOTALES mgEQ/g interaccion a 3 factores >
TEMPERATURA*AMPLITUD*DILUCION

T50,A30, D50 114.64
T30, A50, D50 B 103.63
T50, A50, D50 C 91.00
T50, A30, D100 D 54.40
T50, A50, D100 D E 47.08
T30, A30, D50 E 39.49
T30, A30, D100 E 38.18
T30, A50, D100 F 23.16

Tabla 19. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.
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Existen diferencias significativas de la interaccion dada por la temperatura, amplitud
y dilucién, se observé en la tabla 19, que las combinaciones con mayor rendimiento de
extraccion son los niveles A, B, y C; todos con una dilucion menor (1g/50mL) por lo que se

destaca que la dilucion tiene un papel muy importante.

Respuesta FENOLES TOTALES mgEQ/qg interaccion a 4 factores >

T2, T50, L30, D50 125.84
T2, T50, L50, D50 A 122.68
T2, T30, L50, D50 A B 111.65
T1, TS0, L30, D50 B C 103.45
T1, T30, L50, D50 C 95.61
T2, T50, L50, D100 D 80.57
T2, T30, L30, D100 E 63.72
T2, TS0, L30, D100 E F 61.15
T1, TS0, L50, D50 E F 59.31
T2, T30, L30, D50 E F 53.86
T1, TS0, L30, D100 F 47.64
T1, T30, L50, D100 G 27.86
T1, T30, L30, D50 G H 2512
T2, T30, L50, D100 G H 1845
T1, TS0, L50, D100 G H 13.59
T1, T30, L30, D100 H 12.64

Tabla 19. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.

Existieron diferencias muy pronunciadas entre todos niveles (Tabla 19), siendo los de
mejor extraccion y con medias dentro del mismo grupo, aquellas con tiempo de 20 min,
temperatura de 50 °C, dilucion 1g/50mL. Se observa que la amplitud de onda no juega un factor

determinante en la extraccion en comparacion a las demas variables.
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7.2.3 FLAVONOIDES TOTALES

Respuesta FLAVONOIDES mgEAg/g > Modelo completo

400

350 -
300 -
250 2
200 - .
150 -

100 —

FLAVONOIDES mgEAg/g Real

50 —

0 I I I I I I I
0 50 100 150 200 250 300 350 400
FLAVONOIDES mgEAg/g Predicho RMSE =15.82 RSq

=0.98425 Valor p=<.0001

Figura 7. Respuesta FLAVONOIDES mgEAg/g > Modelo completo.

R cuadrado 0.984248
R cuadrado ajustado 0.976865
Raiz del error cuadratico medio 15.8201
Media de respuesta 180.2159
Observaciones (0o suma de pesos) 48

Tabla 20. Resumen del ajuste.

Modelo 15 500431.53 33362.1 133.3015
Error 32 8008.82 250.3 Prob > F
C. Total 47 508440.34 <.0001*

Tabla 21. Anélisis de varianza.
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De acuerdo a la R cuadrada (Tabla 20) se explica un 98.4248% de los resultados de
acuerdo al modelo, por lo que hubo relacion muy alta entre factores y respuestas. Por ello, los
resultados fueron estadisticamente confiables, tanto en términos probabilisticos como de
variacion explicada. En la Figura 7 y Tabla 21 el modelo completo presenté un valor <.0001,

siendo altamente significativo.

En la Tabla 22 se muestra el resumen de los efectos e interacciones con su valor se

significancia.

N EEH O N T B
TIEMPO 1 1 67295.61 268.8861 <.0001*
TEMPERATURA 1 1 54736.38 218.7045 <.0001*
AMPLITUD 1 1 2369.85 9.4690 0.0043*
DILUCION 1 1 17808.01 71.1536 <.0001*
TIEMPO*TEMP 1 1 55.94 0.2235 0.6396
TIEMPO*AMPL 1 1 8268.75 33.0386 <.0001*
TIEMPO*DILU 1 1 8031.84 32.0920 <.0001*
TEMP*AMPL 1 1 265518.75 1060.906 <.0001*
TEMP*AMPL 1 1 91.75 0.3666 0.5491
LONG*DILU 1 1 26516.55 105.9494 <.0001*
TIEM*TEMP*AMPL 1 1 9556.22 38.1828 <.0001*
TIEM*TEMP*DILU 1 1 15571.64 62.2180 <.0001*
TIEM*AMPL*DILU 1 1 2194.37 8.7678 0.0057*
TEMP*AMPL*DILU 1 1 22180.18 88.6231 <.0001*
TIEM*TEMP*AMPL*DILU 1 1 235.69 0.9417 0.3391

Tabla 22. Pruebas de los efectos > Flavonoides.
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De acuerdo con los resultados, se muestran los siguientes gréaficos por cada una de las

variables del disefio y su relevancia.

DILUCION
400
2 350
e
.5 ﬁ’? 300 °
E (@))
S = 250
g .
39 200
e
v =
3 o) 150
S Z
5 i 100
&
@ 50
0
100 150 200 250

Apalancamiento de DILUCION, P <.0001

Figura 8. Respuesta FLAVONOIDES mgEAg/g > Dilucion.

En la Figura 8, se muestra que el factor mas importante para la prueba de flavonoides
totales fue la variable diluciébn con un valor de P <0.0001 de significancia. A su vez para la
variable dilucién se observo que la D50 tiene mayor rendimiento de extraccion en comparacion
ala D100. Se realizo prueba t de student para conocer las diferencias de las medias de minimos
cuadrados se encontr6 que D50 (254.59 mgEAg/g) y D100 (105.84 mgEAg/g) son
significativamente distintos con un a= <0.05, t = 2.01669.
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Figura 9. Respuesta FLAVONOIDES mgEAg/g >Tiempo.

De acuerdo a los resultados mostrados en la Figura 9, la segunda variable con mayor
significancia segun los datos observados fue para la variable tiempo, de la cual el T2 presento
mayor eficiencia de extraccion. Se realizé prueba t conocer las diferencias de las medias de
minimos cuadrados se encontr6 que T1(142.773 mgEAg/g) y T2 (217.659 mgEAg/g) son

significativamente distintos con un a= <0.05, t = 2.01669
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TEMPERATURA
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Figura 10. Respuesta FLAVONOIDES mgEAg/g >Temperatura.

De acuerdo a la Tabla 22, la variable temperatura es la tercera variable con mayor
importancia; segun los resultados mostrados en la Figura 10, se aprecia que la T 50 °C tiene
mayor eficiencia de extraccién en comparacion ala T 30 °C.

Se realiz6 prueba t para conocer las diferencias de las medias de minimos cuadrados se
encontr6 que T°30 (146.447 mgEAg/g) y T350 (213.985 mgEAg/g) son significativamente
distintos con un a= <0.05, t = 2.01669
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AMPLITUD DE ONDA SONICA
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Figura 11. Respuesta FLAVONOIDES mgEAg/g >Longitud.

De acuerdo con la Tabla 22 y la Figura 11, la variable de longitud de onda es considerada
la de menor influencia en comparacion a las demas variables, Se observo que de acuerdo con
el grafico de las medias de minimos cuadrados la A50 tiene un mayor rendimiento de extraccion
en comparacion a la A30. Se realizd prueba t para conocer la diferencia de las medias de
minimos cuadrados se encontréo que A30 (160.95 mgEAg/g) y A50 (199.47 mgEAg/g) son

significativamente distintos con un a= 0.05, t = 2.01669
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Anélisis de efectos e interaccidn entre 2 variables.
Respuesta FLAVONOIDES mgEAg/g > TIEMPO*TEMPERATURA

T2, TS50 258.45
T2, T30 B 176.86
T1, TS0 B 169.51
T1, T30 C 116.03

Tabla 23. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.

De acuerdo con los resultados observados en la Tabla 23, las variables T2 (20 min) y
T50 (50 °C) son la combinacién con mayor eficacia para la extraccion de flavonoides, y T1(10

minutos) combinado con T30 (30 °C) muestran un menor rendimiento de extraccion.

Respuesta FLAVONOIDES mgEAg/g > TIEMPO*AMPLITUD

T2, A50 238.00
T2, A30 B 197.31
T1, AS0 C 160.95
T1, A30 D 12459

Tabla 24. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.
Se observé que nuevamente en la tabla 24, que la variable T2 (20 min) tiene un mejor

rendimiento de extraccion cuando esta combinado con la A50 (50% amplitud) en comparacion
a los tratamientos con T1(10 min) y A30 (30% amplitud).
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Respuesta FLAVONOIDES mgEAg/g > TEMPERATURA*AMPLITUD

T50, A50 220.12
T50, A30 A 207.84
T30, AS0 B 178.83
T30, A30 C 114.06

Tabla 25. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.

En la Tabla 25 se observa que nuevamente la T50 (50 °C) es la temperatura que muestra
un mayor rendimiento de extraccion, también se puede notar que la longitud de onda no tiene
tanta relevancia como es la temperatura, pero de elegirse, la longitud de onda L50 (50%

amplitud) es la més adecuada y relacionada a una mayor extraccion de flavonoides.

Respuesta FLAVONOIDES mgEAg/g > TIEMPO*DILUCION

T2, D50 290.65
T1, D50 B 218.53
T2, D100 C 144.66
T1, D100 D 67.01

Tabla 26. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.
Para la combinacion tiempo y dilucion observada en la Tabla 26 se not6 que la D50

(19/50mL) est4 asociada a un mayor rendimiento de extraccion, resultando un factor méas
relevante que el tiempo.
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Respuesta FLAVONOIDES mgEAg/g > TEMPERATURA*DILUCION

T50, D50 311.86
T30, D50 B 197.31
T50, D100 C 116.10
T30, D100 D 95.57

Tabla 27. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.

En la Tabla 27 se muestra que para la combinacién temperatura y dilucidon se observo,
que la D50 (1g/50mL) esta asociada a un mayor rendimiento de extraccion, resultando un factor

mas relevante que la temperatura.

Respuesta FLAVONOIDES mgEAg/g > AMPLITUD*DILUCION

_---_ o

A50, D50 291.86

Prueba
A30, D50 B 217.31 HSD de
A50, D100 C 107.09 Tukey
A30, D100 C 104.59 de las

diferencias de medias de minimos cuadrados.

En la Tabla 28 se muestra la interaccion entre amplitud de onda y dilucién, donde se
observd que la D50 (1g/50mL) esta asociada a un mayor rendimiento de extraccion, resultando
un factor muy relevante, por otro lado, se observa que la amplitud de onda es un factor menos
relevante en comparacion al factor dilucién es D100 (1g/100mL), con medias observadas en el

mismo grupo, el nivel C con 187.27 mg menos de captaciéon en comparacion al nivel A.

Respuesta FLAVONOIDES mgEAg/g>TIEMPO*TEMPERATURA*AMPLITUD
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Figura 12. Tiempo/Temperatura/Amplitud.

T2, T50, A50 278.60
T2, T50, A30 B 238.30
T2, T30, A50 C 197.39
T1, T50, A30 D 177.39
T1, T50, A50 D 161.63
T1, T30, A50 D 160.27
T2, T30, A30 D 156.33
T1, T30, A30 E 71.78

Tabla 29. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.
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Derivado de la interaccion entre tiempo, temperatura y amplitud, se observé (Figura 12),

una respuesta altamente significativa entre las tres variables de interés, presentando un valor

P<.0001. Se notd, que de acuerdo con la prueba posthoc mostrada en la Tabla 29, todas las

combinaciones pertenecen a diferente grupo de medias, siendo la combinaciéon T2, T50 y A50,

la que asocio a un mayor rendimiento de extraccion reportandose una media de 278 mgEAg/g.

Respuesta FLAVONOIDES mgEAg/g > TIEMPO*TEMPERATURA*DILUCION

Residuos de apalancamiento de

FLAVONOIDES mgEAg/g
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Apalancamiento de
TIEMPO*TEMPERATURA*DILUCION, P <.0001

Figura 13. Flavonoides en relacion con el tiempo, temperatura y dilucion.
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T2, T50, D50 369.06
T1, T50, D50 B 254.66
T2, T30, D50 C 212.24
T1, T30, D50 D 182.39
T2, T50, D100 E 147.84
T2, T30, D100 E 141.48
T1, T50, D100 F 84.36

T1, T30, D100 G 49.66

Tabla 30. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.

La combinacién tiempo, temperatura y dilucidon, ejerce una gran significancia en el
rendimiento de extraccién, de acuerdo con el valor P<.0001 encontrado en la Figura 13, ademas
se noto6 que todos los diferentes niveles de combinacion son muy distintos de acuerdo a la tabla
30, siendo el nivel A, el de mayor rendimiento de extraccién correspondiente a 369 mgEAg/g,
cabe notar que los niveles que se asocia a un mayor rendimiento de extracciéon son aquellos

con menor dilucién, y a una mayor temperatura.
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Respuesta FLAVONOIDES mgEAg/g > TIEMPO*AMPLITUD*DILUCION
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Apalancamiento de TIEMPO*AMPLITUD*DILUCION,
P =0.0057

Figura 14. Flavonoides con relacién al tiempo, amplitud y dilucién.

350
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T50, A50, D50 314.51
T50, A30, D50 A 309.21
T30, A50, D50 B 269.21
T50, A50, D100 C 125.72
T30, A30, D50 C 125.42
T50, A30, D100 C D 106.48
T30, A30, D100 C D 102.69
T30, A50, D100 D 88.45

Tabla 31. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.

Para la combinacién tiempo, amplitud y dilucién, nuevamente se observa (Figura 14),
gue esta interaccion ejerce gran relevancia en torno al rendimiento de extraccién de los
flavonoides, también se muestra en la Tabla 31, que los niveles de mayor extraccién son
aquellos de menor dilucién y mayor temperatura (nivel A). Ademas, se observé que la amplitud
de onda es la variable con menor significancia.
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Respuesta FLAVONOIDES mgEAg/g > TIEMPO*TEMPERATURA*LONGITUD*DILUCION
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Apalancamiento de
TIEMPO*TEMPERATURA*AMPLITUD*DILUCION, P
=0.3391

Figura 15. Contenido de flavonoides de acuerdo al tiempo, temperatura, amplitud y dilucion.
En la Figura 15, se observo que la interaccion producida por las 4 variables involucradas
no es significativa, sin embargo, la interaccién producida por tiempo/temperatura/dilucién si lo

es, por lo cual se concluye que la variable amplitud de onda no es relevante en este estudio o

ambas amplitudes son igualmente efectivas esto se observa en la Tabla 32.
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T2, T50, A50, D50 381.18
T2, T50, A30, D50 A 356.93
T1, T30, A50, D50 B 275.12
T2, T30, A50, D50 B 263.30
T1, T50, A30, D50 B 261.48
T1, T50, A50, D50 B 247.84
T2, T50, A50, D100 C 176.03
T2, T30, A30, D50 cC D 161.18
T2, T30, A30, D100 cC D 151.48
T2, T30, A50, D100 C D E 131.48
T2, T50, A30, D100 D E F 119.66
T1, T50, A30, D100 E F G 9330
T1, T30, A30, D50 E F G 89.66
T1, T50, A50, D100 F G 7542
T1, T30, A30, D100 G 53.90
T1, T30, A50, D100 G 4542

Tabla 32. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.
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7.2.4 ENSAYO INHIBICION DE RADICALES ABTS
Los resultados obtenidos se muestran como porcentaje de inhibicion, se procesoé la matriz de

datos del total de tratamientos, encontrandose los siguientes resultados.

Respuesta ABTS (%) inhibicién > Modelo completo

100
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_ o,
§ 80 A
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(8]
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= 50 *
S
n 40
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m
< 30
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10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
ABTS (% )inhibicion Predicho RMSE =1.7468 RSq
=0.99657 Valor p=<.0001
Figura 16. Respuesta ABTS (%) inhibicion.
R cuadrado 0.996568
R cuadrado ajustado 0.99496
Raiz del error cuadratico medio 1.746764
Media de respuesta 55.62324
Observaciones (0 suma de pesos) 48

Tabla.33 Resumen del ajuste.
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Modelo 28353.680 1890.25 619.5123
Error 32 97.638 3.05 Prob > F
C. 47 28451.318 <.0001*
Total

Tabla 34. Anélisis de varianza.

Tabla 35. Resumen de efectos e interacciones para el ensayo ABTS.

En la Figura 16, se muestra que las interacciones producidas por las cuatro variables
generan una influencia muy significativa en el porcentaje de inhibicién, presentando un valor de
P<.0001. De acuerdo a los resultados de la Tabla 33, se observé que, de acuerdo con la R
cuadrada encontrada, se puede explicar un 99.6568% de los resultados, con solo un porcentaje
menor al 1% de variacion no explicada. Por lo cual se concluye que el modelo puede estimar

correctamente con una alta confiabilidad de los datos.

53



TIEMPO
TEMPERATURA
TIEMPO*TEMP
AMPLITUD
TIEMPO*AMPL
TEMP*AMPL
TIEMPO*TEMP*AMPL
DILUCION
TIEMPO*DILU
TEMP*DILU
TIEMPO*TEMP*DILU
AMPL*DILU
TIEM*AMPL*DILU
TEMP*AMPL*DILU

TIEM*TEMP*AMPL*DILU

e S T o S e S o o = S = =Y

1

e S T o S e S o o = S = =Y

1

765.692
9.135
2217.164
480.951
0.063
1910.844
1943.188
15538.439
11.585
681.990
443.921
907.732
1670.751
1703.807
68.417

250.9492
2.9938
726.6571
157.6278
0.0206
626.2634
636.8638
5092.595
3.7969
223.5167
145.4915
297.5017
547.5749
558.4087
22.4232

<.0001*
0.0932

<.0001*
<.0001*
0.8868

<.0001*
<.0001*
<.0001*
0.0602

<.0001*
<.0001*
<.0001*
<.0001*
<.0001*
<.0001*

En la Tabla 35, se muestra el resumen de los efectos e interacciones del modelo

completo con su valor de significancia.

En funcion de los resultados encontrados, se observan los siguientes comportamientos

por cada variable.
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AMPLITUD DE ONDA SONICA
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Figura 17. Respuesta ABTS (%) inhibicion > LONGITUD.

De acuerdo con los resultados encontrados en la Figura 17 para el ensayo ABTS se observé
gue la amplitud de onda sénica muestra diferencias significativas con un valor de p <.0001, se
realizo prueba de t de las diferencias de minimos cuadrados, donde se reportd que ambos
niveles son significativamente distintos una a=0.05, A30 con una media de inhibicion 58.7%,
A50 una media de inhibicion 52.45%
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Figura 18. Respuesta ABTS (%) inhibicion > TIEMPO.

De acuerdo a los resultados mostrados en la Figura 18, se observé que la variable
tiempo, también es un factor relevante, para mejorar el porcentaje de inhibicion del radical
ABTS, se presentaron diferencias entre medias de ambos grupos con un 59.61% para T2(20

minutos) y 51.62% T1 (10 min) siendo significativamente distintos.
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TEMPERATURA
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Figura 19. Respuesta ABTS (%) inhibicion > TEMPERATURA.

En la Figura 19 se observa que la variable temperatura no se considera un factor
relevante para la eficiencia del porcentaje de inhibicién del radical ABTS con un valor de
P=0.00932, ambos niveles de temperatura (T1, T2) presentan medias de inhibicién similares
un 55.18% inhibicion para T30, 56.05% para T50.
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Figura 20. Respuesta ABTS (%) inhibicion >DILUCION.

En la Figura 20 se muestra que la variable dilucion representa un resultado altamente
significativo con un valor P<0.0001, siendo la D50 la dilucion con mayor actividad antioxidante
con una media de porcentaje de inhibicion de 73% en comparacion a la D100 con un porcentaje
de inhibicion promedio de 37.63%. Segun los datos observados, las demas variables, no

influyen significativamente en la actividad antioxidante del extracto.
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ANALISIS DE EFECTOS E INTERACIONES

Respuesta ABTS (%) inhibicion > TIEMPO*TEMPERATURA
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Figura 21. Respuesta ABTS de acuerdo al tiempo, temperatura.

T2, T30 65.97
T1, TS0 B 58.86
T2, TS50 C 53.25
T1, T30 D 4439

Tabla 35. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.

En la Figura 21 se muestra que la interacciéon dada entre tiempo y temperatura se
considera muy significativa un valor P<.0001. Ademas, en la Tabla 35 se observé que el nivel
A conformado por la combinacion entre T2 (20 min) y T30 (30 °C) tiene un mayor porcentaje de
inhibicién de 65.97%; en contraste a los demas resultados donde la temperatura de 50 °C tiende

a tener un mejor desempefio.
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Respuesta ABTS (%) inhibicion > TIEMPO*AMPLITUD.
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Figura 22. Respuesta ABTS de acuerdo a la interaccion tiempo y longitud.

T2, A30 62.81
T2, AS0 B 56.41
T1, A30 B 54.75
T1, A50 C 48.50

Tabla 35. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.

En relacion a la interaccion entre tiempo y longitud de onda sénica, que, de acuerdo a
los resultados encontrados, esta interaccion no es significativa desde la perspectiva general,
sin embargo, al realizar la prueba potshoc, se puede notar diferencias significativas entre los
diferentes niveles, siendo la interaccion entre T2 (20 min) y A30 (30% amplitud) la que mejor
porcentaje de inhibicién del radical ABTS presenta.
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Respuesta ABTS (%) inhibicion > TEMPERATURA*AMPLITUD
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Figura 23. Respuesta de inhibicién de acuerdo a la interaccién temperatura y amplitud.

T50, A30 65.53
T30, AS0 B 58.33
T30, A30 C 52.04
T50, AS0 D 46.58

Tabla 36. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.

En la Figura 23 se muestra que la interaccion dada entre la temperatura y la amplitud de
onda es muy significativa presentando un valor P<.0001. Por otro lado, en la Tabla 36 se
observé que la combinacién entre la T50 (50 °C) y A30 (30%amplitud) reporta un mayor
porcentaje de inhibicibn comparado con los demas niveles (interacciones).
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Respuesta ABTS (%) inhibicién > TIEMPO*DILUCION
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Figura 24. Respuesta (%) inhibicion de acuerdo a la interaccion tiempo y dilucion.

T2, D50 78.10
T1, D50 B 69.13
T2, D100 C 41.13
T1, D100 D 34.12

Tabla 37. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.

En la Figura 24 se muestra que no existe significancia entre la interaccion tiempo y
dilucién, con una P=0.0602, por otro lado aunque la mayoria de los datos tiene un
comportamiento parecido al realizarse la prueba posthoc mostrada en la Tabla 37, se
encontraron diferencias significativas entre los diferentes niveles, Siendo el de mayor eficiencia
de extraccion la combinacién entre T2(20minutos) y D50(1g/50mL) nivel A, con un rendimiento
43.972% mayor al del nivel D, correspondiente a la interaccion entre T1 (10 min) y D100
(19/100mL).
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Respuesta ABTS (%) inhibicion > TEMPERATURA*DILUCION
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Figura 26. Respuesta (%) inhibicion ABTS de acuerdo a la interaccion temperatura y dilucion.

T50, D50 77.82
T30, D50 B 69.40
T30, D100 C 40.96
T50, D100 D 34.29

Tabla 38. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.

De acuerdo a la Figura 26, para la interaccion entre la temperatura y dilucién se observo
una relacion significativa con una P<.0001, donde se not0 que, de las combinaciones
presentadas entre T50 (50 °C) y D50 (1g/50mL) presentan una mayor eficacia presenta para la
inhibicién del radical ABTS, en comparacién a los demas niveles mostrados en la tabla 38,
aunqgue también se evidencia que la D50 es una variable muy importante que esta asociada a

un mayor poder de inhibicién.
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Respuesta ABTS (%) inhibiciéon > AMPLITUD*DILUCION
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Figura 27. Respuesta (%) ABTS de acuerdo a la interaccion longitud y dilucion.

A50, D50 74.79
A30, D50 B 72.43
A30, D100 C 45.14
AS50, D100 D 30.11

Tabla 39. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.

En la Figura 27 se muestra una diferencia muy significativa entre la interaccién dada por
amplitud y dilucién, presentando un valor P<.0001. De acuerdo a los resultados encontrados en
la prueba posthoc mostrada en la Tabla 39, se puede notar que hay diferencias significativas
para todos los niveles de combinacion, siendo los de mayor eficiencia los niveles A, B ambos
con D50(1g/50mL) y con amplitudes dentro del grupo A50 y A30; lo que indica, que la dilucion
es clave en el proceso de inhibicion en comparacién a la amplitud de onda.
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ANALISIS DE INTERACION CON 3 VARIABLES
Respuesta ABTS (%) inhibicién > TIEMPO*TEMPERATURA*AMPLITUD
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Figura 28. Respuesta (%) inhibicion ABTS de acuerdo a la interaccion tiempo, temperatura y

Longitud.

T1, T50, A30 74.66
T2, T30, A30 B 69.23
T2, T30, A50 C 62.72
T2, T50, A30 D 56.40
T1, T30, A50 D 53.93
T2, T50, A50 E 50.10
T1, T50, A50 F 43.06
T1, T30, A30 G 34385

Tabla 39. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.
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De acuerdo a la interaccion observada de las variables tiempo, temperatura y dilucion
(Figura 28) se not6 que existié una alta significancia entre dichos factores, reportando un valor
P<.0001; en la Tabla 39 se notd que existié una gran diferencia entre cada una de las medias
de todos los niveles, siendo los niveles A,B los que se asociaron a un mayor rendimiento de
extraccion, ambos niveles presentan un 30% amplitud de onda, sin embargo, para el nivel A se
caracterizé por un tiempo corto (10 min) con una temperatura mayor (50 °C) y para el nivel B
un tiempo mayor de (20 min) con una temperatura menor (30 °C) ambas combinaciones se

asocian a las de mayor potencial de inhibicién del radical ABTS

Respuesta ABTS (%) inhibicion > TIEMPO*TEMPERATURA*DILUCION
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Figura 29. Respuesta (%) inhibicion ABTS de acuerdo a la interaccion entre tiempo,

temperatura y dilucién.
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T2, T30, D50 83.73
T1, T50, D50 A 83.17
T2, T50, D50 B 72.46
T1, T30, D50 C 55.08
T2, T30, D100 D 48.22
T1, T50, D100 E 34.55
T2, T50, D100 E 34.04
T1, T30, D100 E 33.70

Tabla 40. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.

En la Figura 29 se not6 que la interaccion dada entre el tiempo, temperatura, y dilucion,
muestra una alta significancia, reportando una P<.0001. En la Tabla 40 se encuentran
diferencias significativas en todos los niveles de combinacion de las variables, y se observé que
existen 2 combinaciones con mayor eficacia para inhibicién del radical ABTS, destaca la D50,
como la dilucién efectiva en comparacion a la D100.
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Respuesta ABTS (%) inhibicién > TIEMPO*AMPLITUD*DILUCION
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T2, A30, D50 82.85

T1, A50, D50 B 76.24

T2, A50, D50 B 73.34

T1, A30, D50 C 62.01

T1, A30, D100 D 47.50

T2, A30, D100 E 42.78

T2, A50, D100 F 39.48

T1, A50, D100 G 20.75

Tabla 41. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.

En la Figura 30 se observa una alta significancia P<.0001, del efecto que ejerce la
interaccion entre tiempo, amplitud y dilucién, ademas de acuerdo a la Tabla 41, se observa que
el nivel A presenta una mayor inhibicion del radical ABTS (82.85%), seguido del nivel B (76.24%)
ambos niveles se consideran las mejores combinaciones en comparacion a los demas niveles
gue disminuyen menos de un 50% el radical ABTS. Nuevamente destaca la D50 como la mejor
dilucién, también se nota que los tratamientos en los cuales la temperatura es mas alta, la

amplitud de onda 30% en este caso, es suficiente para tener una buena inhibicion del radical.
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Respuesta ABTS (%) inhibicién > TEMPERATURA*AMPLITUD*DILUCION
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Figura 31. Resultado (%) inhibicion de acuerdo a la interaccion entre temperatura, amplitud y

dilucion.
_Illlllll—

T50, A30, D50 88.90

T30, A50, D50 B 82.86

T50, A50, D50 C 66.73

T30, A30, D50 D 55.95

T30, A30, D100 E 48.12

T50, A30, D100 F 42.16

T30, A50, D100 G 33.80

T50, A50, D100 H 26.43

Tabla 42. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.
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En la Figura 31 se observa la respuesta dada por la interacciébn entre temperatura,
amplitud y dilucion es altamente significativa, presentando un valor P<.0001, de acuerdo a lo
reportado por la prueba posthoc (Tabla 42), se observé que todas las medias de los niveles son
diferentes. Por otro lado, también se not6 que los niveles de mayor extraccibn nuevamente
corresponden a aquellos con una menor dilucién (D50), y se observé que cuando la temperatura
es mayor la longitud de onda debe ser menor y es adecuada para tener un buen rendimiento

en la inhibiciéon del radical ABTS.

Anélisis de efector e interacidon entre las 4 variables de interés.
Respuesta ABTS (%) inhibicion > TIEMPO*TEMPERATURA*AMPLITUD*DILUCION
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Figura 32. Respuesta (%) ABTS de acuerdo a la interaccion entre tiempo, temperatura y

dilucion.
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T1, T50, A30, D50 93.49
T2, T30, A50, D50 B 86.07
T2, T50, A30, D50 B C 84.32
T2, T30, A30, D50 B C 81.38
T1, T30, A50, D50 C 79.64
T1, T50, A50, D50 D 72.85
T2, T50, A50, D50 E 60.61
T2, T30, A30, D100 E 57.07
T1, T50, A30, D100 E 55.83
T2, TS50, AS0, D100 F 39.59
T2, T30, A50, D100 F 39.36
T1, T30, A30, D100 F 39.17
T1, T30, A30, D50 G 30.53
T2, T50, A30, D100 G 28.49
T1, T30, A50, D100 G 28.23
T1, T50, A50, D100 H 13.26

Tabla 43. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.

En la Figura 32 se observd que la interaccion de las 4 variables, tiempo, temperatura,
amplitud de onda sénica y dilucién es altamente significativa, se muestra que de las diferentes
combinaciones mostradas en la Tabla 43, el nivel A se asocia a una mayor inhibicion del radical
ABTS, y este se caracteriza por las condiciones siguientes, T1 (10 min), T50 (50°C), L30 (30%
amplitud), D50(1g/50mL), llegando a inhibir hasta un 93.49% el radical. Por otro lado, se
evidencia que las combinaciones asociadas a una dilucién mayor, D100 (1g/100mL) tienen un

menor potencial inhibitorio.
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7.2.5 ENSAYO INHIBICION DE RADICALES DPPH
Los resultados obtenidos se muestran como porcentaje de inhibicion, se procesé la matriz de

datos del total de tratamientos, encontrandose los siguientes resultados.

Respuesta DPPH (%) inhibicion > Modelo completo
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Figura 33. Respuesta (%) inhibicion DPPH modelo completo.

R cuadrado 0.997731
R cuadrado ajustado 0.996667
Raiz del error cuadratico medio 1.300181
Media de respuesta 44.59902
Observaciones (0 suma de pesos) 48

Tabla 44. Resumen de ajuste.
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Modelo 15 23782.438 1585.50 937.9017
Error 32 54.095 1.69 Prob > F
C. 47 23836.533 <.0001*
Total

Tabla 45. Anélisis de varianza.

De acuerdo con la Figura 33 es notable que las variables implicadas tienen un efecto
importante en torno al porcentaje de inhibicion del radical DPPH se reporta una significancia de
<.0001, ademés de acuerdo a la Tabla 44, este modelo puede explicar un 99.77% del

comportamiento de los datos, por lo cual los resultados obtenidos son altamente confiables.
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En la Tabla 46, se muestra el resumen de todos los efectos y las combinaciones,

reportando su nivel de significancia.

TIEMPO

TEMP

TIEM*TEMP
AMPLITUD
TIEM*AMPL
TEMP*AMPL
TIEM*TEMP*AMPL
DILUCION
TIEM*DILU
TEMP*DILU
TIEMPO*TEMP*DILU
AMPL*DILU
TIEMPO*AMPL*DILU
TEMP*AMPL*DILU

TIEM*TEMP*AMPL*DILU

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

L e I = T = o = o S o = e S SR S *EN

215.414
287.756
1567.465
54.967
240.128
874.130
2737.029
10127.789
345.474
131.274
722.409
4133.207
131.814
2103.990
109.592

127.4283
170.2226
927.2352
32.5159

142.0478
517.0922
1619.092
5991.104
204.3657
77.6552

427.3420
2445.002
77.9747

1244.618
64.8293

Tabla 46. Resumen de efectos e interacciones del modelo completo.

A continuacion, se muestra cada uno de las variables y su nivel de significancia.

<.0001*
<.0001*
<.0001*
<.0001*
<.0001*
<.0001*
<.0001*
<.0001*
<.0001*
<.0001*
<.0001*
<.0001*
<.0001*
<.0001*
<.0001*
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Figura 34. Respuesta DPPH (%) inhibicién > TIEMPO.
De acuerdo con la Figura 34 se observa que el tiempo es una variable altamente significativa,

presentando un valor de P<.0001, ambas medias son diferentes, presentando T1 (10 min) un
46.71% de inhibicién del radical DPPH, y T2 (20 min) con una media de inhibicion de 42%.
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Figura 35. Respuesta DPPH (%) inhibicion > TEMPERATURA.

En la Figura 35 se puede apreciar que la variable temperatura, también presenta una alta
significancia, ambas medias se reportan diferentes, 42.15% para T30 (30 °C) y 47.04% para
T50 (50 °C), se observa que, a mayor temperatura de extraccion, favorece un mayor potencial

de inhibicion.
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AMPLITUD DE ONDA SONICA
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Figura 36. Respuesta DPPH (%) inhibicién > AMPLITUD.

De acuerdo a los resultados encontrados en la Figura 36, existen diferencias
significativas de acuerdo a los dos niveles de amplitud de onda, L30 (30% amplitud), con un
porcentaje de inhibicién del radical de 43.52% y A50 (50% amplitud) con un porcentaje de
inhibicion de 45.6%. Por otro lado, también se puede notar, que, de acuerdo al resumen de
efectos, la amplitud por si sola, es el factor con menos significancia para favorecer la actividad
antioxidante del extracto e inhibir el radical.
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DILUCION
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Figura 37. Respuesta DPPH (%)inhibicién > DILUCION.

De acuerdo a la Figura 37 y en concordancia con la Tabla 46, de las cuatro variables
reportadas, la dilucion es la variable que mas influencia tiene en la actividad antioxidante del
extracto para inhibir el radical DPPH, por otro lado en la grafica se muestra que ambas
diluciones tienen medias diferentes, presentando una valor P<.0001 de significancia,
favoreciendo un mayor efecto Inhibidor la D50 (1g/50mL).
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ANALISIS DE EFECTOS E INTERACCIONES ENTRE 2 VARIABLES
Respuesta DPPH (%)inhibicién > TIEMPO*TEMPERATURA
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Figura 39. Respuesta (%) inhibicion DPPH entre la interaccidon tiempo y temperatura.

T1, T50
T2, T30
T2, TS0
T1, T30

C
C

54.88
45.74
39.21
38.55

Tabla 47. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.
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De acuerdo con la Figura 39, la interaccion dada entre el tiempo y la temperatura es
altamente significativa, con un valor P<0001, basado en las combinaciones mostradas en la
Tabla 47, el nivel A, corresponde a la mejor combinacién, con un porcentaje de inhibicién del
54.88%, por otro lado, el nivel B, se considera el segundo nivel con mayor porcentaje de
inhibicién, ambos se observan como las mejores combinaciones para favorecer la inhibicion de
radical DPPH.

Respuesta DPPH (%) inhibicién > TIEMPO*AMPLITUD
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80 —
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Apalancamiento de TIEMPO*AMPLITUD, P <.0001

Figura 40. Respuesta (%) inhibicién de acuerdo a la interaccion tiempo y temperatura.

T1, A30 47.88
T2, AS0 B 45.78
T1, A50 B 45.55
T2, A30 C 39.17

Tabla 48. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.
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De acuerdo a los resultados obtenidos, se observa que la interaccién entre tiempo y
amplitud, son altamente significativas, presentando un valor P<.0001, ademas se muestra, que
el nivel A, es el que se asocia a un mayor porcentaje de inhibicién del radical DPPH con un
47.88% de inhibicion y se conforma por la interaccién entre T1 (10 min) a una A30 (30%

amplitud).

Respuesta DPPH (%)inhibicion > TEMPERATURA*AMPLITUD
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Apalancamiento de TEMPERATURA*AMPLITUD, P
<.0001

Figura 41. Respuesta (%) inhibicion DPPH de acuerdo a la interaccion temperatura y longitud.

T50, A30 50.24
T30, AS0 B 47.48
T50, A50 C 43.85
T30, A30 D 36.81

Tabla 49. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.
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De acuerdo a la Figura 41, la interaccion producida entre las variables temperatura y
amplitud de onda, son altamente significativas, presentando un valor de P<.0001, ademas en
la Tabla 49, se muestra que de acuerdo a la prueba posthoc, todas las medias de cada nivel
de son diferentes. Por otro lado se observa que al combinar una temperatura mayor con una

longitud de onda menor (Nivel A) hay un mayor porcentaje de inhibicion del extracto.

Respuesta DPPH (%) inhibicién > TIEMPO*DILUCION
90
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Residuos de apalancamiento de DPPH
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(o)
o
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Apalancamiento de TIEMPO*DILUCION, P <.0001

Figura 42. Respuesta (%) inhibicion DPPH de acuerdo a la interaccion tiempo y dilucién.

T1, D50 63.92
T2, D50 B 54.32
T2, D100 C 30.63
T1, D100 C 29.50

Tabla 50.Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.
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En la Figura 42 se muestra una diferencia significativa entre los diferentes niveles,
presentando uun valor de P=.0001; de acuerdo a la prueba posthoc mostrada en la Tabla 50,
se observd que los mejores niveles de potencial de inhibicion son aquellos con una dilucién

menor (D50), en comparacién a los niveles con mayor dilucién.

Respuesta DPPH (%) inhibicion > TEMPERATURA*DILUCION

90
80
70
60
50
40
30

20

Residuos de apalancamiento de DPPH
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Apalancamiento de TEMPERATURA*DILUCION, P
<.0001

Figura 43. Resultado (%) inhibicion DPPH de acuerdo a la interaccion temperatura y dilucion.

T50, D50 63.22
T30, D50 B 55.02
T50, D100 C 30.86
T30, D100 D 29.27

Tabla 51. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.
De acuerdo a la Figura 43, se observo que las combinaciones de mayor efectividad son
aquellas con dilucion menor (D50, 1g/50mL), rectificando la importanciade la dilucién elegida
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en un experimento de extraccion, por otro lado, en la Tabla 51 se observé que aun cuando las
medias entre niveles A,B son diferentes, ambas son adecuadas alternativas para utilizar, ya que
son las que mejor desempefio obtuvieron, a dos tipos de temperaturas diferentes.

Respuesta DPPH (%) inhibicion > AMPLITUD*DILUCION
90
80
70
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50
40
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20

Residuos de apalancamiento de DPPH
(%)inhibicién

10
20 30 40 50 60 70
Apalancamiento de AMPLITUD*DILUCION, P <.0001

Figura 44. Respuesta (%) inhibicion DPPH de acuerdo a la interaccion entre amplitud y dilucién.

A50, D50 69.47
A30, D50 B 48.77
A30, D100 C 38.28
A50, D100 D 21.86

Tabla 52. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.

De acuerdo a la Figura 44, la interaccion dada entre la amplitud y la dilucion es altamente
significativa, presentando un valor P <.001, por otro lado, en la Tabla 52 se notan diferencias
significativas entre todos lo niveles, siendo los de mayor potencia de inhibicion del radical,

aquellos con menor dilucion.
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ANALISIS DE EFECTOS E INTERACCIONES ENTRE 3 VARIABLES.

DPPH (%) inhibicion > TIEMPO*TEMPERATURA*AMPLITUD
90

80

70—

60 —

Residuos de apalancamiento de DPPH
(%)inhibicién
Ul
o
|

10 I T I T I T I T
30 40 50 60 70

Apalancamiento de
TIEMPO*TEMPERATURA*AMPLITUD, P <.0001

Figura 45. Resultados (%) inhibicion de acuerdo a la interaccién tiempo, temperatura y
longitud.

T1, T50, A30 67.86
T1, T30, A50 B 49.20
T2, T50, A50 C 45.80
T2, T30, A50 C 45.76
T2, T30, A30 C 45.72
T1, T50, A50 D 41.89
T2, T50, A30 E 32.62
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T1, T30, A30 F 27.90

Tabla 53. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.

De acuerdo a los resultados de la Figura 45, se encuentra una alta significancia entre la
interacion dada por el tiempo, temperatura y dilucién, se reporta un valor de P<.0001, se realiz6
la prueba posthoc, de acuerdo a la Tabla 53, y con las diferentes combinaciones se presentan
diferencias entre la mayoria de los niveles, siendo los de mayor eficiencia de extraccion los
niveles A,B, por lo cual se consideran 2 diferentes combinaciones con gran eficacia para
inhibicién del radical DPPH

Respuesta DPPH (%) inhibicién > TIEMPO*AMPLITUD*DILUCION
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Residuos de apalancamiento de DPPH
(%)inhibicion

10
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Apalancamiento de TIEMPO*AMPLITUD*DILUCION,
P <.0001

Figura 46. Resultados (%) inhibicion DPPH de acuerdo a la interaccion tiempo, longitud y
dilucion.
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T1, A50, D50

T2, A50, D50

T1, A30, D50

T2, A30, D50

T1, A30, D100

T2, A30, D100

T2, A50, D100

T1, A50, D100

Tabla 54. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.

D

D

70.38

68.56

57.47

40.08

38.29

38.26

23.00

20.72

De acuerdo a la Figura 46, la interaccion entre las variables tiempo, amplitud y dilucion,

siendo altamente significativas presentando un valor de P<.0001, de acuerdo con la prueba

posthoc (Tabla 54), existen 2 combinaciones con un excelente potencial para inhibicion del

radical DPPH, ambas con diluciones y amplitudes son iguales, con medias pertenecientes al

mismo grupo.
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Respuesta DPPH (%) inhibicion > TEMPERATURA*AMPLITUD*DILUCION
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Apalancamiento de
TEMPERATURA*AMPLITUD*DILUCION, P <.0001

Figura 47. Resultados (%) inhibicién de acuerdo a la interaccion temperatura, longitud, dilucién.
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T30, A50, D50 76.26
T50, A30, D50 B 63.76
T50, A50, D50 B 62.68
T30, A30, D100 C 39.84
T50, A30, D100 D 36.72
T30, A30, D50 E 33.78
T50, A50, D100 F 25.01
T30, A50, D100 G 18.71

Tabla 55. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.

De acuerdo a los resultados encontrados en la Figura 47 se observo que la interaccion
producida entre temperatura, amplitud y dilucién son altamente significativas presentando un
valor P <.0001, de acuerdo a la Tabla 55, la combinacion T30 (30 °C), A50(50% amplitud) y D50
(1g9/50mL) se muestra como la que tiene un mejor desempefio en torno a la inhibicion del radical
DPPH. Nuevamente es evidente que la dilucion menor es clave para impulsar el potencial
inhibicion del radical.
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Respuesta DPPH  (%)inhibicion > TIEMPO*TEMPERATURA*AMPLITUD*DILUCION
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<.0001

Figura 48. Resultado (%) inhibicion DPPH de acuerdo a la interaccion entre las variables tiempo,

temperatura, amplitud y dilucion.
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T1, TS0, A30, D50 88.09
T2, T30, A50, D50 B 78.90
T1, T30, A50, D50 C 73.61
T1, TS0, A50, D50 D 67.14
T2, TS0, A50, D50 E 58.22
T2, T30, A30, D100 F 50.72
T1, TS0, A30, D100 F 47.63
T2, T30, A30, D50 G 40.72
T2, TS0, A30, D50 G 39.43
T2, T50, A50, D100 H 33.38
T1, T30, A30, D100 | 28.95
T1, T30, A30, D50 I J 26.84
T2, TS0, A30, D100 I J 25.81
T1, T30, A50, D100 J 24.79
T1, T50, A50, D100 K 16.64
T2, T30, A50, D100 L 12.63

Tabla 56. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.

De acuerdo a la Figura 48 todas la variables ejercen efecto significativo entre si,
favoreciendo el desempefio del extracto para inhibir el radical DPPH, en la Tabla 56, se observo
gue el factor mas determinante es la dilucién, también se not6 que la amplitud de onda que esta
asociada a una mayor extraccion es la A50 (50% amplitud) , por otro lado también se puede
observar que cuando la temperatura es alta (50 °C) el intervalo de tiempo necesario es mas

corto (T1, 10 min), y cuando la temperatura es menor, se necesita aumentar el tiempo de
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extraccion, nétese estas caracteristicas en los niveles A, B, siendo las mejores combinaciones,

de acuerdo a su porcentaje de inhibicién.

7.2.6 CONCLUSION GENERAL EXTRACCION POR TECNICA ASISTIDA DE ULTRASONIDO.

Hasta el momento, se concluye que el modelo estadistico utilizado permitié conocer los efectos
e interacciones de las cuatro variables. Para la prueba de fenoles totales la combinacion T2,
T50, A30, D50y T2, T50, A50, D50 mostraron el mejor rendimiento de extraccién con medias
dentro del mismo nivel, obteniéndose un total de 125.84 mgEQ/g y 122.68 mgEQ/g
respectivamente, por lo que se observod, que para este ensayo la variable longitud de onda en
el proceso por ultrasonido no fue relevante en comparacion a la temperatura, tiempo y dilucion.

Para la prueba flavonoides se concluye que la combinacion T2, T50, A50, D50y T2, T50,
A30, D50 mostraron un mayor rendimiento de extraccidon y ambas combinaciones pertenecen
al mismo grupo de medias, con un total de 381.18 mgEAg/g y 356.93 mgEAg/qg,
respectivamente, siendo que las condiciones de mayor extraccién son idénticas tanto en la
prueba para flavonoides como en la prueba fenoles totales. También es importante recalcar que
la amplitud de onda para estos ensayos con flavonoides no fue un factor relevante.

Para el ensayo ABTS, se concluye que la combinaciéon T1, T50, A30, D50 mostr6 la
mayor influencia en el porcentaje de inhibicion del radical ABTS del extracto, con un alto poder
de inhibicion, correspondiente a un 93.4%. Esta inhibicion es la maxima encontrada, comparada
con la combinacion T1, T50, A50, D100 con tan solo un 13.24% de inhibicion. Es importante
recalcar de nueva cuenta que la diluciébn en este ensayo también fue la variable con mayor
importancia.

Para el ensayo DPPH, se concluye que la combinacién T1, T50, A30, D50 fue la que
present6 el mayor porcentaje de inhibicion del radical DPPH, con una media de inhibicion de
88.09%. Es importante mencionar el resultado idéntico con el ensayo ABTS, por lo cual se
concluye que ambas pruebas son adecuadas para conocer la actividad antioxidante de extracto

y que ambas tienen resultados muy similares de acuerdo con su porcentaje de inhibicion.
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7.3. EXTRACCION POR TECNICA DE MACERACION

7.3.1 Disefio de estudio experimental
Con el objetivo de comparar las diferentes condiciones por técnica de ultrasonido

se formulé un estudio en parcelas divididas donde se evaluaron las siguientes variables:
temperatura, tiempo, dilucion. En la Tabla 57 se muestra el disefio. Se formularon 2 parcelas

de tiempo con un total de 8 tratamientos con 4 réplicas, por parcela.

Dilucién 50 Dilucién 100
Temperatura 30 Temperatura 50 Temperatura 30 Temperatura 50
T1*D50*T30 ‘T1*D50*T50 ‘T1*D100*T30 ‘T1*D100*T50
- meweo2n)
Dilucién 50 Dilucién 100
Temperatura 30 Temperatura 50 Temperatura 30 Temperatura 50
T2*D50*T30 T2*D50*T50 T2*D100*T30 T2*D100*T50

Tabla 57. Disefio experimental parcelas divididas para extraccion por maceracion.
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Validacion del disefo

Con la matriz de datos organizada se procedio a evaluar el disefio, para validar el disefio se
utilizé el software JMP , Se evallo el disefio mediante el modelo de analisis en parcelas
divididas, se construyeron los efectos del modelo, especificando el nUmero de interacciones
(3) y se realiz6 el diagnéstico.

Obteniendose el siguiente resultado mostrado en la Tabla 58. por lo cual se concluye
gue el diseiio utilizado es confiable.

Diagnostico del disefio

Eficiencia D 100
Eficiencia G 100
Eficiencia A 100
Varianza media de prediccion 0.1041767

Tabla 58. Resultado de validaciéon de disefio experimental.

Una vez evaluado el disefio se procedi6 a ejecutar las pruebas conforme a la planeacion,
el modelo permitié conocer el comportamiento de cada una de las variables y sus posibles
interacciones. Se cre6 una base de datos en el programa Excel y se construy6 posteriormente
un matriz de datos para el programa JMP version 15.2.1. A continuacion, se muestra cada uno
de los resultados obtenidos por el modelo de cada factor, asi como sus interacciones.
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7.3.2 ENSAYO FENOLES TOTALES
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Figura 49. Ajuste por minimos cuadrados > Respuesta POLIFENOLES mgEQ/g > Modelo
completo

R cuadrado 0.976198
R cuadrado ajustado 0.969256
Raiz del error cuadratico medio 2.622762
Media de respuesta 35.32432

Tabla 59. Resumen del ajuste.



Modelo 7 6770.9916 967.285 140.6166
Error 24 165.0931 6.879 Prob > F
C. 31 6936.0847 <.0001*
Total

Tabla 60. Anélisis de varianza.

De acuerdo a los datos obtenidos de la Tabla 59 se observa que el modelo se puede
explicar en un 97.6% de los resultados obtenidos en este estudio una variabilidad no explicada
inferior al 1%, habiendo una buena relacion entre factores y variables de respuesta. En la
siguiente tabla se muestra un resumen de cada una de las variables, sus interacciones y la

significancia encontrada.

96



TIEMPO
TEMPERATURA 1 1
DILUCION 1 1

TIEMPO*TEMPERATURA
TIEMPO*DILUCION
TEMPERATURA*DILUCION

N =
N =

TIEMPO*TEMPERATURA*DILUC
ION

Tabla 61. Resumen pruebas de los efectos e interacciones.

1861.324
4

363.4062

3965.312
3

4.4193
1.9197
8.4939
566.1158

270.585
4

52.8293

576.447
3

0.6424
0.2791
1.2348
82.2977

<.0001

*

<.0001

*

<.0001

*

0.4307
0.6022
0.2775
<.0001

*
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TIEMPO
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Figura 50. Ajuste por minimos cuadrados > Respuesta POLIFENOLES mgEQ/g > TIEMPO.

27.697635 0.65569050 27.6976
10 h 42.951014 0.65569050 42.9510

Tabla 62. Presentacion de medias por niveles de tiempo.
De acuerdo a los resultados mostrado en la Figura 50, se observa una alta significancia
un valor P menor a .001, En la Tabla 62. Se evidencia la diferencia entre medias de grupo de

acuerdo al tiempo, lo que sugiere que el tiempo es un factor determinante para una mayor

eficiencia de extraccién de compuestos fendlicos.
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TEMPERATURA
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Figura 51. Ajuste por minimos cuadrados > Respuesta POLIFENOLES mgEQ/g >

TEMPERATURA.
30°C 30.695946 0.44658628 30.6959
50°C 38.150901 0.44658628 38.1509

Tabla 63. Presentacion de medias por niveles de temperatura.

En la Figura 63 se muestra que el factor temperatura es modifica la eficiencia de
extraccion, encontrdndose medias diferentes entre grupos mostradas en la tabla 63, siendo la
gue mejor se relaciona a un mayor numero de polifenoles, la temperatura de extraccién a 50°C.
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DILUCION
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Figura 52. Ajuste por minimos cuadrados > Respuesta POLIFENOLES mgEQ/g > DILUCION.

Media de minimos Error estandar Media
cuadrados
1g/50mL 46.456081 0.65569050 46.4561
1g/100mL 24.192568 0.65569050 24.1926

Tabla 64. Presentacién de medias por niveles de temperatura.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se concluye que la dilucion es un factor
importante y que influye negativamente o positivamente en el rendimiento de extraccion de los
polifenoles. En la Tabla 64, se aprecia diferencias significativas entre ambos grupos siento la
de mejor rendimiento la correspondiente a 1g/ 50mL.

Andlisis de efectos e interacciones entre variables para ensayo fenoles totales
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Figura 53. Ajuste por minimos cuadrados > Respuesta POLIFENOLES mgEQ/g >
TIEMPO*DILUCION.

La interaccidon dada entre el tiempo y la dilucion result6é no significativa en la Tabla 65
se puede observar las medias de extraccion obtenidas.

2 h,1g9/50mL 38.584459 0.92728640
2 h,1g/100mL 16.810811 0.92728640
10 h,19/50mL 54.327703 0.92728640
10 h,1g/100mL 31.574324 0.92728640

Tabla 65. Tabla de medias de minimos cuadrados.
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Figura 54. Ajuste por minimos cuadrados > Respuesta POLIFENOLES mgEQ/g >
TEMPERATURA*DILUCION.

30 °C,19/50mL 42.570946 0.92728640
30 °C,19/100mL 21.337838 0.92728640
50°C,19/50mL 50.341216 0.92728640
50°C,19/100mL 27.047297 0.92728640

Tabla 66. Presentacién de medias de acuerdo a la interacciéon Temperatura * Tiempo.
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Por otro lado, para el caso de la interaccidon entre temperatura y dilucion, se observa
gue no es significativa, donde las medias de todas las combinaciones son pertenecientes al

mismo grupo, muy similares entre si.

Anélisis interaccién entre 3 variables de interés.
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Figura 55. Ajuste por minimos cuadrados > Respuesta POLIFENOLES mgEQ/g >
TIEMPO*TEMPERATURA*DILUCION.

10 h, 50 °C, 1g/50mL 62.04
10 h, 30 °C, 1g/50mL B 46.60
2 h, 50 °C, 1g/50mL C 38.63
2 h, 30 °C, 1g/50mL C 38.53
10 h, 30 °C, 1g/100mL C D 33.29
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10 h, 50 °C, 1g/100mL D E 29.85
2 h, 50 °C, 1g/100mL E 24.24

2 h, 30 °C, 1g/100mL F 9.37

Tabla 67. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados de

acuerdo a todas las combinaciones y sus medias de extraccion.

De acuerdo a la Figura 55. Se puede observar que la interaccion entre las 3 variables de
interés es significativa, y que influyen en el comportamiento y eficiencia de extraccién de

compuestos fendlicos.

Por otro lado en la Tabla 67 se evidencian las combinaciones relacionada a una mayor
extraccion, siendo los niveles. A,B ambos presentando una dilucion de 1g/50mL. Para el nivel
A una temperatura de 50 °C y un tiempo de 10h, para el nivel B una temperatura de 30 °C y un
tiempo de 10 h, por lo que destaca el tiempo de 10 hrs a que mayor se asocia a una media mas

alta, en comparacion a los niveles E,F,G.

104



7.3.3. FLAVONOIDES TOTALES
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Figura 56. Ajuste por minimos cuadrados > Respuesta FLAVONOIDES mgEAg/g > Modelo

completo.

Con el objetivo de detectar la presencia de flavonoides en el extracto se realizé la
evualuacion para cada una de la variables de interés, de acuerdo al modelo propuesto, se
observa que los resultados pueden emplicarse en un 99.5% de su comportamiento, con un
minimo de variacién no explicada de acuerdo a la Figura 56, cada una de las variables afecta
el comportamiento con base al proceso de extraccion por maceracién, a continuacion se
describe los efectos e interacciones de acuerdo a las variables de interés. En la tabla 68, se

muestra un resumen de los resultados y su significancia.
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TIEMPO 90205.01
5
TEMPERATURA 1 1 24244 .36
4
DILUCION 1 1 82094.15
3
TIEMPO*TEMPERATURA 1 1 73860.11
3
TIEMPO*DILUCION 1 1 232.529
TEMPERATURA*DILUCION 1 1 2404.288
TIEMPO*TEMPERATURA*DILUC 1 1 177.434
ION

1680.84
2

451.759
3

1529.70
8

1376.27

8

4.3328

44.8005

3.3062

<.0001

*

<.0001

*

<.0001

*

<.0001

*

0.0482

*

<.0001

*

0.0815

Tabla 68. Ajuste por minimos cuadrados > Respuesta FLAVONOIDES mgEAg/g > Modelo

completo.
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TIEMPO
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Residuos de apalancamiento de
FLAVONOIDES mgEAg/g
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Apalancamiento de TIEMPO, P <.0001

Figura 57. Ajuste por minimos cuadrados > Respuesta FLAVONOIDES mgEAg/g > TIEMPO

Para la eficiencia de extraccion de flavonoides, se observa, de acuerdo a la figura 57, la
variable tiempo modifica la cantidad de flavonoides extraidos; en la tabla 69, se puede ver que
a las 2 h de extraccion hay una cantidad mayor de compuestos flavonoides, y que el tiempo
mayor, puede influir en la degradacion de dichos compuestos, por lo cual hay una menor

cantidad de estos a las 10 h.

255.95455 1.8314365 255.955
10 h 149.76779 1.8314365 149.768

Tabla 69. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados
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Figura 58. Ajuste por minimos cuadrados > Respuesta FLAVONOIDES mgEAg/g >
TEMPERATURA

50°C 230.38

30°C B 175.33
Tabla 70. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.

De acuerdo a la variable temperatura, en la figura 58, se observa que este factor influye
directamente en la eficiencia de extraccion de flavonnoides , para el caso de la temperatura de
50°C la media de extraccion es mayor en comparacion a la temperatura de 30°C ambos datos
se muestran en la tabla 70, por lo cual la temperatura 50°C favorece de manera positiva una
mayor captacion de flavonoides.
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Figura 59. Ajuste por minimos cuadrados > Respuesta FLAVONOIDES mgEAg/g > DILUCION

1g/50mL 253.51

1g/100mL B 152.21
Tabla 71. Prueba t de Student de las diferencias de medias de minimos cuadrados

Para el caso de la variable dilucion, se observa en la Figura 59, que los 2 niveles de
dilucion influyen en la eficiencia de extraccion, siendo altamente significativos, en la tabla 71,
se puede notar que la dilucibn menor, obtuvo una media de extraccion 24% mas alta en

comparacién la media obtenida por el extracto mas diluido.
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Figura 60. Ajuste por minimos cuadrados > Respuesta FLAVONOIDES mgEAg/g >
TIEMPO*TEMPERATURA

2 h,50°C 331.52
2h,30°C B 180.38
10 h,30 °C B 170.28
10 h,50°C C 129.25

Tabla 72. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados

De acuerdo a la figura 60, se observa que el efecto que ejerce la interaccion entre tiempo
y temperatura es altamente significativo, y este es importante para la eficiencia de extraccién

de los flavonoides, en la tabla 72, se puede notar que, de todas las combinaciones, el nivel A
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obtuvo una media de extraccién mayor, en comparacion a los demas niveles. Se observa que
una temperatura mayor favorece la captacion de flavonoides, por otro lado, se observa que a
mayor tiempo de extraccién la temperatura alta puede ocasionar perdida de compuestos
bioactivos, por lo cual la temperatura ambiente en procesos de extraccion mas largos podria

ser la més indicada para evitar la desnaturalizacion de estos biocomponentes.
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Apalancamiento de TIEMPO*DILUCION, P =0.0482

Figura 61. Ajuste por minimos cuadrados > Respuesta FLAVONOIDES mgEAg/g >
TIEMPO*DILUCION

2 h,19/50mL 303.90
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2 h,1g/100mL B 208.00
10 h,1g9/50mL B 203.11

10 h,1g/100mL C 96.42
Tabla 73. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados

Para la interaccion dada entre tiempo y dilucion se observa en la figura 61, un resultado
significativo, en la tabla 73, se puede notar que el nivel de mayor eficiencia de extraccion es el
A, con una media 68.3% mayor en comparacion al nivel C que corresponde a la mayor dilucion
con un tiempo mas prologando de extraccion, lo que sugiere que extracciones largas podrian

asociarse a una mayor degradacion de los flavonoides.
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Apalancamiento de TEMPERATURA*DILUCION, P
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Figura 62.Ajuste por minimos cuadrados > Respuesta FLAVONOIDES mgEAg/g >
TEMPERATURA*DILUCION
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50°C,19/50mL A 271.18

30 °C,1g9/50mL B 226.78
30 °C,1g/100mL C 196.79
50°C,19/100mL D 181.93

Tabla 74. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.

De acuerdo a la figura 62, la interaccion producida por la temperatura y el nivel de dilucién es
altamente significativa, en la tabla 74, se muestra que las medias de cada combinacion son
diferentes entre si, siendo el nivel A el de mayor eficiencia de extraccién caracterizado por una

temperatura alta con tiempo de extraccion menor, en comparacion a los demas niveles.
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Figura 63. Ajuste por minimos cuadrados > Respuesta FLAVONOIDES mgEAg/g >
TIEMPO*TEMPERATURA*DILUCION
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2 h,30 °C,1g/50mL

2 h,30 °C,1g/100mL
2 h,50°C,1g/50mL

2 h,50°C,1g/100mL
10 h,30 °C,1g/50mL
10 h,30 °C,1g/100mL
10 h,50°C,1g/50mL
10 h,50°C,19/100mL

Tabla 75.Tabla de medias de minimos cuadrados.

217.31818
143.45455
390.50000
272.54545
217.31818
123.25298
188.90909
69.59091

3.6628731
3.6628731
3.6628731
3.6628731
3.6628731
3.6628731
3.6628731
3.6628731

2 h,50°C,1g/50mL

2 h,50°C,1g/100mL
10 h,30 °C,1g/50mL
2 h,30 °C,1g/50mL
10 h,50°C, 1g/50mL
2 h,30 °C,1g/100mL
10 h,30 °C,1g/100mL
10 h,50°C,1g/100mL

Tabla 76. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados

390.50
272.54
217.31
217.31
188.90
143.45
123.25
G 69.59
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De acuerdo a la figura 63, el efecto provocado por la interaccion entre tiempo, temperatura y
dilucion,no es significativo, en la tabla 75, se muestra el resumen de medias encontradas por
cada una de las combinaciones, siendo los de mejor eficiencia de extraccion aquellos con

tiempos cortos, temperatura 50°C y una dilucién menor.

Si bien el modelo, aplicando las tres interacciones no resulto significante, las medias entre las
diferentes combinaciones si, en latabla 76, se observa que existe una diferencia sinificativa en
torno a la eficiencia de extraccion. Como se not6 anteriormente los tratamiento con un periodo
de extraccion menor y una temperatura mayor, son los que obtuvieron mejores resultados, por
otro lado, se nota que la temperatura y tiempo, se destacan como los 2 factores de mayor

relevancia.
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7.3.4 ENSAYO INHIBICION RADICALES ABTS
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Figura 63. Ajuste por minimos cuadrados > Respuesta ABTS (%)inhibicion > Modelo completo
R cuadrado 0.9977
R cuadrado ajustado 0.997029
Raiz del error cuadratico medio 0.928327
Media de respuesta 61.02547
Observaciones (0 suma de pesos) 32

Tabla 77. Resumen del ajuste
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Modelo 7 8971.3298 1281.62 1487.156
Error 24 20.6830 0.86 Prob > F
C. 31 8992.0128 <.0001*
Total

Tabla 78. Analisis de varianza

De acuerdo a la figura 63, para el ensayo ABTS, el modelo propuesto puede explicar un 92.8%
del comportamiento de las variables, encontrando resultados significativos con un valor P <.001

(Tabla 78.), lo que indica que las variables estudiadas afectan directamente la en la capacidad

antioxidante del extracto. A continuacion, en la tabla 79, se muestran cada uno de los factores

y su significancia.

TIEMPO 4836.462 5612.10 < 0001
3 2

TEMPERATURA 1 1 132.3022 153.519 <.0001
9 *

DILUCION 1 1 2216.138 2571.54 <.0001
6 8 *

TIEMPO*TEMPERATURA 1 1 4.1925 4.8649 0.0372
*

TIEMPO*DILUCION 1 1 1252.977 1453.92 <.0001
2 1 *

TEMPERATURA*DILUCION 1 1 157.0218 182.203 <.0001
9 *

TIEMPO*TEMPERATURA*DILUC 1 1 372.2353 431.931 <.0001
ION 9 *

Tabla 79. Prueba de los efectos
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Figura 64. Ajuste por minimos cuadrados > Respuesta ABTS (%)inhibicion > TIEMPO

48.731589 0.23208182 48.7316

10 h 73.319346 0.23208182 73.3193
Tabla.80 Tabla de medias de minimos cuadrados

De acuerdo a la figura 64, se observa que la variable tiempo, influye en la capacidad
antioxidante del extracto, siendo el tiempo 10 horas, mostrado en la tabla 80, el que mayor
porcentaje de inhibicibn muestra.
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Figura 65. Ajuste por minimos cuadrados > Respuesta ABTS (%)inhibicion > TEMPERATURA

30°C 58.992134 0.23208182 58.9921

50°C 63.058800 0.23208182 63.0588
Tabla 81. Tabla de medias de minimos cuadrados

De acuerdo a los resultados encontrados en la figura 65, la variable temperatura efecta
directamente en la capacidad antioxidante del extracto, en la tabla 81 se observa que la
temperatura 50°C se relaciona a un mayor porcentaje de inhibicién del radical ABTS.
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Figura 66. Ajuste por minimos cuadrados > Respuesta ABTS (%)inhibicion > DILUCION

19/50mL 69.347386 0.23208182 69.3474

1g/100mL 52.703549 0.23208182 52.7035

Tabla 82. Medias de minimos cuadrados

En la figura 66, se muestra, que la dilucion es un factor que influye en la capacidad
antioxidante del extracto, en la tabla 82, se nota que a mayor dilucién del extracto menor
inhibicion del radical ABTS.
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Figura 67. Ajuste por minimos cuadrados > Respuesta ABTS (%)inhibicion >
TIEMPO*TEMPERATURA

10 h,50°C 75.71
10 h,30 °C B 70.92
2 h,50°C C 50.40
2h,30°C D 47.06

Tabla 83. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.

El efecto que ejerce la interaccion tiempo y temperatura, presentados en la figura 67, es
significativo con un valor P < .05, en la tabla 83, se observa que las medias son muy diferentes

de acuerdo a las combinaciones siendo las de mejor porcentaje de inhibicidn el nivel A.
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Figura 68.Ajuste por minimos cuadrados > Respuesta ABTS (%)inhibicion >
TIEMPO*DILUCION
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10 h,1g/50mL 87.89
10 h,1g/100mL B 58.73
2 h,1g/50mL C 50.79
2 h,1g/100mL D 46.66

Tabla 84. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados

En la figura 68, se muestra el efecto que ejerce la interaccion tiempo dilucién en torno a la
inhibicion del radical ABTS, es altamente significativo, en la tabla 84 se nota que las medias de
cada nivel de combinacion es diferente, siendo la que mejor inhibicién del porcentaje presenta

el nivel A, correspondiente a un tiempo de extraccion de 10 hrs, y una diluciéon de 50 mL.
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Figura 68.Ajuste por minimos cuadrados > Respuesta ABTS (%)inhibicion >
TIEMPO*DILUCION
Tabla 85. Tabla Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.

50°C,19/50mL 73.59
30 °C,19/50mL B 65.09
30 °C,1g/100mL C 5288
50°C,19/100mL C 5252

En la figura 68, Se muestra que el efecto ocurrido por las variables temperatura y dilucion, es

altamente significativa, presentando un valor P <.0001, una media de inhibicién del radical ABTS
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de 75.5% para el nivel A (Tabla 85) caracterizada por una dilucion de 50 mL y una temperatura
de 50°C.
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Figura 69. Ajuste por minimos cuadrados > Respuesta ABTS (%)inhibicion >
TIEMPO*TEMPERATURA*DILUCION
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10 h,50°C,19/50mL 95.91
10 h,30 °C,1g/50mL B 79.87
10 h,30 °C,1g/100mL C 61.97
10 h,50°C,19/100mL D 55.50
2 h,50°C,1g/50mL E 51.27
2 h,30 °C,1g/50mL E 50.32
2 h,50°C,1g9/100mL E 49.53
2 h,30 °C,19/100mL F 43.80

Tabla 86. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados

En la figura 69, se muestra que la combinacion de las tres variables de interés tiene un efecto
altamente significativo, y que afectan en la inhibicion del radical ABTS, en la tabla 86, se
muestran las medias de cada una de las combinaciones en torno al porcentaje de inhibicion,
destacan los niveles A,B, por ser los que mayor eficacia muestran, disminuyendo dicho radical

hasta en un 95.9%
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7.3.5 ENSAYO INHIBICION DE RADICALES DPPH
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Figura 70. Ajuste por minimos cuadrados > Respuesta DPPH (%)inhibicion > Modelo
completo

R cuadrado 0.947839
R cuadrado ajustado 0.932625
Raiz del error cuadratico medio 2.106596
Media de respuesta 34.74639
Observaciones (0 suma de pesos) 32

Tabla 87. Resumen del ajuste
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Modelo 7 1935.3601 276.480 62.3019

Error 24 106.5059 4,438 Prob >
F

C. 31 2041.8661 <.0001*

Total

Tabla 88. Andlisis de varianza

TIEMPO 271.1036  61.0904 < .0001

TEMPERATURA 1 1 1.4915 0.3361 0.5675

DILUCION 1 1 1133.909 255.514 <.0001
3 6 *

TIEMPO*TEMPERATURA 1 1 5.2998 1.1943 0.2853

TIEMPO*DILUCION 1 1 320.0765 72.1259 <.0001
*

TEMPERATURA*DILUCION 1 1 171.9836 38.7547 <.0001
*

TIEMPO*TEMPERATURA*DILUC 1 1 31.4958 7.0972 0.0136
ION *

Tabla 89. Pruebas de los efectos

De acuerdo a los resultados observados en la figura 70. EI comportamiento de los resultados
puede explicarse en un 94.7% de confiabilidad (Tabla 87), se obtuvo un valor P <.0001, siendo
altamente significativos (Tabla 88), lo cual indica que las variables de interés influyen
directamente en la efectividad del extracto para inhibir al radical DPPH. En la tabla 89 se
muestra el resumen de cada una de las medias encontradas por factor e interacciones, asi

como su significancia.
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Figura 71. Ajuste por minimos cuadrados > Respuesta DPPH (%)inhibicion > TIEMPO

31.835726 0.52664905 31.8357

10 h 37.657062 0.52664905 37.6571
Tabla 90. Tabla de medias de minimos cuadrados

En la figura 71, se aprecia que la variable tiempo, es altamente significativa, ambos tiempos
de extraccion presenta diferencias en sus medias (Tabla 90).
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Figura 72. Ajuste por minimos cuadrados > Respuesta DPPH (%)inhibicion > TEMPERATURA

30°C 34.962290 0.52664905 34.9623

50°C 34.530499 0.52664905 34.5305
Tabla 91. Tabla de medias de minimos cuadrados.

De acuerdo a la figura 72, se not6 que la temperatura por si sola, no result6 significativa, ya

que de acuerdo a la tabla 91, se observa que las medias de cada grupo son similares.
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Figura 73. Ajuste por minimos cuadrados > Respuesta DPPH (%)inhibicion > DILUCION

19/50mL 40.699097 0.52664905 40.6991

1g/100mL 28.793692 0.52664905 28.7937
Tabla 92. Tabla de medias de minimos cuadrados

En contraste con la anterior, la dilucidn es un factor que influye en la capacidad de inhibicién

del radical DPPH, en la tabla 92, se muestra que las medias de cada grupo son diferentes.
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Figura 74. Ajuste por minimos cuadrados > Respuesta DPPH (%)inhibicion >
TIEMPO*DILUCION

10 h,1g/50mL 46.77
2 h,19/50mL B 34.62
2 h,19/100mL C 29.04
10 h,1g/100mL C 28.54

Tabla 93. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.

El efecto de la interaccion producida por tiempo y dilucién es altamente significativo, se muestra
en la figura 74, en la tabla 93, se nota que el nivel A, es el de mayor porcentaje de inhibicion, y
corresponde a un tiempo de extraccion de 10 horas, y una dilucién menor.
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Figura 75. Ajuste por minimos cuadrados > Respuesta DPPH (%)inhibicion >
TEMPERATURA*DILUCION

50°C,19/50mL 42.80
30 °C,19/50mL B 38.59
30 °C,1g/100mL C 31.32
50°C,19/100mL D 26.25

Tabla 94. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados.

En la figura 75, se muestra que la interaccidn entre temperatura y dilucion es altamente
significativa, en la tabla 94 se observa que cada una de las combinaciones pertenece a diferente
grupo de medias, siendo la de mayor porcentaje de inhibicién el nivel A, B. destacados ambos

por tener una menor dilucién.
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Figura 76. Ajuste por minimos cuadrados > Respuesta DPPH (%)inhibicion >
TIEMPO*TEMPERATURA

2h,30°C 32.458586 0.74479423
2 h,50°C 31.212867 0.74479423
10 h,30°C 37.465993 0.74479423
10 h,50°C 37.848131 0.74479423

Tabla 95. Tabla de medias de minimos cuadrados
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De acuerdo a la figura 76, la interacion entre las variables tiempo y temperatura no son
significativas por si solas, en la tabla 95, se muestran las medias de cada una de las

combinaciones, todas pertenecientes al mismo grupo de medias.
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Figura 77. Ajuste por minimos cuadrados > Respuesta DPPH (%)inhibicion >
TIEMPO*TEMPERATURA*DILUCION
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10 h,50°C,1g/50mL 48.28
10 h,30 °C,19/50mL A 45.25
2 h,50°C,1g/50mL B 37.31
2 h,30 °C,1g/100mL B C 32.97
2 h,30 °C,1g/50mL C D 31.93
10 h,30 °C,1g/100mL C D E 29.67
10 h,50°C,19/100mL D E 2740
2 h,50°C,19/100mL E 2511

Tabla 96. Prueba HSD de Tukey de las diferencias de medias de minimos cuadrados

De acuerdo a la figura 77, se observa que cada una de las variables produce un efecto en la
capacidad de inhibicién del radical DPPH, se observa un valor P <.005, por lo cual los resultados
son significativos. En la tabla 96 se muestran cada una de las combinaciones, su media de
inhibicién en porcentaje, donde se observa que la combinacion 10 h,50°C,1g/50mL y 10 h,30
°C,1g/50mL son las que mejor capacidad antioxidante ejercen. Destaca para estos niveles que
el tiempo y la diluciéon son los factores que mas influencia ejercen en comparacién a la

temperatura.
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7.3.6 CONCLUSION GENERAL DE LA EXTRACCION POR MACERACION
Se concluye que el modelo utilizado es confiable y puede explicar el comportamiento de los

resultados encontrados, permitié conocer el efecto de cada una de las variables y sus

interacciones.

Para el ensayo fenoles totales, se encontré que la combinacion T1(10 h) T2 (50°C) y D1
(19/50mL) obtuvo una mayor eficiencia de extraccion correspondiente a 62.047297 mgEQ/g, en
comparacién a la combinacién T1 (2 h), T1 (30 °C), D2 (1g/100mL) la cual obtuvo un 85.1%
menor eficiencia de extraccion. Por otro lado, se noté que la interaccién producida por las 3
variables de interés es altamente significativa por lo tanto la eleccidon de estos parametros influye

directamente en la eficiencia de extraccion de los compuestos fendlicos.

Para el ensayo flavonoides, se observé que la combinacion entre la temperatura y dilucion es
la que mayor influencia ejerce en torno a la eficiencia de extraccion, siendo esta interaccion
altamente significativa, incluso ain mayor que los efectos producidos por las combinacion de
las tres variables. Destacando que la D1 (1g /50mL) y la T2 (50°C) son la combinacién que se
asocia a una mayor eficiencia de extraccion de los compuestos, 289 mg/Eag en comparacion a
la combinacion T1 (30 °C) y D2 (1g/100mL) que presentd un 54% menos cantidad de

flavonoides extraidos.

Por otro lado para el ensayo ABTS, se encontré que la interaccion ocurrida entre las tres
variables de interés es altamente significativa, de acuerdo a los resultados encontrados, se not6
gue la combinacion que se asocia a una mayor eficiencia de inhibicién del radical DPPH fue la
correspondiente al T2 (10 h), T2 (50°C) D1(1g/50mL) obteniendo un porcentaje de inhibicién de
95.9% del radical ABTS en comparacion a la combinacion T1 (2 h) T1 (30 °C), D2 (1g/100mL)

presentando un 43.8% de inhibicion.

Por ultimo, para el ensayo DPPH, se observo que las tres variables de interés poseen un efecto
sinérgico en torno a la inhibicion del radical, concuerda con los resultados anteriores, donde la
mejor combinacion corresponde a T2 (10 h), T2 (50°C) D1(1g/50mL) presentando un 48% de
inhibicion ademas de la combinacién 10 h,30 °C,1g/50mL con un porcentaje de inhibicién de
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45.2%, ambas pertenecientes al mismo grupo de medias. Contrastan ambas combinaciones
con el efecto producido por la interaccién T1 (2 h) T2 (50 °C), D2 (1g/100mL) que obtuvo solo
un 25.1% de inhibicién del radical DPPH.

- MEJORES COMBINACIONES POR AMBAS TECNICAS

METODO COMBINACION POLIFENOLES FLAVONOIDES ABTS DPPH

UAE T2,T50,L30,D50 125.84 381.18 85.28% 40.2%
mgEQ/g mgEAg/g

MC T2, T50, D50 62.047297 289 mgEAg/g 95.9% 48%
mgEQ/g,

COMPARACION DE ACUERDO AL ESTANDAR CONSTRUIDO

ESTANDAR POLIFENOLES 110.12
mgEQ/g

ESTANDAR 222 mgEAg/g
FLAVONOIDES

ESTANDAR ABTS 71%

ESTANDAR DPPH 89.84%

Tabla 97. Comparaciéon entre métodos estudiados y sus resultados.
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7.4 ANALISIS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICACIA O HIGH
PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY (HPLC)

Para comprender el comportamiento de los resultados, se analizaron los extractos obtenidos,
considerados como los mejores tratamientos en torno a la eficiencia de extraccion de los
compuestos fendlicos y flavonoides. En la Figura 78 se muestra el equipo utilizado para el
andlisis de los extractos. El andlisis se llevd a cabo en el Centro Innovacién y Desarrollo
Agroalimentario de Michoacan (CIDAM) y se utilizaron las siguientes condiciones:

Condiciones cromatograficas
Columna: C18 Ascentis Express 250 x 4.6 mm, 5 um
Temperatura de columna: 35 °C
Volumen de inyeccién: 10 pL

Flujo: 0.8 mL/min
Fase movil: A: Metanol, B: Acido férmico 1 %
Elucién en gradiente: 0O-5min: 2%A

5—-15min: 2-15% A
15 -30 min: 15 —-25% A
30 — 35 min: 25 - 35% A
35— 45 min: 35 -55% A
45 — 50 min: 55% A
50 -55min: 55 -2 % A
55-60min: 2% A
Post-time: 5 min
Detector DAD: 255, 260, 270, 310, 322, 370 nm
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Figura 78. Equipo agilent technologies Infinity 1260 series
Para analizar y comparar los resultados, se construyeron los cromatogramas standard

para los siguientes analitos:
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DAD1 G, Sig=370 nm (Estandares de referencia)
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Figura. 79 Estandares construidos

En la tabla 98, se muestran el resumen de los resultados encontrados de acuerdo a
estudio cromatografico.

Analito Tr Standard Tr Real Longitud de Area UAE Area MC
Extracto onda

Acido Galico 6.092 6.103 270 nm 10824.1 7432.2
Acido 4-p-OH 17.083 17.130 255 nm 217.255
Benzoico

Acido 21.506 ND 322 nm ND ND
Clorogénico
Acido 22.093 ND 260 nm ND ND
Vanilico
Acido 22.411 ND 322 nm ND ND
Cafeico
Acido p 29.631 ND 310 nm ND ND
Cumarinico
Manguiferina 30.530 ND 255 nm ND ND
Acido 34.233 ND 322 nm ND ND
Fendlico
Acido 35.943 ND 322 nm ND ND
Sin4ptico
Quercetina 46.971 47.012 370 nm 47.8064 33.2836

Tabla 98. Tiempo de retencién de metabolitos encontrados en HPLC.
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En las siguientes figuras se aprecian los cromatogramas y el tiempo de retencion (Tr) de cada
uno de los analitos de interés de las muestras analizadas.

DAD1 C, Sig=270,4 Ref=360,100 (POSGRADO CIENCIAS BIOLOGICAS 2021-06-15 10-30-49\007-0501.D)
mAU - o
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Figura 80. Tiempo de retencion &acido gélico para extracto Hidrozac, método de extraccion
convencial por maceraciéon (MC)

En la Figura 80 se aprecia que el Tr del &cido gélico es de 6.112 min, con un tamafio
correspondiente a 7432.1 de area.

0 ) 2 4 " B3 ) i 8 10 it
DAD1 C, Sig=270,4 Ref=360,100 (POSGRADO CIENCIAS BIOLOGICAS 2021-D6-15 10-30-43006-0401.D)
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Figura 81. Tiempo de retencién acido galico para extracto Hidrozac, método de extraccién por
ultrasonido (UAE)

Para el caso de UAE, se encontré que el Tr del acido galico fue de 6.103 min, con un area de
10,824.1, por lo cual se concluye que el area encontrada en UAE es 31.4 mayor que por MC y
representa una mayor cantidad dicho compuesto.
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DAD1 G, Sig=370,4 Ref=360,100 (POSGRADO CIENCIAS BIOLOGICAS 2021-06-15 16-53-231006-0401.D)
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Figura 82. Tiempo de retencidn quercetina, para extracto Hidrozac, método de extraccion por
ultrasonido (UAE)

En el caso de los flavonoides, se muestra que contiene una gran cantidad de dichos
compuestos, sin embargo, no fueron identificados por falta de insumos. El Unico que se muestra e
identifica fue la quercetina con un tiempo de retencion 47.012 min, y un tamafio de 47.8064 de
area. Es importante sefialar que especificamente para el caso de flavonoides la longitud de onda
a 370 nm es la unica absorbida por los mismos por lo cual, aunque, no se identifican los
compuestos especificos, se concluye que son flavonoides los picos mostrados en el
cromatograma.

DAD1 G, Sig=370,4 Ref=360,100 (POSGRADO CIENCIAS BIOLOGICAS 2021-06-15 10-30-49\007-0501.D)
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Figura 83. Tiempo de retencién quercetina, para extracto Hidrozac, método de extraccion
convencional por maceracion (MC).

En el caso del MC se aprecia la presencia de varios flavonoides, se identificé la presencia
de quercetina con un Tr de 47.001, correspondiente a un tamafio de 33.2836 de area, un 30.4%

menor cantidad de quercetina en comparacion al UAE.
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7.5 DISCUSION CAPITULO I, SOBRE LOS RESULTADOS DEL PROCESO DE EXTRACION VIA
UAE Y MACERACION.

En la actualidad el uso de técnicas asistidas como el ultrasonido han sido bien aceptadas como
uno de los métodos mas atractivos para la extraccion de diversos compuestos, basados en la
versatilidad y practicidad del equipo (Rodriguez-Pérez, 2015) facilitando y acortando los tiempos

de extraccion con buenos resultados y escalable a nivel industrial.

El objetivo de este estudio fue evaluar los efectos e interacciones producidas por las
variables involucradas en el proceso de extraccion de compuestos fendlicos. En los resultados
se observé que hubo diferencia significativa (t test <.005) entre ambos métodos de extraccion,
siendo la técnica asistida por ultrasonido (UAE) el método mas eficiente, resultados que
concuerdan con Muhammad et al. (2017), en donde reporto que esta técnica fue la que se
relacion6é a una mayor extraccion de compuestos bioactivos, ademas de una mayor eficiencia
del tiempo de extraccion, en comparacion al método convencional, estos resultados también
concuerdan con Jovanovic et al. (2016), el cual propone a partir de sus resultados que UAE
podria ser usada como una técnica altamente exitosa, adecuada para la extraccién de

compuestos fendlicos.

Por otro lado, este estudio proporcion6 informacién importante respecto a las diferentes
combinaciones de las variables estudiadas de acuerdo al método de extraccion, para el caso
de ultrasonido se observé que tanto la amplitud, dilucidn, temperatura y tiempo, juegan un papel

importante para la eficiencia de extraccion de los componentes bioactivos.

Para la variable amplitud de onda sénica se encontré que tanto el 30% como el 50% de
amplitud se asociaron a una mayor eficiencia de extraccion, a mayor amplitud mayor
rendimiento, resultados que concuerdan con Meullemiestre et al. (2016) que reportd que ciclos
mas amplios aumentaron la recuperacion de los componentes. Para la variable dilucion, la
relacion usada solido/liquido fue uno de los factores de mayor relevancia, en este estudio se
observo que 1g de hoja en 50mL de agua destilada, resulté en mayor eficiencia de extraccion,

en comparacion a 1g de hoja en 100mL de agua destilada. Nuestros resultados concuerdan con
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los encontrados por Mufiz-Marquez et al. (2013) quien observé que a menor relacion

solido/liquido mayor rendimiento.

La variable temperatura se considerd una de las variables que determina en gran medida
la cantidad de componentes extraidos, en este estudio la temperatura de extraccion a 50°C se
relacion6 a una mejor recuperacion de los compuestos fendlicos, en comparaciéon a la
temperatura ambiente, que fue de 30°C. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por
Garcia-Castello et al. (2015) quien sefiala que un incremento de las temperaturas mejoré el
rendimiento de extraccion. De acuerdo con los resultados encontrados para la variable tiempo
se observé que un tiempo de ultrasonido de 20 min se asocié a mayor recuperacion de los
compuestos activos. Nuestros resultados concuerdan con Tomski et al. (2016) quien documento
gue a mayor tiempo mayor rendimiento. De acuerdo las variables implicadas se deben
considerar las interacciones resultantes del modelo experimental, por esta razon, se recalca
gue de acuerdo a los resultados se concluye que la combinacion de 20 min, temperatura de
50°C, 1g de hoja en 50mL de dilucién y amplitud de onda a 50% o 30% se asociaron a mayor
eficiencia de extraccion y mayor inhibicion del radical ABTS 85.28% y DPPH 40.2%, en este
caso ambas amplitudes de onda se relacionaron a los mejores tratamientos, siendo cualquier
eleccion de amplitud adecuada, y por otro lado poco significante en comparacion a las demas

variables.

En el andlisis del método convencional por maceracién, destacan los siguientes puntos,
el primero es que la maceracion es una técnica convencional que ha sido muy usada para la
extraccion de compuestos bioactivos debido a su bajo costo y con buena eficiencia de
extraccion, es por esta razdn que este trabajo analizé las principales variables involucradas en
este proceso como es el tiempo, temperatura y dilucion, las tres variables demostraron ser
altamente significativas y la combinacion de estas se asocia al grado de extraccion de los

compuestos.
En este estudio se observé que la combinacion de tiempo de extraccion de 10 h y

temperatura de 50°C a una dilucion de 1g de hoja em 50mL es el que se tuvo mayor eficiencia
de extraccion y mayor inhibicion del radical ABTS (95%) y DPPH (48%). Tanto para UAE como
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para MC se notd menor porcentaje de inhibicion para el ensayo DPPH, infiriéndose que puede
deberse a que el ensayo ABTS mide la actividad de compuestos hidrofilicos y lipofilicos; en
cambio, el DPPH mide preferentemente la capacidad antioxidante de compuestos poco polares
(Mercado, 2013). En el extracto se encontr6 por HPLC, que contiene un gran numero de
flavonoides (Tabla 98) los cuales poseen un gran numero de grupos hidroxilos insustituidos o

azucares, por lo cual son considerados compuestos altamente polares.

En conclusién, los resultados indican que las técnicas asistidas como el ultrasonido son
en la actualidad las que muestran una mayor eficiencia de extraccion de componentes
bioactivos, sin embargo, esta efectividad dependera de las caracteristicas de los compuestos a
extraer y las condiciones a las que son sometidas dichos compuestos y la seleccién del método

de extraccion dependera de la disponibilidad de los recursos, materiales, tiempo y presupuesto.

8. CAPITULO Il DEL PROYECTO, INSTAURACION DEL MODELO DE INFLAMACION EN
ROEDOR.

8.1 MATERIALES Y METODOS

8.1.1 DISENO DE DIETA PROINFLAMATORIA (DPI)
Se elabor6 una dieta basada en la dieta occidental humana asociada a desarrollar obesidad y

comorbilidades (Totsch et al., 2017), la cual se denominé dieta proinflamatoria (DPI), y su
consumo desarrollara un estado inflamatorio cronico de bajo grado, que promueve la produccion
de citoquinas proinflamatorias ligadas a un estado de obesidad (Hotamisligil, 2006). DPI
proporcionara una alta ingesta de energia (altas cantidades de grasa saturadas,

monoinsaturadas y azucares simples), sodio y glutamato monosédico.

En la Tabla 99 se muestran los sucedaneos utilizados para la formulacion del DPI. Esta dieta
se adapté a las necesidades basicas de roedores con el aporte suficiente de vitaminas y
minerales. El periodo de aplicacién de la DPI fue de ocho semanas. Se agregaron tres
componentes ligados a la dieta occidental y la obesidad; un alto consumo de grasas saturadas

conduce a la instauracion del sindrome metabdlico, esteatosis hepatica y resistencia a la
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insulina en humanos y en ratas (Buettner et al., 2006). Por otro lado, el alto consumo de
azucares simples en la dieta favorece la persistencia de obesidad a través de cambios en el
comportamiento dietético. Una dieta rica en azucares simples en roedores se asocidé a
atracones continuos, exhibiendo conducta alterada en la saciedad, mayor motivacion o
ansiedad por la comida, generando persistencia de la hiperfagia en ratas (La Fleur et al., 2014).
Por otro lado, el glutamato monosodico es potenciador del sabor afiadido a comida de
restaurantes, verduras enlatadas, sopas, carnes procesadas y otros alimentos, y su uso este

arraigado a la cultura occidental.

Estudios indican que su consumo frecuente decrece las células 3 del pancreas, eleva niveles
de colesterol, TNF-a y transaminasas. La adiponectina, reguladora de la oxidacion de acidos
grasos y metabolismo energético disminuyd, asi como la tolerancia a la glucosa y la sensibilidad

a la insulina, por consumo de glutamato monosédico (Hernandez- Bautista et al., 2019).

Tabla 99. Sucedéaneos utilizados para la formulacion de DPI.

Sucedaneos usados

Cubos purina Cereales molidos

Oleaginosas

Harina de pescado
Alfalfa

Melaza de cafia

Vitaminas y minerales

Mantequilla

Adicionados Glutamato monosaodico

AzuUcar refinada

En la Tabla 100 se muestra la composicion nutrimental y de energia aportada por la DPI.
Se estima un consumo inicial de 15 g (111 kcal/dia/rata) de DPI hasta lograr 25 g de DPI por
dia/rata, llegando a un total de 184.4 kcal totales, que corresponde a un aumento del 59.45%

de la DPl inicial. En fia Tabla 101 se muestra la composicién nutrimental y calorias de DPI.
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Tabla 100. Composicién de la DPI en porcentaje por fraccién y macronutriente.

Caracteristicas Bromatologicas de la DPI

Fraccion %
Humedad 5.3
Grasa poliinsaturada 3
Grasa saturada 37
Cenizas 17.93
Fibra 2.69
Calcio 0.44
Proteina 10.3
Carbohidratos complejos 21.97
Carbohidratos simples 4.4

Tabla 101. Informacién nutricional DPI, por porcion objetivo.

Informacién nutricional

Porcion (25 g)

1 porcion Kcal %

Calorias totales por porciéon 184.4

Grasa total (12 g) 108 58.5
Carbohidratos totales (13.35g) 53.4 24.9
Azucares afadidos (4.4 g)

Proteinas (5.75 Q) 23 12.47

Fibra (0.6 g)

En la Figura 84 se muestra el pellet de la mezcla de sucedaneos de DPI, resultando,
cubos de 25 g peso, los cuales se mantuvieron en continua produccion durante la etapa

experimental, siendo refrigeradas hasta su consumo por el modelo roedor.
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Figura 84. Producto final de la elaboracién de DPI.

Para el monitoreo de peso en este estudio se baso en las curvas de referencia para valorar el
crecimiento fisico de ratas macho Wistar (Cossio-Bolafios, 2013) el control de calidad de la

medicion del peso corporal de las ratas se describe en la Tabla 102.
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Edad (dias) L M 5 P3 PI0 P25 50 P75 Pan Po7
21 0,38 62,71 0.16 44.40 50.10 56.20 62,70 69,70 77,20 85,10
28 0,59 101.47 0.15 73.30 82.30 91.70 101.50 111,70 122,30 133,30
35 0,79 14312 0,13 105.90 [18.00 130,40 143,10 156,00 169,20 182,50
42 0,98 185,78 0.12 [41.00 155.90 17080 [83.80 200,70 215,70 230,70
49 11.63 226.30 (.11 [76.30 193.20 209.90 226,30 242,60 258,60 274,60
36 13.04 263,28 (.10 210,10 228,30 246,00 263,30 280,30 296,90 313,30
63 13,89 295,93 0.09 241.00 259.80 278,10 295,90 313,30 330,40 347,10
70 14,16 323,68 (.08 267.80 286,90 305.50 32370 341,40 358,80 375,80
77 13,89 346,57 0,08 290,10 309.40 328.20 3660 364,60 382,30 399,70
84 13,19 365.46 (.08 308,20 32760 346,70 365,50 383,90 402,10 420,00
91 12,28 38098 0.08 322.40 342,20 36170 IRL00 400,00 418,90 437,60
98 11,14 393,78 0,08 333.30 353.60 373,80 39380 41340 433,40 453,00

105 10,07 404,79 (.08 342.00 363.00 IR300 404,80 425,60 446,60 467,00

112 10,09 415,12 0,08 349.70 37150 393300 41510 436,90 458,70 480,50

Tabla 102. Valores de referencia del peso corporal en gramos, para ratas macho en funcién de

edad cronoldgica.

Estos valores estan distribuidos en percentiles en funcion de la edad cronoldgica (dias).

La edad que se considero fue a partir de los 21 y hasta los 112 dias de vida. En todos los

percentiles, los valores se incrementaron con el transcurso de la edad. Se clasifican de la

siguiente manera, mayor al percentil 90: estado de obesidad, percentil 75: sobrepeso, entre

percentil 10 y 50: normopeso, menor de percentil 10: bajo peso.

En la Figura 84 se muestra una estimacion del aumento de calorias en el estudio. Se

estimo que para la semana 3 de inicio de aplicacion de la dieta se alcanzaria un estado positivo

de energia, llegando a un P75 para la semana 4 hasta un P90 para la semana 6 del estudio.
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Estimacion del balance energético
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Figura 84. Estimacion balance positivo energético DPI.

En la Figura 84 se muestra la estimacion del aumento de peso por la aplicacion de
DPI. Se observo la instauracion de obesidad, estimandose que se alcanzaria un peso de
300 g de peso por rata para la semana 3, correspondiente a un percentil 90-97, siendo un
estado de obesidad en ratas. Se estimé llegar al estado de obesidad al finalizar la 4ta
semana de inicio de la DPI.
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Estimacion del aumento de peso
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Figura 85. Desarrollo obesidad de acuerdo con las calorias ingeridas.

8.1.2 SELECCION DE DOSIS Y REQUERIMIENTOS DE INSUMOS BIOLOGICOS
La seleccion de dosis se baso en el indice NOAEL, el cual se refiere al mayor nivel de exposicion

sin efecto adverso observado. Para hojas de Psidium guajava se reporta un rango NOAEL de
50-5000 mg/kg de peso (Babatola et al., 2019). En la Tabla 103 se muestran estudios con

resultados significativos del uso de extractos y compuestos bioactivos en ratas.

Para el extracto acuoso se eligio la dosis de 500 mg/dia como dosis alta y 200 mg/dia
como dosis baja. A continuacion, se estiman las cantidades de dos componentes identificados
por HPLC, en la fase Il donde se encontré una concentracion de 0.3258 mg/mL de extracto libre
de quercetina y 4.533 mg/mL de extracto libre de acido galico. Previamente en la fase | del
estudio se reportd que la concentracion mayor de compuestos fendélicos en este proyecto fue
de 125 mgEAg/mL. Para cumplir con el objetivo 2 se calcularon los mililitros de consumo de

extracto acuoso de P. guajava.
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Compuesto
bioactivo

Quercetina

Quercetina

Metandlisis

Extracto acuoso

de hoja de
guayaba

Acido galico

Silimarina

Dosis

2 mg/kg

10 mg/ kg
*IV

250 mg/dia

125 mg/kg
250 mg kg
500 mg/kg
50 mg/ kg
150 mg/kg
150 mg/kg
300 mg/kg
500 mg / kg

Tiempo
(semanas)
10

10

Resultado

Disminucién de

dislipidemia y presion arterial.

Disminuyé estado
inflamatorio en
comorbilidades.

Disminuyd estrés oxidativo.

Disminuyd grasa hepatica.
Disminuy6 colesterol total.
Aumento en actividad de

enzimas SOD, CAT, GPx.

Hepatoprotector.

Autor

Rivera et
al., 2012.

Guo, 2020.

Diaz de
Cerio et al.,
2017.

Hsu, et al.,
2007.

Pasaca et
al., 2021.

Tabla 103. Extractos y compuestos bioactivos usados en ratas en estado inflamatorio.
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Figura 85. Extractos acuosos de hoja de guayaba.

En la Figura 85 se aprecian las formulaciones de los tratamientos, los extractos presentan las
siguientes caracteristicas, textura uniforme, liquida sin residuos, de coloracion verdosa, pH 4.13,

sabor semi-amargo.

8.1.3 CALCULO MUESTRAL Y SELECCION DEL NUMERO DE ROEDORES
El tamafio de muestra se realizé con base al calculo del tamafio muestral en procedimientos

de experimentacion con animales, valoracion de incidencias (Rojo, 2014). A continuacion, se

detalla el calculo de roedores con base a la siguiente formula:

X= N/ ((A/100) x (B/100) x (C/100) ...)

Donde:

X= Numero final de animales necesarios

N= NUumero minimo estadistico que permite concluir los objetivos propuestos del proyecto
A= 100 - % de incidencia 1.

B= 100 - % de incidencia 2.

C= 100 - % de incidencia 3.

Estimacion de la N minima:

*N= 5 (Promedio de ratas encontrada en la literatura)

INCIDENCIA 1
A= 100 - 0% = 100%

(% de ratas que no desarrollara obesidad, 0% segun literatura encontrada)
INCIDENCIA 2

B=100 - 5% = 95%

(% de ratas que no mostré cambios bioquimicos en alguno de sus objetivos tratamiento)
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INCIDENCIA 3
C=100 - 5% = 95%
(Pérdida calculada por posibles pérdidas animales no atribuibles al procedimiento, sino al

modelo animal, se estima un 1% a un 5%). Se elije 5% como el limite maximo.

Por lo tanto, la féormula queda de la siguiente manera:
X =5/((100/100) x (95/100) x (95/100))
X=5

Por lo tanto, los grupos se conformaron por 5 roedores, para limitar el uso de roedores.
Las ratas se adquirieron en el Bioterio del Instituto de Neurobiologia, UNAM, Campus UNAM-

Juriquilla, Querétaro.

8.1.4 INTEGRACION DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental formulado evaluoé si existian diferencias significativas entre dosis alta y
una baja del extracto acuoso, ademas infiere si existieran diferencias significativas en relaciéon
a los grupos control; comparo la accion antilipémica y antioxidante del extracto en ambas dosis

frente a un antioxidante conocido, quercetina. Los grupos se muestran en la Tabla 104.

Tabla 104. Grupos de estudio modelo experimental.

Grupos Compuesto Cantidad Dieta Percentil
bioactivo
Grupo 1 EAG 200 mg/dia DPI P90
Grupo 2 EAG 500 mg/dia DPI P90
Grupo 3 Q 200 mg/dia DPI P90
Grupo 4 P Agua ad libitum DPI P90
Grupo 5 C Agua ad libitum DEM P50
Grupo 6 EAG 200 mg/dia DEM P50
Etapas

Es el primer peso obtenido a la llegada de los roedores.

Peso Inicial
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Peso de mantenimiento

Peso + 1 semana de DPI

Peso + 2 semanas de DPI

Peso + 3 semanas de DPI

Peso + 4 semanas de DPI

Peso DPI + 1
Semana de

tratamiento

Peso DPI + 2
Semana de

tratamiento

Es el peso obtenido durante la fase de adaptacion con tipo
de dieta estandar y agua adlibitum.

Es el peso obtenido a la primera semana de haber iniciado

la instauracion de la dieta proinfamatoria en los grupos de

interés.

Es el peso obtenido a las dos semanas de haber iniciado
la instauracion de la dieta proinfamatoria en los grupos de

interés.

Es el peso obtenido a las tres semanas de haber iniciado
la instauracion de la dieta proinfamatoria en los grupos de
interés.

Es el peso obtenido a las cuatro semanas de haber
iniciado la instauracién de la dieta proinfamatoria en los
grupos de interés.

Es el peso obtenido a una semana de instauracion de
tratamiento de acuerdo al grupo interés y en la presencia
de DPI.

Es el peso obtenido a dos semanas de instauracion de
tratamiento de acuerdo al grupo de interés y en la

presencia de DPI.

Abreviaturas, Extracto acuoso guayaba (EAG), Quercetina (Q), Placebo (P), Control (C) Dieta proinflamatoria (DPI)(PID), Dieta estandar de

mantenimiento (DEM).

En la Figura 86, se muestra el disefio experimental completo.
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Cronologia del disefio Experimental

Implementacion de Instalacién del
Grupos de interés modificaciones dietéticas modelo de obesidad Sacrificio
GRUPO 1
GRUPO 2 | —
/

GRU PO 3 / / Analisis de tomas Analisis de
Séricas Estadistico

GRUPO 4 |~

GRUPO 5

Figura 86. Disefio experimental del estudio de hojas de Psidium guajava en la disminucién de
los niveles de adipocinas proinflamatorias. 6 grupos experimentales, n= 30 ratas, 8 semanas de

experimentacion.

La etapa inicial consiste en el inicio de DPI, con un aumento progresivo de peso, hasta alcanzar
un percentil 75 — 90, la semana 4, donde se pasa a la segunda etapa 0 mantenimiento de la
obesidad llegando a la semana 8 del estudio. Desde el inicio de la primera etapa, se tomaran
medidas de acuerdo con la siguiente frecuencia: mediciébn de peso cada 3 dias, toma de
muestra sanguinea 3 a 5mL por rata 1 vez cada 2 semanas, generando 2 alicuotas, para su
almacenamiento a — 25 ° C para su posterior analisis. Toma de glucosa en ayuno, 1 vez por
semana, durante 8 semanas. Cumplidas las 8 semanas se procesara y ejecutara el analisis

estadistico de los resultados.

8.2 RESULTADOS CAPITULO I, MODELO DE INFLAMACION EN ROEDOR.

8.2.1.PESO

Una de las variables mas importantes en torno al desarrollo de la obesidad es el peso, por lo
cual su medicion se llevo a cabo en cada una de las etapas del tratamiento. En la Tabla 105 se
muestra el resultado del analisis de medidas de tendencia central sobre la variable peso en

gramos, de acuerdo con el grupo durante el periodo experimental.

158



Tabla 105. Medidas de tendencia central, variable peso.

Grupo
1 2 3 4 5 6
Frecuencia
5 5 5 5 5 5

Peso Media 430 442.4 440.4 437.4 437.2 431.4
Inicial

Std. 21.89 21.87 19.86 14.06 18.05 16.94

Desviacion

Minimum 399 417 413 422 412 415

Maximum 453 472 469 454 458 460

Rango 54 55 56 32 46 45

Media * 430 + 442 .4 + 440.4 + 437.4 + 437.2 + 431.4 +

Std. 21.89 21.87 19.86 14.06 18.05 16.94
Peso de Media 445.4 461.8 465.8 458 471.4 450
mantenimient
o]

Std. 11.84 29.78 30.09 33.84 20.79 27.45

Desviacion

Minimum 435 425 448 413 451 429

Maximum 460 503 519 501 505 498

Rango 25 78 71 88 54 69
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Grupo

1 2 3 4 5 6
Frecuencia
5 5 5 5 5 5
Media * 445 4 + 461.8 + 465.8 + 458 + 471.4 + 450 +
Std. 11.84 29.78 30.09 33.84 20.79 27.45
Peso + 1 Media 535.4 545 533.2 527 546.6 522.6
semana de
DPI
Std. 18.05 24.37 41.14 16.87 28.57 15.93
Desviacion
Minimum 520 514 493 509 514 510
Maximum 566 575 602 552 589 549
Rango 46 61 109 43 75 39
Media * 535.4 + 545 + 533.2 + 527 + 546.6 + 522.6 +
Std. 18.05 24.37 41.14 16.87 28.57 15.93
Peso + 2 Media 560.4 566.4 554.2 555 553.6 520.6
semanas de
DPI
Std. 22.83 39.77 27.21 19.18 21.67 2411
Desviacion
Minimum 540 505 527 529 535 500
Maximum 599 603 590 582 589 559
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Grupo

1 2 3 4 5 6
Frecuencia
5 5 5 5 5 5
Rango 59 98 63 53 54 59
Media * 560.4 + 566.4 + 554.2 + 555 + 553.6 + 520.6 +
Std. 22.83 39.77 27.21 19.18 21.67 24.11
Peso + 3 Media 588.6 576.2 558.4 566.4 562 539.6
semanas de
DPI
Std. 25.22 41.36 15.81 33.97 26.1 24.97
Desviacion
Minimum 566 511 539 520 535 515
Maximum 632 617 576 612 599 578
Rango 66 106 37 92 64 63
Media * 588.6 + 576.2 + 558.4 + 566.4 + 562 + 539.6 +
Std. 25.22 41.36 15.81 33.97 26.1 24.97
Peso + 4 Media 598.4 593.2 571.2 572.2 542 .4 535.6
semanas de
DPI
Std. 25.05 43.05 17.08 37.02 27.02 22.11
Desviacion
Minimum 575 523 553 525 513 513
Maximum 641 630 598 622 586 563
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Grupo

1 2 3 4 5 6
Frecuencia
5 5 5 5 5 5
Rango 66 107 45 97 73 50
Media * 598.4 + 593.2 571.2 572.2 + 542.4 + 535.6 £
Std. 25.05 43.05 17.08 37.02 27.02 22.11
Peso DPI + 1 Media 637.8 634.2 582 599.4 540.6 536.8
Semana de
tratamiento
Std. 36.8 26.77 31.39 22.6 30.79 25.97
Desviacion
Minimum 578 605 549 575 513 511
Maximum 672 675 630 633 588 575
Rango 94 70 81 58 75 64
Media + 637.8 £ 634.2 + 582 + 599.4 + 540.6 + 536.8
Std. 36.8 26.77 31.39 22.6 30.79 25.97
Peso DPI + 2 Media 587.4 582.6 595 592.8 540.2 537.6
Semanas de
tratamiento
Std. 26.58 17.49 17.76 40.33 33.38 31.88
Desviacion
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Grupo

1 2 3 4 5 6

Frecuencia

5 5 5 5 5 5
Minimum 545 554 574 551 509 510
Maximum 610 600 613 639 596 582
Rango 65 46 39 88 87 72
Media * 587.4 + 582.6 595 + 592.8 + 540.2 + 537.6 £
Std. 26.58 17.49 17.76 40.33 33.38 31.88

En la Figura 87 se muestra de manera representativa los cambios obtenidos de la variable peso

durante el periodo experimental.
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Cambios en el peso corporal por grupo de interés

650
_ 600
8
S
i 550
5
§ 500
0

450

Semana 1 >>>

Semanas del periodo experimental

El * indica una diferencias significativa (p < 0,05) con respecto al grupo control DE + agua ad libitum (5).

El ° indica una diferencia significativa (p <0,05) entre el grupo de control DPI + agua ad libitum (4).
El + indica una diferencia significativa (p < 0,05) exclusiva entre el grupo DPI + 200 EAG, y el grupo DPI+500 EAG, (1,2).

Figura 87. Cambio de peso durante el periodo experimental.

La Figura 87 muestra los grupos del disefio experimental en torno al cambio de la variable
peso. El grupo 1 y 2 muestran una gran diferencia significativa en el cambio de peso en las
diferentes etapas del disefio experimental, en comparacién a los demas grupos de interés,
mostrando un incremento continuo de peso alcanzando su limite superior a la primera semana
del inicio del tratamiento con el extracto acuoso, y mostrando una disminucion de peso hasta

en un 8 a 10% en ambos tratamientos a las 2 semanas de inicio.
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Prueba de hipotesis

94,852.89 165.98 <.001

210 3,714.19

203 571.48
Tabla 105. Anova de las diferencias intergrupales respecto al peso durante el periodo

experimental.

Prueba de hipétesis

Hipotesis nula

No hay diferencia entre cada una de las variables dependientes.

Hipotesis alternativa

Hay diferencia entre cada una de las variables dependientes.
Se acepta la hipotesis alternativa.

Los resultados encontrados, afirman que cada uno de los tratamientos utilizados, ejerce

influencia significativa sobre el peso durante el periodo experimental.
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Figura 88. Aumento de peso corporal de acuerdo con el periodo experimental.

En la figura 88, se muestra el periodo de evolucién del peso del grupo 2 de interés, es notable
el cambio de peso en cada una de las etapas del estudio, se muestra que el peso inicial
evoluciono hasta lograr un balance positivo en el peso alcanzando el pico mas alto a la quinta
semana del protocolo, esta semana es la primera semana donde hay toma de extracto acuoso
a 500mg/kg/dia, sin embargo, para sexta semana, es notable un cese del aumento ponderal
con decremento del mismo llegando a una disminucion del 8.2% para la ultima semana del

protocolo.
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Tabla 106. Medias y desviacién estandar entre grupos de interés.

_ 95% CI 95% ClI
Media Std. Limite Limite
dif. Error P inferior superior
Peso Peso -22.27 5.027 .003 -32.55 -11.99
Inicial Mantenimient
0
Peso Peso + 1 -98.5 4.94 <.001 -108.6 -88.4
Inicial semana de
DPI
Peso Peso + 2 - 5,511 <.001 -126.5 -
Inicial semanas de 115.23 103.96
DPI
Peso Peso + 3 - 5.867 <.001 - -
Inicial semanas de 128.73 140.73 116.74
DPI
Peso Peso + 4 - 6.788 <.001 - -
Inicial semanas de 132.37 146.25 118.49
DPI
Peso Peso DPI + 1 -152 9.125 <.001 - -
Inicial semana de 170.66 133.34
tratamiento
Peso Peso DPI + 2 - 6.858 <.001 - -
Inicial semanas de 136.13 150.16 122.11
tratamiento
Peso de Peso + 1 -76.23 6.011 <.001 -88.53 -63.94
Mantenimient semana de
0 DPI
Peso de Peso + 2 -92.97 6.404 <.001 - -79.87
Mantenimient semanas de 106.06
0 DPI
Peso de Peso + 3 - 7.26 <.001 - -91.62
Mantenimient semanas de 106.47 121.31
0 DPI
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_ 95% CI 95% ClI
Media Std. Limite Limite
dif. Error P inferior superior
Peso de Peso + 4 -110.1 8.184 <.001 - -93.36
Mantenimient semanas de 126.84
o) DPI
Peso de Peso DPI + 1 - 10.33 <.001 - -
Mantenimient semana de 129.73 150.86 108.61
0 tratamiento
Peso de Peso DPI + 2 - 8.361 <.001 - -96.77
Mantenimient semanas de 113.87 130.96
0 tratamiento
Peso + 1 Peso + 2 -16.73 3.152 .001 -23.18 -10.29
semana de semanas de
DPI DPI
Peso + 1 Peso + 3 -30.23 4.251 <.001 -38.93 -21.54
semana de semanas de
DPI DPI
Peso + 1 Peso + 4 -33.87 5.416 <.001 -44.94 -22.79
semana de semanas de
DPI DPI
Peso + 1 Peso DPI + 1 -53.5 8.051 <.001 -69.96 -37.04
semana de semana de
DPI tratamiento
Peso + 1 Peso DPI + 2 -37.63 6.424 <.001 -50.77 -24.5
semana de semanas de
DPI tratamiento
Peso + 2 Peso + 3 -13.5 2.925 .002 -19.48 -7.52
semanas de semanas de
DPI DPI
Peso + 2 Peso + 4 -17.13 3.824 .003 -24.95 -9.31
semanas de semanas de
DPI DPI
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_ 95% CI 95% ClI
Media Std. Limite Limite
dif. Error P inferior superior
Peso + 2 Peso DPI + 1 -36.77 6.813 <.001 -50.7 -22.84
semanas de semana de
DPI tratamiento
Peso + 2 Peso DPI + 2 -20.9 5.313 .013 -31.77 -10.03
semanas de semanas de
DPI tratamiento
Peso + 3 Peso DPI + 4 -3.63 2.791 1 -9.34 2.08
semanas de semanas de
DPI tratamiento
Peso + 3 Peso DPI + 1 -23.27 6.36 .028 -36.27 -10.26
semanas de semana de
DPI tratamiento
Peso + 3 Peso DPI + 2 -7.4 4.893 1 -17.41 2.61
semanas de semanas de
DPI tratamiento
Peso + 4 Peso DPI + 1 -19.63 4716 .007 -29.28 -9.99
semanas de semana de
DPI tratamiento
Peso + 4 Peso DPI + 2 -3.77 3.991 1 -11.93 4.4
semanas de semanas de
DPI tratamiento
Peso DPI + 1 Peso DPI + 2 15.87 5.556 .22 4.5 27.23
semana de semanas de

tratamiento

tratamiento

El resultado de las pruebas post Hoc indicé que existio diferencia significativa en grupos

y tratamientos en el periodo experimental, por lo tanto, la hipétesis nula se rechaza.
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8.2.1 GLUCOSA

En la Tabla 107 se muestras los resultados de las medias de grupos en estudio.

Tabla 107. Medidas de tendencia central variable, glucosa en ayuno.

Grupo
1 2 3 4 5 6

Frecuenci

a 5 5 5 5 5 5
Glucosa Media 125.8 117.2 126.4 125.2 122.8 123.4
Inicial

Std. 9.76 4.32 4.83 6.22 4.92 6.77

Desviaci6

n

Varianza 95.2 18.7 23.3 38.7 24.2 45.8

Minimum 113 112 121 117 118 112

Maximum 135 122 132 132 129 129

Media * 125.8 117.2 126.4 125.2 122.8 123.4

Std. + + + + + +

9.76 4.32 4.83 6.22 4.92 6.77

Glucosa Media 114.4 116.6 112.8 109.6 113.2 118.2
En
mantenimient
0

Std. 12.48 12.54 12.64 9.26 15.12 8.35

Desviaci6

n

Varianza 155.8 157.3 159.7 85.8 228.7 69.7
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1 2 3 4 5 6
Frecuenci
a 5 5 5 5 5 5
Minimum 99 100 97 95 98 110
Maximum 132 135 132 119 135 131
Media * 114.4 116.6 112.8 109.6 113.2 118.2
Std. + + + + + +
12.48 12.54 12.64 9.26 15.12 8.35
Prueba de Media 166.4 202 177.6 169.8 124 125.2
glucosa a las
3 semanas
de DPI
Std. 4.39 14.97 8.99 5.02 9.97 5.76
Desviaci6
n
Varianza 19.3 224 80.8 25.2 99.5 33.2
Minimum 159 184 169 162 110 119
Maximum 170 220 189 175 137 131
Media + 166.4 202 + 177.6 169.8 124 + 125.2
Std. + 14.97 + + 9.97 +
4.39 8.99 5.02 5.76
Prueba Media 127.6 143.8 146.4 178.4 116.6 118.2
glucosa a las
2 semanas
del
tratamiento
Std. 5.32 10.28 9.71 8.44 8.29 5.89
Desviaci6

n
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Grupo

1 2 3 4 5 6

Frecuenci
a 5 5 5 5 5 5
Varianza 28.3 105.7 94.3 71.3 68.8 347
Minimum 121 131 133 169 106 110
Maximum 134 155 156 192 126 125
Media + 127.6 143.8 146.4 178.4 116.6 118.2
Std. + + + + + +

5.32 10.28 9.71 8.44 8.29 5.89

Glucosa en ayuno por grupos de interés

EEEN
D AW N =

Periodo experimental

Figura 89. Deteccién de glucosa en ayuno durante el periodo experimental.

En la Figura 89. se observa el cambio en la glucosa en ayuno en el periodo experimental,

los grupos 1, 2, 3, 4, mostraron un aumento de la glucosa en ayuno visible, para las 3 semanas
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de inicio de la dieta proinflamatoria, en comparacion a los demas grupos. Por otro lado, 1, 2,y
3, muestran el decremento de esta a las 2 semanas de iniciar los tratamientos. Es notable que
grupo 4 perpetuo la elevacion de glucosa en ayuno, hasta el final de la etapa experimental.
Mientras que los grupos 5 y 6 mantuvieron constante la glucosa en ayuno durante todo el

experimento.

Para las tres semanas de tratamientos los grupos de interés mostraron diferencia en sus
medias, y rangos intercuartilicos, siendo muy pronunciado para los grupos 1, 2, y 3, en
comparacion a los demas grupos. El grupo control mostré un comportamiento estable en toda
la etapa experimental, mientras que el grupo 4 presentd una media de glucosa muy por arriba
de los demas grupos, y ese estado de hiperglucemia, fue afectado por la DPI y la falta de

tratamiento antioxidante.

Prueba de hipétesis

Hipotesis Nula

No existe diferencia significativa entre los grupos con relaciéon a la variable dependiente.
No existe diferencia significativa en la variable dependiente y el periodo experimental.
No existe efecto de interaccion entre el tratamiento y la deteccion de glucosa en ayuno.

Hipotesis alternativa
Existe diferencia significativa entre los grupos con relacion a la variable dependiente.
Existe diferencia significativa en la variable dependiente y el periodo experimental.

Existe efecto de interaccion entre el tratamiento y la deteccién de glucosa en ayuno.

Por lo tanto, se acepta la hipotesis alternativa.
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Prueba de

Glucosa glucosa a las Prueba glucosa a

Glucosa En 3 semanas de las 2 semanas del
Inicial mantenimiento DPI tratamiento Total
1 125.8 114.4 166.4 127.6 133.55
2 117.2 116.6 202 143.8 144.9
3 126.4 112.8 177.6 146.4 140.8
4 125.2 109.6 169.8 178.4 145.75
5 122.8 113.2 124 116.6 119.15
6 123.4 118.2 125.2 118.2 121.25
Total 123.47 114.13 160.83 138.5 134.23

Tabla 108. Medias de grupo de acuerdo al periodo experimental.

mg/dL

Cambios en la glucosa en ayuno por grupo de interés
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180

160

140

120

Semana 1 >>>

Semanas del periodo experimental

El * indica una diferencias significativa (p < 0,05) con respecto al grupo control DE + agua ad libitum (5).

El ° indica una diferencia significativa (p <0,05) entre el grupo de control DPI + agua ad libitum (4).
El + indica una diferencia significativa (p < 0,05) exclusiva entre el grupo DPI + 200 EAG, y el grupo DPI+500 EAG, (1,2).
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Figura 90. Cambios en el muestro de glucosa en el periodo experimental.

En la figura 90. Se observa el comportamiento de cada uno de los grupos durante el periodo
experimental, se reporta que existe diferencia altamente significativa, en la tabla 109 se muestra
el test de ANOVA. Conforme avanza las semanas de evolucion del protocolo es notable como
se modifican los niveles de las diferentes variables, los grupos que recibieron DPI para la
segunda semana, muestran un aumento en los niveles de la glucosa en ayuno, entre grupos se
notan diferencias significativas respecto al grupo control 6, observandose que la dieta afecta
directamente en los niveles detectados, ademés es notable que para el término de del
tratamiento, aln con consumo de DPI, el extracto afecta en la evolucion de los niveles de
glucosa, es visible, comparada con el grupo control 4, donde estos niveles se perpetdan para
la ultima semana del protocolo, Se notan diferencias significativas en grupos 1, 2, en cuanto a

la disminucién de glucosa en ayuno.

_ 3 1245696 16943 <001
_ 5 2,744.29 24.77 <.001
_ 15 1,588.34 216 <001

Tabla 109. Anova, Deteccién de glucosa en ayuno.

De acuerdo a los resultados obtenidos, existe diferencia altamente significativa, entre grupos y

tratamientos, por lo tanto, se rechaza la hipotesis nula.

175



Cambio en glucosa en ayuno en grupo de interés 2
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Figura 91. Box plot, cambio en la glucosa en ayuno a las 2 semanas de tratamiento.

En la Figura 91 se observé que existio diferencia en el comportamiento de la glucosa, a
las dos semanas del tratamiento, las medias de grupo fueron altamente significativas. Se realizo
la prueba post Hoc de Bon Ferroni, los resultados se muestran en la Tabla 110. El tratamiento
1y 2 pertenecen al mismo grupo de medias, por lo que ambos extractos influyeron de la misma

forma en la glucosa en ayuno aun cuando la dosis fue diferente.

95% ClI limite 95% ClI limite
Media dif. Std. Error p inferior superior

1 2 -16.2 5.184 .069 -33.59 1.19

1 3 -18.8 5.184 .02 -36.19 -1.41
1 4 -50.8 5.184 <.001 -68.19 -33.41
1 5 11 5.184 .665 -6.39 28.39
1 6 9.4 5.184 1 -7.99 26.79
2 3 -2.6 5.184 1 -19.99 14.79
2 4 -34.6 5.184 <.001 -51.99 -17.21
2 5 27.2 5.184 <.001 9.81 44.59
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95% ClI limite 95% ClI limite
Media dif. Std. Error p inferior superior
2 6 25.6 5.184 .001 8.21 42.99
3 4 -32 5.184 <.001 -49.39 -14.61
3 5 29.8 5.184 <.001 12.41 47.19
3 6 28.2 5.184 <.001 10.81 45.59
4 5 61.8 5.184 <.001 44.41 79.19
4 6 60.2 5.184 <.001 42.81 77.59
5 6 -1.6 5.184 1 -18.99 15.79

Tabla 110. Bon Ferroni, post Hoc test.

8.2.3 TRIGLICERIDOS

En la Tabla 111 se muestras los resultados de las medias de los grupos en estudio.

Grupo
1 2 3 4 5 6
Frecuenci
a 5 5 5 5 5 5
Conteo de Media 123.4 109.6 119.4 112.8 123.2 111.2
triglicéridos
inicial
Std. 15.47 9.21 135 13.65 9.91 9.26
Desviaci6
n
Minimum 104 98 100 99 109 100
Maximum 145 121 136 135 135 122
Media + 123.4 109.6 119.4 112.8 123.2 111.2
Std. + + + + + +
15.47 9.21 135 13.65 9.91 9.26
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Grupo

1 2 3 4 5 6
Frecuenci
a 5 5 5 5 5 5
Triglicéridos Media 121.4 124.2 121.6 120.4 120.4 110.6
en
mantenimient
0
Std. 8.08 6.1 8.85 8.85 9.34 14.15
Desviaci6
n
Minimum 110 117 108 108 110 90
Maximum 129 131 129 129 131 123
Media + 121.4 124.2 121.6 120.4 120.4 110.6
Std. + + + + + +
8.08 6.1 8.85 8.85 9.34 14.15
Conteo de Media 271.8 195.2 227.8 219.8 103.4 110.2
triglicéridos a
las 3
semanas de
DPI
Std. 84.32 12.19 37.61 32.43 20.31 9.42
Desviaci6
n
Minimum 197 178 198 189 79 97
Maximum 405 210 287 268 135 121
Media + 271.8 195.2 227.8 219.8 103.4 110.2
Std. + + + + + +
84.32 12.19 37.61 32.43 20.31 9.42
Conteo de Media 163 69 112.2 280.8 103.8 56.6

triglicéridos a
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1 2 3 4 5 6
Frecuenci
a 5 5 5 5 5 5
las 2
semanas del
tratamiento
Std. 84.18 6.96 20.27 63.99 8.7 55
Desviacio
n
Minimum 102 59 91 207 95 50
Maximum 305 77 144 378 115 65
Media * 163 + 69 + 112.2 280.8 103.8 56.6 +
Std. 84.18 6.96 + + + 55
20.27 63.99 8.7

Tabla 111. Medidas de tendencia central variable en los valores de triglicéridos.
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Conteo total de triglicéridos por grupo de interés
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Figura 92. Conteo de triglicéridos durante el periodo experimental.

En la Figura 92 se observa que existieron diferencias entre cada uno de los grupos de
estudio, y se muestra que también hubo diferencias significativas en torno al comportamiento
interno de los grupos. 1,2,3,4, mostraron un aumento constante del conteo de triglicéridos a las
3 semanas del comienzo de la dieta proinflamatoria. 1,2,3, muestran una disminucion de los
triglicéridos a la segunda semana del inicio del tratamiento de antioxidantes, por lo cual se
afirma, que la aplicacién de los 3 tratamientos influyé en el comportamiento de los triglicéridos.
Por otra parte, el grupo 4 evidencia que, DPI, perpetia el estado de hipertrigliceridemia
comparado con el grupo control, E; ademas resulta interesante que el extracto por si solo tuvo
un efecto directo en la disminucién de los triglicéridos, independientemente del estado

nutricional, esto fundamentado con el grupo 6.

Complementando lo anterior, en la Figura 95 se nota como cada uno de los tratamientos
influyeron directamente en el conteo de triglicéridos. En cada una de las medias de grupo para

los tiempos de primera toma y mantenimiento, pertenecen al mismo grupo de medias, por el
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contrario, a partir del inicio del tratamiento se vio que la media de cada grupo aumento,

exceptuando el grupo control 0 5, y 6. De todos los grupos, 1, presento un rango intercuartilico

mas amplio, donde se visualiza la presencia de un alto conteo de triglicéridos, llegando a ser

hasta un 49% mas alto, en comparacion al grupo 2, un 30% mas alto en comparacion, a 3, y un

34% mas alto en comparacion a 4. En la Tabla 113 se muestran las medias de cada uno de los

grupos de interés por el periodo experimental completo.

Conteo de
triglicéridos Conteo de
Triglicéridos alas 3 triglicéridos a
Conteo inicial en semanas las 2 semanas
trigilicéridos mantenimiento de DPI del tratamiento Total
1 123.4 121.4 271.8 163 169.9
2 109.6 124.2 195.2 69 1245
3 119.4 121.6 227.8 112.2 145.25
4 112.8 120.4 219.8 280.8 183.45
5 123.2 120.4 103.4 103.8 112.7
6 111.2 110.6 110.2 56.6 97.15
Total 116.6 119.77 188.03 130.9 138.83

Tabla 113. Medidas de tendencia central variable, conteo de triglicéridos.
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Cambios en el conteo de triglicéridos por grupo de interés

250
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mg/dL
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Semana 1 >>>
Semanas del periodo experimental

El * indica una diferencia significativa (p < 0,05) con respecto al grupo control DE + agua ad libitum (5).

El ° indica una diferencia significativa (p <0,05) entre el grupo de control DPI + agua ad libitum (4).
El + indica una diferencia significativa (p < 0,05) exclusiva entre el grupo DPI + 200 EAG, y el grupo DPI+500 EAG, (1,2).

Figura 93. Comportamiento del conteo triglicéridos durante el periodo experimental.

En la figura 93, es notable los cambios en el conteo de triglicéridos durante el periodo
experimental, a partir de la semana 1, para los grupos 1,2,3,4, se nota un aumento fortuito de
los niveles, a partir de la implementacion de la DPI, es notable, comparando con el grupo 5, 6,
los cuales recibieron una DE balanceada. Existen diferencias significativas entre los grupos, las
significancias se muestran en la tabla 116., Para las ultimas semanas donde ya se instauro el
tratamiento se observa una disminucién respecto al grupo control 4, por otro lado, también se
nota, que el grupo 6 disminuye los niveles de triglicéridos de manera significativa de acuerdo al
grupo control 5.
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Cambio en conteo total triglicéridos en grupo de interés 2
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Figura 94. Box plot, conteo de triglicéridos en grupo 2 a través del periodo experimental.

Para verificar si el extracto acuoso de Psidium guajava, en ambas dosis, mostro efecto
sobre el conteo de triglicéridos, se ejecutdé Anova, junto con la prueba post hoc de Bon Ferroni,
y se observo que existio diferencia altamente significativa. El extracto influy6 directamente sobre
los niveles de triglicéridos. Por otro lado, se muestra que la dosis administrada presenté medias
diferentes, por lo cual el grupo 2, mostré mayor efectividad para disminuir el conteo de
triglicéridos en la figura 94 se muestra el comportamiento especifico del grupo, se observa gran

efectividad en comparacion a los grupos 1y 3.
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33,936.62 17.33 <.001

- 5
-

Tabla 115. Analisis de varianza conteo de triglicéridos.

95% ClI limite 95% CI limite

media dif. Std. Error p inferior Superior
1 2 94 27.984 .039 0.1 187.9
1 3 50.8 27.984 1 -43.1 144.7
1 4 -117.8 27.984 .004 -211.7 -23.9
1 4 59.2 27.984 .674 -34.7 153.1
1 6 106.4 27.984 .013 12.5 200.3
2 3 -43.2 27.984 1 -137.1 50.7
2 4 -211.8 27.984 <.001 -305.7 -117.9
2 E -34.8 27.984 1 -128.7 59.1
2 F 12.4 27.984 1 -81.5 106.3
3 D -168.6 27.984 <.001 -262.5 -74.7
3 E 8.4 27.984 1 -85.5 102.3
3 F 55.6 27.984 877 -38.3 149.5
4 E 177 27.984 <.001 83.1 270.9
4 F 224.2 27.984 <.001 130.3 318.1
5 F 47.2 27.984 1 -46.7 141.1

Tabla 116. Bon Ferroni Test conteo de triglicéridos.

8.2.3 CONCLUSION GENERAL SOBRE PESO, GLUCOSA EN AYUNO, CONTEO TOTAL DE
TRIGLICERIDOS
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El extracto acuoso de P. guajava ejercié un efecto directo en las tres variables, peso, glucosa y
triglicéridos. Ambas dosis de extracto de hoja de guayaba mostraron efectivad en las dosis de
200 mg/ kg y 500 mg/ kg. Por otro lado, el grupo quercetina mostré también efectividad, en la
disminucién de las variables en un 20% menos en comparacion al limite inferior de los extractos
acuosos de P. guajava. En el caso de triglicéridos se not6 mayor disminucién para el grupo 2
en la segunda semana del comienzo del tratamiento con un nivel de significancia menor de p<

0.05 comparado con el grupo 1 de tratamiento.

8.3 RESULTADOS ADIPOCINAS PROINFLAMATORIAS IL-6, MCP-1, IFy y FNT a EN MODELO
ROEDOR.

8.3.1 DISENO EXPERIMENTAL

Se formaron los grupos de acuerdo con el disefio experimental anteriormente explicado. En
las siguientes Figuras y Tablas se muestran los resultados de cada una de las variables de

estudio, y se presentan de la siguiente manera.

e Primera etapa

T1 (Primera toma de sangre con una semana de aclimatacion y dieta estandar).

e Segunda etapa, modificacion dietética.
T2 DE (segunda toma de sangre con 2 semanas de permanencia con dieta estandar).

T2 DPI (segunda toma de sangre con 2 semanas de permanencia con dieta proinflamatoria).

e Tercera etapa, inicio de aplicacion de tratamientos.
T3DE (Tercera toma de sangre con 3 semanas de permanencia con dieta estandar).
T3DPI (Tercera toma de sangre con 3 semanas de permanencia con dieta proinflamatoria).
T3DPIG200 (Tercera toma de sangre con 3 semanas de permanencia, dieta proinflamatoria y
tratamiento de extracto de Psidium guajava a 200 mg/kg de peso).
T3DPIG500 (Tercera toma de sangre con 3 semanas de permanencia, dieta proinflamatoria y

tratamiento de extracto de Psidium guajava a 500 mg/kg de peso).
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T3DPIQ200 (Tercera toma de sangre con 3 semanas de permanencia, dieta proinflamatoria y
tratamiento de quercetina a 200 mg/kg de peso).
T3DEG200 (Tercera toma de sangre con 3 semanas de permanencia, dieta estandar y

tratamiento de extracto de Psidium guajava a 200 mg/kg de peso).

Los resultados se muestran en las siguientes paginas.

8.3.2 FACTOR NECROSIS TUMORAL ALFA

En la Figura 95 se muestran los resultados obtenidos de acuerdo al TNF- Alfa durante el

periodo experimental de acuerdo a los grupos de interés.
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Figura 95. Determinacion del factor de necrosis tumoral alfa en las diferentes etapas del
estudio.
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Se observa qué de acuerdo con el analisis realizado, existio diferencia significativa en

cada una de las variables de estudio. Se realiz6 analisis de varianza, reportandose una

significancia menor a <0.001, Tabla 117, en el disefio experimental completo.

8 1586.65 111.56

18 14.22
26
Tabla 117. Analisis de Varianza FNT alfa / Tiempo.

Posteriormente, para identificar las diferencias intergrupales se realizo la prueba de

Bon Ferroni, y los resultados se muestran en la Tabla 118.

95% ClI 95% ClI
Media Limite Limite
Dif. Std. Error p Inferior Superior
T1 T2DE 0.67 3.079 1 -11.04 12.37
T1 T2DPI -43.67 3.079 <.001 -55.37 -31.96
T1 T3DE 1 3.079 1 -10.7 12.7
Tl T3DPI -52.67 3.079 <.001 -64.37 -40.96
Tl T3DPIG2 -33 3.079 <.001 -44.7 -21.3
00
Tl T3DPIG5 -35.33 3.079 <.001 -47.04 -23.63
00
T1 T3DPIQ2 -36 3.079 <.001 -47.7 -24.3
00
T1 T3DEG2 6.33 3.079 1 -5.37 18.04
00
T2DE T2DPI -44.33 3.079 <.001 -56.04 -32.63
T2DE T3DE 0.33 3.079 1 -11.37 12.04
T2DE T3DPI -53.33 3.079 <.001 -65.04 -41.63
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T2DE

T2DE

T2DE

T2DE

T2DPI
T2DPI
T2DPI

T2DPI

T2DPI

T2DPI

T3DE
T3DE

T3DE

T3DE

T3DE

T3DPI

T3DPI

T3DPI

T3DPI

T3DPIG2
00

T3DPIG5
00

T3DPIQ2
00

T3DEG2
00

T3DE
T3DPI

T3DPIG2
00

T3DPIGS
00

T3DPIQ2
00

T3DEG2
00

T3DPI

T3DPIG2
00

T3DPIGS
00

T3DPIQ2
00

T3DEG2
00

T3DPIG2
00

T3DPIGS
00

T3DPIQ2
00

T3DEG2
00

-33.67

-36.67

5.67

44.67

10.67

8.33

7.67

5.33

19.67

17.33

16.67

59

3.079

3.079

3.079

3.079

3.079
3.079
3.079

3.079

3.079

3.079

3.079
3.079

3.079

3.079

3.079

3.079

3.079

3.079

3.079

<.001

<.001

<.001

<.001
327
.099

521

.82

<.001

<.001
<.001

<.001

<.001

<.001

.001

.001

<.001

-45.37

-47.7

-48.37

-6.04

32.96
-20.7
-1.04

-3.37

-4.04

38.3

-65.37
-45.7

-48.04

-48.7

-6.37

7.96

5.63

4.96

47.3

-21.96

-24.3

-24.96

17.37

56.37
2.7
22.37

20.04

19.37

61.7

-41.96
-22.3

-24.63

-25.3

17.04

31.37

29.04

28.37

70.7
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T3DPIG2 T3DPIG5 -2.33 3.079 1 -14.04 9.37
00 00

T3DPIG2 T3DPIQ2 -3 3.079 1 -14.7 8.7

00 00

T3DPIG2 T3DEG2 39.33 3.079 <.001 27.63 51.04
00 00

T3DPIGS T3DPIQ2 -0.67 3.079 1 -12.37 11.04
00 00

T3DPIG5 T3DEG2 41.67 3.079 <.001 29.96 53.37
00 00

T3DPIQ2 T3DEG2 42.33 3.079 <.001 30.63 54.04
00 00

Tabla 118. Prueba de Bon Ferroni.

La Tabla 118 muestra las diferencias intergrupales para cada una de las etapas del
estudio. Se observdé que para las tomas control, T1, T2DE, T3DE, no existi6 diferencia
significativa, por lo que se concluye que el Nivel de FNT alfa, se mantuvo constante durante
todo el periodo experimental. Por otro lado, en la T2DPI se not6 un aumento altamente
significativo en comparacioén al grupo control (p-Valor .001), siendo del 34.5% a las 2 semanas
del inicio de la DPI y un aumento del 7.4% extra posterior a 3 semanas mas de DPI, por lo cual

se concluyé que la DPI ejercié un efecto en los niveles de TNF alfa.

Para la etapa 3, el tratamiento ya esta instaurado, los grupos controles tanto de DE como
DPI mostraron las caracteristicas esperadas, un conteo de triglicéridos adecuado para el grupo
DE y un alto conteo de triglicéridos para el grupo DPI. Posteriormente al hacerse modificaciones
en dicho esquema e inicia la toma del extracto, se apreciaron que existen diferencias

significativas entre cada uno de los tratamientos.

En cuanto a la efectividad del extracto, destaca la dosis de 200 mg/kg de peso corporal
como el extracto que ejercio mayor disminucion de los niveles de TNF alfa, con una efectivad
de disminucion del 11% a las 3 semanas de tratamiento. Los tratamientos T3DPIG500 y
T3DPIQ200 presentaron disminucién del 8.5% y 9.89%, respectivamente. Estos resultados

concuerdan con varias investigaciones donde el tratamiento mas bajo en mg/kg de peso, mostro
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una accion efectiva desde las dosis pequefias. Por otro lado, el grupo que mantuvo DE, no
mostro diferencia significativa (p-Valor 1) al aplicarse el tratamiento de 200 mg/Kg de peso
corporal, por lo que se concluye que el sistema antioxidante tuvo un proceso de regulaciéon para

mantener un correcto estado de homeostasis.

8.3.3 INTERLEUCINA 6

En la Figura 97 se muestran los resultados obtenidos de acuerdo al conteo de interleucina 6

durante el periodo experimental de acuerdo a los grupos de interés.
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Figura 96. Determinacion Interleucina 6 en las diferentes etapas del estudio.

De acuerdo con la Figura anterior, se observa, que existio diferencia significativa en el
modelo experimental respecto a los niveles de interleucina 6 durante cada una de las etapas,
reportandose un p-Valor <0.001 de acuerdo con el analisis de varianza mostrado en la Tabla
119.
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8 906.77 80.54 <.001

18 11.26
26

Tabla 119. Andlisis de Varianza

95% ClI 95% ClI
Limite Limite
Media dif. ~ Std. Error p Inferior Superior
TO T2DE 0.17 2.74 1 -10.25 10.58
TO T2DPI -33 2.74 <.001 -43.41 -22.59
TO T3DE 0 2.74 1 -10.41 10.41
TO T3DPI -48.33 2.74 <.001 -58.75 -37.92
TO T3DPIG2 -13.67 2.74 .004 -24.08 -3.25
00
TO T3DPIG5 -6.67 2.74 922 -17.08 3.75
00
TO T3DPIQ2 -16.5 2.74 .001 -26.91 -6.09
00
TO T3DEG2 1.33 2.74 1 -9.08 11.75
00
T2DE T2DPI -33.17 2.74 <.001 -43.58 -22.75
T2DE T3DE -0.17 2.74 1 -10.58 10.25
T2DE T3DPI -48.5 2.74 <.001 -58.91 -38.09
T2DE T3DPIG2 -13.83 2.74 .003 -24.25 -3.42
00
T2DE T3DPIG5 -6.83 2.74 .813 -17.25 3.58
00
T2DE T3DPIQ2 -16.67 2.74 <.001 -27.08 -6.25
00
T2DE T3DEG2 1.17 2.74 1 -9.25 11.58
00
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T2DPI
T2DPI
T2DPI
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T2DPI
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00
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00
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00
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00

33
-15.33
19.33

26.33

16.5

34.33

-48.33
-13.67

-6.67

-16.5

1.33

34.67

41.67

31.83

49.67

-2.83

15

-9.83

2.74
2.74
2.74

2.74

2.74

2.74

2.74
2.74

2.74

2.74

2.74

2.74

2.74

2.74

2.74

2.74

2.74

2.74

2.74

<.001
.001
<.001

<.001

.001

<.001

<.001
.004

922

.001

<.001

<.001

<.001

<.001

716

.001

.076

22.59
-25.75
8.92

15.92

6.09

23.92

-58.75
-24.08

-17.08

-26.91

-9.08

24.25

31.25

21.42

39.25

-3.41

-13.25

4.59

-20.25

43.41
-4.92
29.75

36.75

26.91

44.75

-37.92
-3.25

3.75

-6.09

11.75

45.08

52.08

42.25

60.08

17.41

7.58

25.41

0.58
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T3DPIG5 T3DEG2 8 2.74 329 -2.41 18.41
00 00

T3DPIQ2 T3DEG2 17.83 2.74 <.001 7.42 28.25
00 00

Tabla 120. Prueba de Bonferroni para diferencias intergrupales.

En la Tabla 120 se muestran las diferencias entre grupos. El grupo DE del tiempo de
toma 1 a 3, no presento diferencias significativas en los niveles identificados de IL- 6, una vez
instaurada la obesidad por la DPI. Se observaron diferencias significativas entre grupos DE y
DPI, aumentando los niveles de IL-6 en un 29.4% al modificar la dieta en la primera etapa
alcanzando un 6.2% mas de aumento previo al inicio de los tratamientos. Posteriormente, al
realizarse la intervencion con el tratamiento seleccionado, se observd que para la toma 3, las
diferencias intergrupales fueron muy evidentes, por lo cual se concluye que la dosis de 200 mg/
kg tanto de Psidium guajava como de quercetina, poseen un efecto en los niveles de IL-6,
mostrando una disminucion de 14.05% y 12.93%, respectivamente. Por otro lado, la dosis 500
mg/ kg en modelo DPI mostré una gran eficacia, 19.7% en la disminucion de IL-6 incluso de
acuerdo con la Tabla 18, la disminucién de IL-6 fue exitosa ya que no hubo diferencia en los
niveles de IL-6 respecto a los grupos control (DE). La dosis de 200mg/kg modelo DE de P.
guajava no reporto diferencias significativas. Se concluye que el tratamiento no ejercio efecto

en los niveles de IL-6.
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8.3.4 INTERFERON GAMMA

En la Figura 97 se muestran los resultados obtenidos de acuerdo al conteo de interferén

gamma durante el periodo experimental de acuerdo a los grupos de interés.
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Figura 97. Determinacion interferon gamma en las diferentes etapas del estudio.

De acuerdo con la Figura anterior, se observa, que existio diferencia significativa en el
modelo experimental respecto a los niveles de interferon gamma.

8

18 0.03
26

Tabla 121. Andlisis de varianza.
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95% ClI 95% ClI
Mean lower upper
diff. Std. Error p limit limit

T1 T2DE -0.05 0.144 1 -0.6 0.5

T1 T2DPI -0.77 0.144 .001 -1.31 -0.22

T1 T3DE -0.07 0.144 1 -0.61 0.48

T1 T3DPI -1.32 0.144 <.001 -1.86 -0.77

T1 T3DPIG2 0.05 0.144 1 -0.5 0.6
00

T1 T3DPIG5 0 0.144 1 -0.55 0.55
00

T1 T3DPIQ2 0.1 0.144 1 -0.45 0.65
00

T1 T3DEG2 0.13 0.144 1 -0.41 0.68
00

T2DE T2DPI -0.72 0.144 .004 -1.26 -0.17

T2DE T3DE -0.02 0.144 1 -0.56 0.53

T2DE T3DPI -1.27 0.144 <.001 -1.81 -0.72

T2DE T3DPIG2 0.1 0.144 1 -0.45 0.65
00

T2DE T3DPIG5 0.05 0.144 1 -0.5 0.6
00

T2DE T3DPIQ2 0.15 0.144 1 -04 0.7
00

T2DE T3DEG2 0.18 0.144 1 -0.36 0.73
00

T2DPI T3DE 0.7 0.144 .004 0.15 1.25

T2DPI T3DPI -0.55 0.144 .046 -1.1 0

T2DPI T3DPIG2 0.82 0.144 .001 0.27 1.36
00

T2DPI T3DPIG5 0.77 0.144 .001 0.22 1.31
00

T2DPI T3DPIQ2 0.87 0.144 .001 0.32 1.41
00
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0.9

-1.25
0.12

0.07

0.17

0.2

1.37

1.32

1.42

1.45

-0.05

0.05

0.08

0.1

0.13

0.03

0.144

0.144
0.144

0.144

0.144

0.144

0.144

0.144

0.144

0.144

0.144

0.144

0.144

0.144

0.144

0.144

<.001

<.001

<.001

<.001

<.001

<.001

0.35

-1.8
-0.43

-0.48

-0.38

-0.35

0.82

0.77

0.87

0.9

-0.46

-0.45

-0.41

-0.51

1.45

-0.7
0.66

0.61

0.71

0.75
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1.86

1.96

0.5

0.6

0.63

0.65

0.68

0.58

Tabla 122. Prueba de Bonferroni para diferencias intergrupales.

En la Tabla 121 se muestra el andlisis de varianza, donde se observa que existio

diferencia significativa en el modelo experimental, reportdandose un valor de significancia
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<0.0001. En la Figura 97 se muestran de manera grafica los resultados obtenidos, se observan
diferencias significativas entre grupo DE y DPI. Se aprecia que los niveles de interferén gamma
aumentaron un 17.7% al modificarse la dieta alcanzando un 8.4% mas previo al inicio de los
tratamientos, y los grupos DPI control perpetuaron los niveles de la interleucina. Por otro lado,
el grupo control DE se mantuvo constante durante el experimento, por lo que fue posible
visualizar el comportamiento del extracto. Una vez iniciados los tratamientos se observo que
existieron diferencias significativas en torno a los tratamientos, en cuanto a eficacia del extracto
Psidium guajava, siendo observado que tanto la dosis de 200 mg/kg como de 500 mg/kg
ejercieron un efecto positivo para disminuir los niveles de interferon gamma en un 21%; este
mismo resultado fue notable para el grupo que recibié 200 mg/kg de quercetina, ya que de
acuerdo al andlisis post hoc, no existieron diferencias significativas entre los 3 tratamientos.
Para el grupo que recibié el extracto de P. guajava en dieta estandar, no se mostraron

diferencias significativas durante el periodo experimental.
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8.3.5 MCP-1

Los resultados se muestran en la Figura 98, de acuerdo al conteo de MCP-1 durante el
periodo experimental de acuerdo a los grupos de interés.
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Figura 98. Determinacion MCP-1 en las diferentes etapas del estudio.

8 1190.83 83.08 <.001

18 14.33
26

Tabla 123. Analisis de varianza
De acuerdo con el analisis, se observa que existieron diferencias significativas en el

modelo experimental, y se reporta una significancia menor a 0.001. Las diferencias entre grupos
se muestran en la Tabla 124 de la siguiente seccion.
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95% ClI 95% ClI
Mean lower upper
diff. Std. Error p limit limit
T1 T2DE -2.67 3.091 1 -14.42 9.08
T1 T2DPI -35.33 3.091 <.001 -47.08 -23.58
T1 T3DE -0.67 3.091 1 -12.42 11.08
T1 T3DPI -56.33 3.091 <.001 -68.08 -44.58
T1 T3DPIG2 -32.33 3.091 <.001 -44.08 -20.58
00
T1 T3DPIG5 -23 3.091 <.001 -34.75 -11.25
00
T1 T3DPIQ2 -27 3.091 <.001 -38.75 -15.25
00
T1 T3DEG2 -1.67 3.091 1 -13.42 10.08
00
T2DE T2DPI -32.67 3.091 <.001 -44.42 -20.92
T2DE T3DE 2 3.091 1 -9.75 13.75
T2DE T3DPI -53.67 3.091 <.001 -65.42 -41.92
T2DE T3DPIG2 -29.67 3.091 <.001 -41.42 -17.92
00
T2DE T3DPIG5 -20.33 3.091 <.001 -32.08 -8.58
00
T2DE T3DPIQ2 -24.33 3.091 <.001 -36.08 -12.58
00
T2DE T3DEG2 1 3.091 1 -10.75 12.75
00
T2DPI T3DE 34.67 3.091 <.001 22.92 46.42
T2DPI T3DPI -21 3.091 <.001 -32.75 -9.25
T2DPI T3DPIG2 3 3.091 1 -8.75 14.75
00
T2DPI T3DPIG5 12.33 3.091 .031 0.58 24.08
00
T2DPI T3DPIQ2 8.33 3.091 .532 -3.42 20.08
00
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T2DPI T3DEG2 33.67 3.091 <.001 21.92 45.42
00

T3DE T3DPI -55.67 3.001 <.001 -67.42 -43.92

T3DE T3DPIG2 ~ -31.67 3.001 <.001 -43.42 -19.92
00

T3DE T3DPIGS ~ -22.33 3.001 <.001 -34.08 -10.58
00

T3DE T3DPIQ2  -26.33 3.001 <.001 -38.08 -14.58
00

T3DE T3DEG2 1 3.001 1 -12.75 10.75
00

T3DPI T3DPIG2 24 3.001 <.001 12.25 35.75
00

T3DPI T3DPIGS ~ 33.33 3.001 <.001 21.58 45.08
00

T3DPI T3DPIQ2  29.33 3.001 <.001 17.58 41.08
00

T3DPI T3DEG2 54.67 3.001 <.001 42.92 66.42
00

T3DPIG2  T3DPIG5 9.33 3.001 265 -2.42 21.08

00 00

T3DPIG2  T3DPIQ2 5.33 3.001 1 -6.42 17.08

00 00

T3DPIG2  T3DEG2 30.67 3.001 <.001 18.92 42.42

00 00

T3DPIG5  T3DPIQ2 -4 3.001 1 -15.75 7.75

00 00

T3DPIGS ~ T3DEG2 21.33 3.001 <.001 9.58 33.08

00 00

T3DPIQ2  T3DEG2 25.33 3.001 <.001 13.58 37.08

00 00

Tabla 124. Prueba de Bonferroni para diferencias intergrupales.

En la Tabla 123 se muestra que existieron diferencias significativas entre los grupos de
estudio. Para el grupo DE, se reporta una significancia igual a 1, por lo cual se determina que

este grupo se mantuvo constante en el nivel de MCP-1 durante el periodo experimental. Por
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otra parte, al compararlo con el grupo DPI en sus diferentes tomas, se mostré que el aumento
de dicha interleucina fue significativo, reportandose un aumento del 20% previo al inicio de los
tratamientos (Tabla 124), por lo que se concluye que la DPI ejercié un efecto positivo en el
aumento de MCP-1. Posteriormente, se analizé si la instauracién de los tratamientos influyo en
los niveles de MCP-1, y se encontré que el grupo T3DPIG200, al cual se le impartié una dosis
de 200mg/kg de extracto de P. guajava, fue el grupo que obtuvo un nivel significativo en la
disminucién de la interleucina, siendo un 12.5% menor para las 3 semanas de permanencia en
el tratamiento. Por otro lado, de acuerdo con la Tabla 124 se observé que los tratamientos
T3DPIG500, T3DPIQ200 y T3DEG200 no se consideraron significativos y se concluye que no
ejercieron efecto en la disminucion de MCP-1.

8.3.5 DISCUSION GENERAL CAPITULO Il , MODELO DE INFLAMACION EN ROEDOR.

El estudio reportd interesantes datos sobre el comportamiento e influencia de la dieta
proinflamatoria en las mediciones de peso, glucosa en ayuno, triglicéridos, asi como en los

niveles de adipocinas proinflamatorias medidas.

Existi6 una relacion concreta entre el consumo de DPI y la propagacion de un estado de
inflamacion crénica de bajo grado, que se propago a un estado de obesidad, y que como
consecuencia del aumento de la masa adipocitaria, el tejido adiposo fue quien promovio y regulo
la produccion de adipocinas, y estas contribuyeron al metabolismo y su regulacion; sin embargo,
al crecer la masa adiposa iniciaron diferentes procesos que modificaron los parametros tipicos
como la glucosa en ayuno. Ademas, la DPI al ser rica en grasa y azucares simples, demostro
tener un aumento en el conteo de triglicéridos y por ende esta serie de factores favorecié un
estado oxidativo-inflamatorio caracteristico de este tipo de dietas, fendmeno que ha sido
reportado por diversos grupos de estudio (Duan et al., 2018). Por otro lado, este estudio verifico
la instauracion del estado inflamatorio verificando los niveles de alteracion de las adipocinas
estudiadas, donde se observo que cada una de ellas fue modificada de acuerdo con el escenario

de obesidad.
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El papel de TNF alfa, IL-6,MCP-1 e interferbn gamma encontrado, se vio afectado de acuerdo
al aumento de peso reportado, donde se vio que la dieta produjo obesidad en el modelo roedor
e instauro un cambio metabdlico produciendo un aumento de los niveles de dichas adipocinas.
Estos resultados concuerdan con lo encontrado en la literatura, donde se liga un aumento en la
masa adipocitaria, la cual estd asociada al aumento en la produccion de interleucinas

proinflamatorias (Sethi et al., 2021).

Factores desencadenantes que inician la respuesta inflamatoria aun no estan descritos
completamente ya que son muy complejas. Se reporta que a medida que se extiende el tejido
adiposo, se genera la disminucién de la nutricién de los adipocitos y por consecuencia inicia un
aumento de la muerte adipocitaria que favorece la produccion de especies reactivas de oxigeno
y este estado exacerbado sirve como sefal, para reclutar otro tipo de interleucinas
proinflamatorias como MCP-1, quien es producida por células endoteliales y macrofagos (Taylor
et al., 2021).

Los macrofagos juegan un rol clave en el desarrollo de la obesidad, cambiando de un tipo
inactivo (M2) generalmente presente en un tejido adiposo sano, a un tipo actividad (M1). Este
tipo de macrofagos son altamente adaptables al entorno creciente en lipidos, y para mantener
este ambiente, los M1 aumentan la adiposidad activando el metabolismo de lipidos lisosomales
(Xu et al., 2013), esto podria considerarse como una respuesta fisiologica para amortiguar el
aumento de las concentraciones de lipidos liberados por los adipocitos durante la obesidad.
Estos macréfagos son generalmente estimulados por el tipo de citocinas T-Helper 1 (Th1), como
el interferon gamma (IFN-y) quien esta asociado a la regulacion de diversos quimioatrayentes
derivados del tejido adiposo que actian colectivamente en el reclutamiento de células
inflamatorias locales, y muchos de estos estan ligados al metabolismo de la glucosa y grasa
(Rocha., 2008); es por esta razon que las investigaciones sobre el vinculo entre obesidad e
inflamacion han aumentado exponencialmente los ultimos afos. En la actualidad, existen
diversos tratamientos para la obesidad, sin embargo, pocos han sido efectivos, debido a la
creciente oferta de productos industrializados de alto consumo y el bajo apego al régimen
alimenticio, lo que ha perpetuado a la obesidad como el problema de salud publica mas

importante de nuestra época.
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Este proyecto muestra que el uso de extracto de hoja de P. guajava favorece la disminucion de
la respuesta inflamatoria causada por la obesidad en el modelo roedor. En el caso de extracto
acuoso de este estudio, se observé que la mayor cantidad de componente bioactivo que se
pudo identificar fue acido galico y quercetina, estos componentes contribuyen a la disminucion
de la respuesta inflamatoria, y se han descrito en la literatura, que los principales mecanismos
contra la obesidad de las plantas incluyen la supresion del apetito, y la reduccion de la absorcion
de lipidos y carbohidratos mediante la inhibicion de la alfa amilasa y alfa glucosidasa (Yilmazer-
Musa et al., 2012), asi como inhibicion de la lipasa pancréatica (Ha et al., 2016). Ademas, se
ha reportado que el consumo de estos biocomponentes favorece la inhibicion de la
adipogénesis y la lipogénesis mediante el silenciamiento de genes que regulan la expresion de
PPARy2 and C/EBPa ligados a obesidad, diabetes y dislipidemias, y por lo tanto inhiben la
direnciacion y proliferacion de adipocitos ademas de reducir la acumulacion de estos (Rufino et
al., 2021). Por lo tanto, influyen directamente en la regulacién del metabolismo de los lipidos.
Por otro lado, se ha descrito que estos biocomponentes favorecen el aumento del gasto de
energético mediante la modulacion de via AMPK/PGC1 a y la regulacion de genes
termogénicos, aumentando consumo de oxigeno, la produccion de diéxido de carbono, y el
intercambio respiratorio (Zhang et al., 2016). Estos mecanismos traen por consecuencia un
aumento en el gasto energético basal (Sandoval et al., 2020). Por ultimo, la regulacion del
microbiota intestinal a través de la disminucion de la relacion firmicuttes en torno a
bacteroidetes, que recordemos un alto porcentaje de firmicuttes esta ligado a la aparicion de
diabetes, dislipemias, asi como eventos vasculares. Por otro lado, se ha reportado un aumento
en la poblacion de Akkermancia muciniphila ligada a una mejora en el metabolismo de glucosa
y lipidos (Rodriguez-Daza et al., 2023) y la disminucion del proceso inflamatorio en la obesidad
(Singh et al., 2020).

El extracto de P. guajava, como se coment0 anteriormente, contiene gran cantidad de agentes
antioxidantes, destacan la presencia de acidos fendlicos como el acido galico, asi como
flavonoides, como quercetina. En la literatura se han descrito mas de 70 componentes
bioactivos en las hojas de guayaba (Diaz-de-Cerio., 2016). En este estudio se observé que las

dosis a 200 mg por kg de peso corporal demostraron una gran eficiencia en la disminucion de
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las interleucinas inflamatorias. En torno a la decisién de la dosis, existe una gran variedad de
criterios, y para este estudio, la dosis seleccionada se tomé en cuenta de acuerdo con la que
tuviera un nivel sin efecto adverso, y el rango utilizado varié entre 50 y 5000 mg/kg/dia (Diaz-
de-Cerio et al., 2017). Por lo cual, las dosis seleccionadas cumplieron con el anterior criterio, y
anteriormente ya se ha reportado que dosis efectivas van desde los 2 a los 500 mg/kg/dia,
mostrando efectos significativos en la disminucion de la presion arterial (Rivera et al., 2012),
triglicéridos, glucosa en ayuno, colesterol, peso (Guo et al., 2020) y estrés oxidativo (Gasmi et
al., 2022).

En la actualidad, en el estudio de plantas con enfoque medicinal ha ido en incremento, ya que
estas fuentes contienen gran cantidad de componentes bioactivos. En el estudio de las plantas
se ha reportado que la mayor cantidad de estos compuestos se encuentra en las hojas, en
comparacion a frutos o flor (Ordofiez-Gomez et al., 2014), y por esta razon se eligieron las hojas
como el sucedaneo para la extraccion de dichos compuestos. Los resultados de este estudio
demuestran que el extracto acuoso de P. guajava disminuyo la inflamacién crénica de bajo
grado mediante la disminucion de adipocinas proinflamatorias, la obesidad, el conteo total de
triglicéridos, y la glucosa en ayuno en ratas obesas alimentadas con una dieta proinflamatoria.
Se expresa la necesidad de estudios futuros para comprender mejor el mecanismo involucrado
en los efectos beneficiosos promovidos por la ingesta de extracto de Psidium guajava,

especialmente en modelos roedores con obesidad.

9. CONCLUSION GENERAL DEL PROYECTO DE INVESTIGACION

El extracto acuoso de hojas Psidium guajava obtenido por técnica asistida por ultrasonido,
mostré una alta eficacia para disminuir la inflamacion cronica de bajo grado mediante la
disminucién de los niveles de glucosa en ayuno, conteo de triglicéridos, peso corporal asi como
el decremento en los niveles adipocinas proinflamatorias IL-6, FNTa, MCP-1, e IFN-y en el
modelo roedor.endo en cuenta el perfil fitoquimico y los efectos beneficiosos demostrados, se
sugiere que este sucedaneo puede ser utilizado potencialmente para el desarrollo de alimentos

funcionales y productos farmacéuticos.
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