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ABSTRACT

In this assay, the phenols and flavonoids extraction from Mursalski tea
(Sideritis scardica Griseb) and nora pepper (a varierty of Capsicum annuum) have
been studied. The extractions were carried out using two different methods,

magnetic stirrer and ultrasounds. Ethanol and isopropanol were used as solvents.

High amounts of total phenols were obtained by using ethanol as solvent.
An optimum treatment of sample as well as extraction methods and solvents were
studied in relation to maximum yield. With regard to the extraction kinetics,
magnetic stirrer was the fastest method due to the fact that during first hours

majority of poliphenolics compounds were extracted.

Bearing in mind that extractions by magnetic stirrer are 24 hour long,
whereas extractions by ultrasounds are 1 hour long, obtained results by ultrasound
extraction are practically equivalent to results from magnetic stirrer extraction.
Hence, considering the less time and energy invested by ultrasound extraction, we
conclude that it is the optimum method to extract phenols and flavonoids from

Mursalski tea and nora pepper.
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Extraccion de fenoles y flavonoides del té de Mursalitsa y la fiora

1.

Introduccién

En los ultimos afios ha habido un incremento notable en la poblacion en
cuanto al interés de las propiedades innatas en sustancias naturales de origen
vegetal. A causa de ello se ha promovido el estudio y la busqueda de nuevas
cualidades de esta clase de alimentos, las cuales se podrian llegar a potenciar

aln mas.

En alimentos de origen vegetal no solo se pueden obtener nutrientes
(proteinas, carbohidratos, grasas, vitaminas y minerales), si no también otro
tipo de sustancias, como pueden ser los fitoquimicos. Los fitoquimicos son
sustancias quimicas de origen exclusivamente vegetal presentes en algunas
partes de las plantas, semillas, frutos y hojas. Sus principales funciones son
las de actuar como metabolitos esenciales para el crecimiento y la repro-
duccion de las plantas o su intervencion como agentes protectores frente a

patégenos.

Existen diferentes clases de fitoquimicos, agrupados por sus funciones y
caracteristicas fisicas y quimicas, como pueden ser los terpenos, tioles y
polifenoles. Dentro de esta Ultima clase, los polifenoles, encontramos diferen-
tes subclases; acidos fendlicos, flavonoides o amidas polifendlicas, entre otros.

Los compuestos polifendlicos estan directamente relacionados con
propiedades como el sabory la dureza, asi como diversas caracteristicas nutri-
tivas. También contribuyen a la pigmentacion de algunos alimentos. La reac-
cion de oxidacion de los compuestos polifendlicos produce un oscurecimiento
enzimatico en los alimentos, fenébmeno muy importante para asegurar la cali-

dad de frutas y verduras durante el procesado.

Gran parte de estos compuestos polifendlicos actian como inhibidores de
las células tumorales, y pueden tener propiedades antimicrobianas, antioxidan-
tes, antialérgicas, antinflamatorias, anticolesterol o antivirales. En la industria
alimentaria estos compuestos se afiaden a ciertos alimentos, que luego se

venden como alimentos funcionales.
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Dada la importancia de estos compuestos, resulta interesante estudiar la
concentracion de polifenoles totales en diferentes alimentos de consumo

habitual en nuestra sociedad, asi como la forma mas eficiente de extraerlos.
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2. Objetivo
Los objetivos a llevar a cabo en este trabajo final de grado son:

e Comprobar la existencia de fenoles y flavonoides en la fiora, ingrediente

comun en la gastronomia de Cataluiia.

¢ Definir la cinética de extraccion de los compuestos polifendlicos en el té de
Mursalitsa y la fiora en diferentes solventes.

e Determinar la extractabilidad, en diferentes solventes y por diferentes

meétodos, de los fenoles y flavonoides del té de Mursalitsa y de la fiora.



Extraccion de fenoles y flavonoides del té de Mursalitsa y la fiora

3. Fundamento tedrico
3.1.Polifenoles

Los compuestos polifendlicos son una de las principales clases de
metabolitos secundarios de las plantas. Tienen una estructura quimica que
se caracteriza por la presencia de un anillo aromético con uno 0 mas
sustituyentes hidroxilos. Los polifenoles pueden tener diversos roles en la
naturaleza. Algunos tienen la funcion de defensa de herbivoros y
patdgenos, debido a sus efectos téxicos y antinutricionales. También
pueden actuar como fuentes de atracciones hacia los polinizadores; otros
pueden inhibir el crecimiento de las plantas que viven cerca y algunos

tienen la funcion de soporte mecanico para las plantas. [

Asimismo, contribuyen al color de las frutas y verduras, siendo
responsables del oscurecimiento enzimatico que se produce durante el
pelado y troceado de ciertos vegetales el cual ayuda a certificar la calidad

del alimento.

Investigaciones recientes han demostrado el potencial antioxidante
de los polifenoles en los alimentos. Numerosos estudios epidemioldgicos
han indicado que los alimentos y bebidas ricos en polifenoles son un factor
importante en la prevencion de enfermedades, la disminucion de enferme-
dades cardiovasculares y neoplasicas, y en la ralentizacion de los proce-

sos de envejecimiento.

Pueden actuar como antioxidantes, protegiendo a diversos compo-
nentes de las plantas contra la oxidacién. Este efecto antioxidante puede
también inhibir la sintesis de nitrosaminas (agentes cancerigenos), que se
producen durante la coccion o la digestién de alimentos carnicos que llevan
nitritos o nitratos como conservantes, asi como de alimentos vegetales que

contienen nitritos y nitratos procedentes de abono natural. [?

Algunas propiedades organolépticas de los alimentos como el color,

el sabor y la amargura estan estrechamente relacionadas con la compo-
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sicion fendlica inicial. También esta conectado a los factores ambientales

tales como la temperatura, la luz y el pH.

Se han descrito mas de 8000 polifenoles distintos que pueden
clasificarse en diferentes grupos en funcion del numero de anillos fendlicos

gue con-tienen y el tipo de sustituyente unido a estos anillos.

La clasificacion de los polifenoles de acuerdo con sus diferentes

estructuras quimicas se puede ver en la Figura 1.

Figura 1. Clasificacion de polifenoles

La estructura quimica de los polifenoles también afecta a sus
propiedades bioldgicas tales como la biodisponibilidad, actividad antioxi-
dante, e interacciones especificas con receptores y enzimas de las células

entre otras propiedades.
e Estructura y propiedades fisicoquimicas

Los polifenoles comprenden una amplia variedad de moléculas
que incluyen desde compuestos altamente polimerizados hasta
moléculas simples con un solo anillo fendlico en su estructura, como

los alcoholes y acidos fendlicos.
Se pueden distinguir por las siguientes caracteristicas:

- Solubilidad en agua. Aunque algunos polifenoles pueden ser esca-
samente solubles en agua, la mayoria de ellos son moderada-

mente solubles en agua.
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- Peso molecular. Los polifenoles naturales abarcan un amplio rango

de pesos moleculares comprendido entre 500 y 4000 Da.

- Estructura y caréacter polifendlico Los polifenoles, por cada 1000
unidades de masa molecular relativa, poseen unos 12 - 16 grupos

fendlicos y de 5 a 7 anillos aromaticos.

- Con 5-7 anillos aromaticos por 1000 Da. !

3.1.1. Fenoles

Los fenoles o acidos fendlicos son compuestos polifendélicos no
flavonoides que se pueden dividir en dos tipos principales, acidos
benzoicos y derivados del acido cinamico (Figura 2). Si bien las frutas
y las verduras contienen muchos &cidos fendlicos libres, en granos y
semillas, particularmente en el salvado o en la cascara, los acidos
fendlicos estdn comunmente en su forma ligada. Estos &acidos
fendlicos sélo pueden ser liberados o hidrolizados a través de hidrélisis

acida o alcalina, o por enzimas. [l

ACIDOS BENZOICOS ACIDOS CINAMICOS
(o) (o}
o]
- e Ve Gl Wad
OH
R—O HO
Acido protocatéquico, R = H Acido p-cumérico Acido cafeico, R-H;
Acido vanilico, R= OCHj Acido clorogénico, R = 5-quinoilo

Acido cripto-clorogénico R = 4-quinoilo
Acido neoclorogénico, R = 3-quinoilo

R—0Q o HyCO o
’ / /
HO HO OH HO OH
OH
R—0O HycO Hsc0

Acido galico, R =H Acido sinapico

Acido siringico, R= OCHj;

Acido feralico

Figura 2. Clases de fenoles.
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3.1.2. Flavonoides

La palabra flavonoide proviene del latin “Flavus” que significa
amarillo, aunque se encuentra una amplia gama de colores que van

desde el rojo hasta el azul. ¥

Son compuestos naturales presentes en el reino vegetal. En la

actualidad se conocen alrededor de 4000 tipos.

Las partes de la planta mas ricas en estas sustancias son las

flores, las frutas, las cortezas, las semillas y las raices.

Los flavonoides abundan en muchas plantas destinadas a uso
alimentario, en frutas, verduras, legumbres y algunas bebidas y vino.
Con la dieta se asume una cantidad de entre 26 miligramos y 1 gramo
al dia. Esta variabilidad depende del estado de madurez de la fruta, los
habitos alimenticios y el modo de preparacién y almacenamiento de

alimentos (calor, luz, etc.).

Los flavonoides (Figura 3) tienen la columna vertebral estruc-
tural general C6-C3-C6 en la que las dos unidades son de naturaleza
fendlica. Se pueden dividir en diferentes subgrupos tales como

chalconas, isoflavonas, neoflavonoides, entre otros. [4

OH 0]

Figura 3. Estructura basica de los flavonoides.
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3.2.

3.3.

Extraccién por agitacion magnética

La extraccion por agitacibn magnética es un
método de extraccién solido-liquido donde se utiliza
una barra magnética, comunmente cubierta por una
capa de teflon, y un agitador magnético, el cual utiliza
un campo magnético para mezclar de manera

automatizada un solvente y uno o mas solutos.

La barra magnética se deja deslizar dentro de

un contenedor, ya sea un matraz o un vaso de Figura4. Agitador
i . magnético

precipitado que contiene el solvente. El contenedor

es puesto encima de la placa donde el campo magnético rotatorio ejerce

su influencia sobre la barra de agitacién y propicia su rotacion.

El tamafio y la forma de la barra magnética determinan la efectividad

del proceso de agitacion considerando una velocidad constante. €]

Extraccion por ultrasonidos

Ultrasonidos es el nombre designado a cualquier onda de sonido
cuya frecuencia sea superior a 20 kHz, que es la frecuencia mas alta capaz

de captar el oido humano.

La extraccion asistida por ultrasonido utiliza sonidos de alta frecuen-
cia, con el fin de desprender el compuesto buscado del material. Las parti-
culas solidas y liquidas vibran y se aceleran ante la accién ultrasonica.

Como resultado el soluto pasa rapidamente de la fase solida al solvente.

Las frecuencias utilizadas en la practica pueden llegar, incluso, a los
gigahercios. En cuanto a las longitudes de onda, éstas son del orden de
centimetros para frecuencias bajas y del orden de micras para altas

frecuencias. "]
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3.4.Deteccion y cuantificacion de polifenoles
3.4.1. Contenido de fenoles totales

El contenido de fenoles totales se determin6 mediante el
método Folin-Ciocalteu 8] el cual se basa en un cambio colorimétrico
debido a una reaccion de oxidacion-reduccion. El reactivo Folin-
Ciocalteu contiene una mezcla de acido fosfotingstico y acido fosfo-
molibdico que, al reaccionar con los compuestos fendlicos presentes,
forman complejos fosfomolibdico-fosfotingstico. En medio basico
estos complejos se reducen a oOxidos de tungsteno (WsO23) Yy
molibdeno (MosOz23), sustancias de un color azul intenso que son
proporcionales a la cantidad de grupos fendlicos presentes en la

muestra.
3.4.2. Contenido de flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales se determiné mediante la
adicion de AICI3 Pl En presencia de compuestos flavonoides que
contienen grupos hidroxilos se forman complejos estables de aluminio-
flavonoide. Estos complejos son de un color amarillento y son propor-

cionales a la cantidad grupos flavonoides presentes en la muestra.
3.4.3. Espectrofotometria ultravioleta visible

La espectrofotometria ultravioleta-visible o UV-Vis es una
técnica analitica que permite determinar la concentracion de un
compuesto en solucion. Se basa en la capacidad de las moléculas para
absorber radiaciones, entre ellas las que estan dentro del espectro UV-

visible.

Para hacer este tipo de medidas se emplea un espectrofoto-
metro, el cual mide la intensidad de luz que pasa a través de una
muestra y en el que se puede seleccionar la longitud de onda de la luz

que pasa a través de una solucién. [1°]
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3.5.ESEM

El ESEM (Environmental Scanning Electron
Microscopy) o microscopio electrénico de barrido
ambiental, es un microscopio electronico de barri-
do (SEM) que permite recoger micrografias elec-
tronicas de las muestras. La resolucion propor-
cionada por esta técnica es mas alta que la micros-
copia Optica convencional, pero inferior al SEM. La
principal ventaja de la técnica es la preparacion
minima de la muestra necesaria, por lo que es mas

rapido de usar. A diferencia de un microscopio

electronico de barrido tipico, permite analizar

Figura 5. ESEM

muestras bioldgicas o de aislamiento no metaliza-

das y muestras humedas o liquidas

El ESEM se compone de; una columna de electrones, la cual crea
un haz de electrones; una camara de la muestra, donde el haz de
electrones interactia con la muestra; detectores, que controlan las sefiales
resultantes de las interacciones del haz de electrones con la muestra; y un
sistema de visualizaciones, que construye una imagen de la sefial. Una
pistola de electrones en la parte superior de la columna genera el haz de
electrones. En la pistola, un campo electrostatico dirige los electrones,
emitidos desde una regién muy pequefia en la superficie de un electrodo,
a través de un punto llamado cruce. A continuacion, la pistola acelera los
electrones por la columna hacia la muestra, con energias que van desde

unos pocos cientos, a decenas de miles de voltios de electrones. 1]

10
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3.6.Angulo de contacto

El 4ngulo de contacto se puede
definir como el angulo que forma una
gota de liquido al entrar en contacto con
un sélido. La medida y el valor de este
angulo indica el grado afinidad que tiene

el sustrato con liquido.

El angulo de contacto sera aproxi-

madamente de 0° cuando el liqui-do es

atraido fuertemente por el solido. En

. , Figura 6. Angulo de contacto
casos donde el solido sea menos afin, el 9 g

angulo de contacto puede estar entre los 0° y 30°. Cuando esta afinidad
del solido por el liquido va disminuyendo, el angulo de contacto va

aumentando; 90°, 150°, incluso puede llegar a valores cercanos a 180°. 12

4. Experimentacion
4.1.Reactivos

e Etanol 96% v/v extra puro, Scharlau
e 2-propanol, 99,5% v/v, Scharlau
e Acido galico 97,5-102,5% (titration), Sigma-Aldrich
e Quercetin dihidrate, 97%, Alfa Aesar
e Cloruro de aluminio, Sigma-Aldrich
e Carbonato de sodio, 99,95%, extra puro, anhidro, Acros Organic
e Folin-Ciocalteu phenol reagent, Sigma-Aldrich

e Agua milli-Q

11
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4.2 . Muestras
4.2.1. Té de Mursalitsa

El té mursalita, Sideritis scar-
dica Griseb. (Género Sideritis, fami-

lia Lamiaceae) es una planta endé-

mica de la peninsula de los Balca-
nes. Es ampliamente utilizado en la  Figura7. Té de Mursalitsa

medicina popular debido a sus propiedades antiinflamatorias y
antireumaticos. Ademas, se utiliza para el tratamiento de la tos,
trastornos gastrointestinales, y también para combatir la bronquitis, el
asma bronquial, el resfriado comun, el enfisema pulmonar y como un
componente activo de los suplementos dietéticos para la prevencion

de la anemia.

El estudio de la composicion quimica de los extractos de
Sideritis spp. ha demostrado la importancia del contenido de com-

puestos polifendlicos para su actividad bioldgica. 1]

En este trabajo se utiliz6 el t¢é de Mursalitsa de la marca
TOHUKA de Bulgaria.

4.2.2. Nora

La Aora es una variedad de Capsicum annuum
0 pimiento, denominado bola, secado al sol. Es un

ingrediente muy utilizado en la gastronomia de

Catalufia, la Comunidad Valenciana y la Region de
Murcia. Tiene un tamafio pequefio, forma redonday Figura 8. Nora

es de color rojo.

En Cataluiia se utiliza también en sofritos y arroces, pero sobre
todo es el ingrediente principal y caracteristico de la salsa romesco,
esencial para cualquier calgotada. 4

12



Extraccion de fenoles y flavonoides del té de Mursalitsa y la fiora

En este trabajo se utilizé fiora de la marca Hacendado de Espafia.
4.3. Tratamiento de las muestras
e Té de Mursalitsa: Fue cortado de la forma mas homogénea posible

e Nora: inicialmente fue cortada de la forma mas homogénea posible,
posteriormente se seco en la estufa durante 72h y a continuacion fue

triturada con Braun MQ 745 Aperitif Multiquick 7 - Minipimer.

4.4.Recta de calibrado
e Recta de calibrado del 4cido galico

Siguiendo la bibliografia [*] esta recta de calibrado se hizo a partir
de patrones a diferentes concentraciones (0,03-0,25 mg/ml) de acido
galico y utilizando etanol como disolvente. Con esta recta se pueden

calcular los fenoles totales de las muestras.
e Recta de calibrado de quercetin

Siguiendo la bibliografia [*] esta recta de calibrado se hizo a partir
de patrones a diferentes concentraciones (0,005-0,1 mg/ml) de quer-
cetin y utilizando etanol como disolvente. Con esta recta se pueden

calcular los flavonoides totales de las muestras.

4 5 Extracciones

Se realizaron diferentes extracciones con proporcion 1:15 (g/ml) 161,
Las extracciones se hicieron con dos solventes diferentes; etanol e isopro-
panol. El etanol fue escogido por referencias bibliograficas 511 en las
cuales ya se habia utilizado como solvente en esta clase de extraccion,
con resultados 6ptimos. El isopropanol en cambio fue escogido debido a
gue estas extracciones seran concentradas mediante membranas de

nanofiltracion que fueron caracterizadas previamente con estos solventes.

13
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4.5.1. Agitacion magnética

Los fenoles y flavonoides existentes en el té de Mursalitsa y la
fiora se extrajeron, con los respectivos solventes, mediante agitacion
magnética durante 24h. También se llevaron a cabo experimentos de
extraccion de 1h con un aumento de temperatura, hasta una T2 final
de 50°C. Estos ultimos se hicieron para comparar con los experi-
mentos de extraccion por ultrasonidos que se realizaron posterior-
mente. Se utilizd un Erlenmeyer con un didmetro 6,7 cm y una barra

magnética de 3,8 cm de largo.
4.5.1.1. Estudio cinético

Con el objetivo de hacer un estudio cinético de la extraccion
mediante agitacion magnética, se tomaron diferentes muestras de

las extracciones cada hora durante las primeras seis horas.
4.5.2. Ultrasonidos

Los fenoles y flavonoides existentes en el té de Mursalitsa y la
fiora se extrajeron, con los respectivos solventes, mediante el uso de
ultrasonidos durante 1h (Bafio de limpieza “Ultrasons” sin calefaccion,

Selecta).

Se comprobé el incremento de temperatura, cada 15 minutos,
durante la hora de extraccioén, y se observé un aumento en la tempe-

ratura hasta los 50°C.

Tabla 1. Incremento de temperatura durante la extraccion por ultrasonidos.

Tiempo (min) Temperatura (°C)

0 19
15 36
30 43
45 a7
60 50

14
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4.6.Deteccion y cuantificacion

Finalizadas todas las extracciones se llevo a cabo una separacion
de fases mediante una filtracion por gravedad. La fase liquida se ultilizo
para realizar los diferentes procedimientos, con tal de poder detectar y
cuantificar los fenoles y flavonoides extraidos del té de Mursalitsa y de la
fiora. El sélido obtenido se dej6 secar a temperatura ambiente durante tres
dias. Se utilizo el espectrofotometro UV-VIS Spectronic Genesys 5 para

medir las absorbancias correspondientes.
4.6.1. Contenido de fenoles totales

El contenido de fenoles totales se determind espectrofoto-
métricamente siguiendo el método Folin-Ciocalteau, donde a 0,5 ml de
la muestra extraida se le afiadieron 0,5 ml del reactivo Folin-
Ciocalteau y 10 ml de agua. Al cabo de 5 minutos se le afiadieron 8 mi
de una solucion de Na2COs (7,5%). Las muestras se guardaron en la
oscuridad durante 2h y a continuacion se realizaron 3 mediciones de

absorbancia a cada muestra a una longitud de onda de 765 nm. [1°]
4.6.2. Contenido de flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales se determind espectofoto-
métricamente siguiendo el método Ordofiez, donde a 0,5 ml de la
muestra extraida se le afiadieron 0,5 ml de una solucion, de etanol o
isopropanol dependiendo del solvente utilizado para realizar la
extraccion, al 2% de AICls. Las muestras se guardaron en la oscuridad
durante 1hy a continuacion se realizaron 2 mediciones de absorbancia

a cada muestra a una longitud de onda de 420 nm. (18]

15



Extraccion de fenoles y flavonoides del té de Mursalitsa y la fiora

4.7.ESEM

Las muestras solidas obtenidas, antes y después de la extraccion,
con los diferentes solventes, se llevaron al ESEM con el objetivo de ver
microscopicamente el efecto que habia tenido en su estructura la extrac-

cion con los diferentes métodos.
4.8.Angulo de contacto

Tanto a las muestras de té de Mursalitsa como la fiora se les realizo
un estudio del &ngulo de contacto con los dos solventes utilizados en este
trabajo. El instrumento utilizado fue el OCA 15 EC sistema de video con
medicibn automatica, donde analizaron secciones de las diferentes
muestras y se usaron gotas de 5 pl del solvente correspondiente. En el

caso de la fiora, el estudio se hizo tanto en la parte externa como la interna.

5. Resultados y discusion
5.1.Rectas de calibrado
e Recta de calibrado del 4cido galico

A partir de los patrones preparados previamente a diferentes
concentraciones, se midieron sus respectivas absorbancias (Tabla 2) y
se obtuvo la recta de calibrado correspondiente (Figura 8)

Tabla 2. Concentracion, absorbancia y error de los patrones de acido galico.

Concentracion (mg/ml) Absorbancia media Error
0,000 0,000 0,000
0,030 0,119 0,002
0,050 0,143 0,000
0,100 0,277 0,002
0,150 0,461 0,002
0,200 0,568 0,002
0,250 0,623 0,002
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Recta de calibrado del acido galico

0,700 y =2,5781x + 0,0258
RZ=0,9817 e A

Absorbancia

0,000 0,050 0,100 0,150 0,200 0,250

Concentracion (mg/ml)

Figura 9. Recta de calibrado de acido gélico.

e Recta de calibrado de quercetin

A partir de los patrones preparados previamente a diferentes
concentraciones, se midieron sus respectivas absorbancias (Tabla 3) y

se obtuvo la recta de calibrado correspondiente (Figura 9)

Tabla 3. Concentracién, absorbancia y error de los patrones de querecetin.

Concentracién (mg/ml) Absorbancia media Error
0,000 0,000 0,000
0,005 0,180 0,002
0,010 0,358 0,001
0,030 0,895 0,008
0,050 1,728 0,006
0,070 2,14 0,02
0,090 2,46 0,06
0,100 2,74 0,01

17



Extraccion de fenoles y flavonoides del té de Mursalitsa y la fiora

Recta de calibrado del quercetin

3,000
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Figura 10. Recta de calibrado de querecetin.

5.2. Absorbancia y concentraciéon de fenoles

A partir de la recta de calibrado de &cido galico se ha determinado la
concentracion de fenoles. Los resultados obtenidos se encuentran enmar-

cados en este punto.
5.2.1. Té de Mursalitsa

En el caso de la extraccion del té de Mursalitsa se diluyé 10
veces la muestra, debido a que era necesario que el solvente cubriese
toda la muestra durante la extraccion. De esta manera, las absor-
bancias obtenidas son respecto a la muestra diluida. En el momento

de calcular la concentracion se tiene en cuenta esta dilucion.
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e Extraccion por agitacion magnética 24h

Tabla 4. Tiempo, Absorbancia media, concentracion (mg) y error de las concen-

traciones de la extraccion del té de Mursalitsa, 24h, con etanol.

Tiempo (h) Absﬁ;%?; o Cc;m:;gtz;cg:;in corl?cr:re?wrt?aiilgfles

0 0 0 0

1 0,101 4,36 0,09
2 0,121 5,5 0,2
3 0,141 6,70 0,06
4 0,160 7,8 0,1
5 0,121 5,5 0,2
6 0,174 8,6 0,2
24 0,235 12,15 0,03

Tabla 5. Tiempo, Absorbancia media, concentracién (mg) y error de las con-

centraciones de la extraccion del té de Mursalitsa, 24h, con isopropanol.

Tiempo (h) Absorbancia Concentracion Error de las
media media (mg) concentraciones

0 0 0 0

1 0,128 5,93 0,03
2 0,142 6,74 0,03
3 0,137 6,47 0,06
4 0,140 6,65 0,06
5 0,153 7.4 0.1
6 0,155 75 0.1
24 0,196 9,89 0,07
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Cinética de la extraccion
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Figura 11. Cinética de la extraccion por agitacion magnética de fenoles del té

de Mursalitsa.

Si nos fijamos en los resultados y en el grafico de la Figura
10, podemos ver que durante las primeras 2 horas de extracciéon
ya se habian extraido mas del 50% de fenoles cuando se utilizé
isopropanol como disolvente, en cambio no fue asi hasta las 3

horas cuando el disolvente fue el etanol.
e Extraccion por agitacion magnética 1h (T° final 50°C)

Tabla 6. Absorbancia media, concentracion (mg) y error de la concentracion de

la extraccion del té de Mursalitsa 1h.

Tiempo Absorbancia Concentracion Error de la

(h) media media (mg) concentracion
Etanol 1 0,163 8,00 0,03
Isopropanol 1 0,096 4,09 0,06

e Extraccion por ultrasonidos 1h

Tabla 7. Absorbancia media, concentracion (mg) y error de la concentracion de

la extraccion del té de Mursalitsa 1h.

Tiempo Absorbancia Concentracién Error de la

(h) media media (mg) concentracion
Etanol 1 0,188 9,4 0,2
Isopropanol 1 0,168 8,28 0,06

20



Extraccion de fenoles y flavonoides del té de Mursalitsa y la fiora

5.2.2. Nora

e Extraccion por agitacion magnética 24h

Tabla 8. Tiempo, Absorbancia media, concentracion (mg) y error de las concen-

traciones de la extraccion de la fiora, 24h, con etanol.

Tiempo Absorbancia = Concentracion Error de las

(h) media media (mg) concentraciones
0 0 0 0

1 0,200 1,01 0,03

2 0,270 1,42 0,01

3 0,311 1,66 0,01

4 0,299 1,588 0,007

5 0,307 1,638 0,009

6 0,307 1,638 0,009

24 0,459 2,52 0,02

Tabla 9. Tiempo, Absorbancia media, concentracion (mg) y error de las concen-

traciones de la extraccion de la fiora, 24h, con isopropanol.

Tiempo (h) Absorbgncia Conce_ntracién Error de !as
media media (mQ) concentraciones

0 0 0 0

1 0,164 0,804 0,006
2 0,166 0,82 0,01
3 0,176 0,876 0,007
4 0,200 1,012 0,009
5 0,209 1,066 0,006
6 0,227 1,17 0,02
24 0,310 1,65 0,01
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Cinética de la extraccion
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Figura 12. Cinética de la extraccién por agitacion magnética de fenoles de la

fiora.

Como en el caso del té de Mursalitsa, en la extraccion de la
fiora podemos ver que la cantidad de fenoles es mas elevada
cuando utilizamos etanol como disolvente. Se puede ver que
durante las primeras 3 horas de extraccion ya se habian extraido

mas del 50% de fenoles en ambos casos.

e Extraccion por agitacion magnética 1h (T° final 50°C)

Tabla 10. Absorbancia media, concentracién (mg) y error de la concentracién

de la extraccion de la fora 1h.

Tiempo Absorbancia Concentracion Error de la

(h) media media (mg) concentracion
Etanol 1 0.302 1,61 0,02
Isopropanol 1 0,153 0,740 0,000

e Extraccion por ultrasonidos 1h

Tabla 11. Absorbancia media, concentracién (mg) y error de la concentracién

de la extraccion de la fiora 1h.

Tiempo Absorbancia Concentracion Error de la

(h) media media (mgQ) concentracion
Etanol 1 0,243 1,264 0,006
Isopropanol 1 0,178 0,88 0,03
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5.2.3. Nora seca y triturada

e Extraccion por agitacion magnética 24h

Tabla 12. Absorbancia media, concentracion (mg) y error de la concentracién

de la extraccién de la fiora 24h.

Tiempo @ Absorbancia Concentracion Error de la

(h) media media (mgQ) concentracion
Etanol 24 0,506 2,792 0,009
Isopropanol 24 0,437 2,393 0,006

e Extraccion por ultrasonidos 1h

Tabla 13. Absorbancia media, concentracién (mg) y error de la concentracién

de la extraccion de la fiora 1h.

Tiempo Absorbancia Concentracion Error de la

(h) media media (mgQ) concentracion
Etanol 1 0,468 2,571 0,007
Isopropanol 1 0,308 1,640 0,007

5.3. Absorbancia y concentraciéon de flavonoides

A partir de la recta de calibrado de quercetin se ha determinado la
concentracion de flavonoides. Los resultados obtenidos se encuentran

enmarcados en este punto.
5.3.1. Té de Mursalitsa

Al igual que en el analisis de los fenoles, también fue necesario
hacer una dilucion de la muestra, la cual se diluy6 10 veces. Debido a
ello, las absorbancias obtenidas son respecto a la muestra diluida. En
el momento de calcular la concentracion se tiene en cuenta esta

dilucion.
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e Extraccion por agitacion magnética 24h

Tabla 14. Tiempo, Absorbancia media, concentracion (mg) y error de las con-

centraciones de la extraccion del té de Mursalitsa, 24h, con etanol.

Tiempo (h) Absorbgncia Conce_ntracién Error de !as
media media (mg) concentraciones

0 0 0 0

1 0,394 1,66 0,03
2 0,412 1,758 0,008
3 0,443 1,92 0,01
4 0,485 2,153 0,004
5 0,514 2,31 0,02
6 0,534 2,419 0,004
24 0,763 3,66 0,06

Tabla 15. Tiempo, Absorbancia media, concentracion (mg) y error de las conc-

entraciones de la extraccion del té de Mursalitsa, 24h, con isopropanol.

Tiempo (h) Absorbgncia Conce_ntracién Error de _Ias

media media (mg) concentraciones

0 0 0 0

1 0,130 0,223 0,000

2 0,151 0,337 0,008

3 0,175 0,47 0,02

4 0,201 0,609 0,008

5 0,239 0,814 0,058

6 0,245 0,846 0,004

24 0,395 1,666 0,008
Cinética de la extraccion
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Figura 13. Cinética de la extraccion por agitacion magnética de flavonoides del

té de Mursalitsa.
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Si observamos los datos obtenidos y el grafico de la Figura
12, se puede ver que durante las primeras 3 h ya se habian extra-
ido mas del 50% de flavonoides si se utilizaba etanol como disol-
vente, el cual obtiene un mejor resultado final. Por otro lado, el
uso de isopropanol como disolvente no logré este porcentaje

hasta las 5 h de extraccion.
e Extraccion por agitacion magnética 1h (T° final 50°C)

Tabla 16. Absorbancia media, concentracién (mg) y error de la concentracién

de la extraccion del té de Mursalitsa 1h.

Tiempo Absorbancia Concentracion Error de la

(h) media media (mgQ) concentracion
Etanol 1 0,574 2,643 0,004
Isopropanol 1 0,426 1,837 0,004

e Extraccion por ultrasonidos 1h

Tabla 17. Absorbancia media, concentracién (mg) y error de la concentracién

de la extraccion del té de Mursalitsa 1h.

Tiempo Absorbancia Concentracion Error de la

(h) media media (mg) concentracion
Etanol 1 0,656 3,086 0,008
Isopropanol 1 0,364 1,497 0,000

5.3.2. Nora

En este caso, se diluy6 4 veces la muestra, debido a la elevada
cantidad de flavonoides que habia en estas, las cuales el espectro-
fotdbmetro no podia cuantificar si no se diluia la muestra. Con lo cual,
las absorbancias obtenidas son respecto a la muestra diluida. En el

momento de calcular la concentracidn se tiene en cuenta esta dilucion.
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e Extraccion por agitacion magnética 24h

Tabla 18. Tiempo, Absorbancia media, concentraciéon (mg) y error de las concen-

traciones de la extraccion de la fiora, 24h, con etanol.

Tiempo (h) Absorba_lncia Conce_ntracién Error de _Ias
media media (mg) concentraciones

0 0 0 0

1 0,618 1,151 0,008
2 0,737 1,41 0,01
3 0,863 1,685 0,006
4 0,958 1,89 0,03
5 1,006 2,00 0,02
6 1,090 2,180 0,003
24 1,621 3,336 0,009

Tabla 19. Tiempo, Absorbancia media, concentracion (mg) y error de las con-

centraciones de la extraccion de la fiora, 24h, con isopropanol.

Tiempo (h) Absorbgnma Conce_ntracmn Error de _Ias
media media (mQ) concentraciones
0 0 0 0
1 0,331 0,527 0,00
2 0,398 0,67 0,01
3 0,459 0,804 0,002
4 0,498 0,889 0,005
5 0,568 1,042 0,005
6 0,647 1,214 0,008
24 1,311 2,660 0,005
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Figura 14. Cinética de la extraccion por agitacion magnética de flavonoides de

la fora.
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Viendo los resultados y el grafico de la Figura 13, podemos
ver que durante las primeras 3 horas de extraccion ya se habian
extraido mas del 50% de flavonoides si se utilizaba etanol como
disolvente, en cambio utilizando isopropanol no se logré este

porcentaje hasta pasadas las 7 horas de extraccion.
e Extraccion por agitacion magnética 1h (T° final 50°C)

Tabla 20. Absorbancia media, concentracion (mg) y error de la concentracién

de la extraccion de la fiora 1h.

Tiempo @ Absorbancia Concentracion Error de la

(h) media media (mgQ) concentracion
Etanol 1 0,885 1,732 0,008
Isopropanol 1 0,563 1,032 0,009

e Extraccion por ultrasonidos 1h

Tabla 21. Absorbancia media, concentracién (mg) y error de la concentracién

de la extracciéon de la fiora 1h.

Tiempo Absorbancia Concentracion Error de la

(h) media media (mgQ) concentracion
Etanol 1 0,711 1,353 0,002
Isopropanol 1 0,367 0,604 0,008

5.3.3. Nora seca y triturada

e Extraccion por agitacion magnética 24h

Tabla 22. Absorbancia media, concentracién (mg) y error de la concentracién

de la extraccién de la fiora 1h.

Tiempo Absorbancia Concentracion Error de la

(h) media media (mg) concentracion
Etanol 24 1,934 3,823 0,000
Isopropanol 24 2,052 4,080 0,006
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Extraccion por ultrasonidos 1h

Tabla 23. Absorbancia media, concentracién (mg) y error de la concentracién

de la extraccién de la fiora 1h.

Tiempo @ Absorbancia Concentracion Error de la

(h) media media (mg) concentracion
Etanol 1 1,542 2,97 0,01
Isopropanol 1 1,354 2,560 0,006

En término global, los mejores resultados de extraccion son
los obtenidos por agitacion magnética 24h. Por otro lado, se debe
tener en cuenta que la extraccion con ultrasonidos 1h obtiene una
cantidad de fenoles casi comparable. En base a los resultados, el
ahorro de tiempo y el consiguiente ahorro en gasto energético se
considera el método de extraccion por ultrasonidos como la mejor
opcion.

Si se comparan los resultados de las extracciones de 1h, en
las diferentes condiciones, se puede ver que los mejores resulta-
dos obtenidos son utilizando el ultrasonido como método de ex-

traccion, y etanol como disolvente.
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5.4.ESEM

e Té de Mursalitsa

mag HV WD [ — 11111
60 x 1 20.00 kV|12.9 mm| LFD

Figura 15. Micrografia ESEM del té de Mursalitsa.

mag HV WD det —— 11111
60 x |20.00 kV'12.3 mm|LFD

Figura 16. Micrografia ESEM del té de Mursalitsa después de la extraccion por

agitacion magnética 24h.
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mag HV WD det — 11111
60 x|{20.00 kV 11.0 mm|LFD

Figura 17. Micrografia ESEM del té de Mursalitsa después de la extraccion por

ultrasonidos 1h.

Si comparamos las micrografias obtenidas por ESEM, se obser-
va, que después de la agitacion magnética 24h (Figura 15) las fibras
del té de Mursalitsa son mas pequefias, destruidas seguramente por la
agitaciéon. En cambio, con el ultrasonido 1h (Figura 16) presentan un

aspecto gastado, debido a las frecuencias producidas.
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e Nora

mag HV wD det — 11111
60 x|20.00 kV/12.9 mm|LFD

Figura 18. Micrografia ESEM de la fiora

mag HV WD det  — 11111}
60 x 20.00 kV|12.6 mm|LFD

Figura 19. Micrografia ESEM de la fiora después de la extraccién por agitacién

magnética 24h.
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WD det
20.00 kV[11.3 mm|LFD

Figura 20. Micrografia ESEM de la fiora después de la extraccion por ultrasonidos
1h.

En el caso de la fiora, se puede apreciar que antes de las extrac-
ciones (Figura 17) hay una serie de fibras distribuidas por toda su su-
perficie. Después de la extraccion por agitacion magnética 24h (Figura
18), estas fibras se reducen considerablemente, y en ultra-sonidos 1h

(Figura 19) son practicamente imperceptibles.
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o Nora secay triturada

1 mm

1mm

Figura 22. Micrografia ESEM de la fiora seca y triturada después de la extraccion

por agitacion magnética 24h.

33



Extraccion de fenoles y flavonoides del té de Mursalitsa y la fiora

mag HV WD det  — 11101}
60 x |20.00 kV|124 mm|LFD

Figura 23. Micrografia ESEM de la fiora seca y triturada después de la extraccion

por ultrasonidos 1h.

Observando estas tres micrografias, pese a estar trituradas, se
siguen viendo las pequefias fibras antes de la extraccion (Figura 20).
Si nos fijamos en la Figura 21, hecha después de la extraccion por
agitacion magnética 24h, aun hay pequefos trozos donde se pueden
ver estas pequeias fibras. En cambio, por ultrasonidos 1h (Figura 22)
las fibras que se podian observar anteriormente, han desaparecido en

la mayoria de los trozos que se pueden observar.
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5.5.Angulo de contacto
e Té de Mursalitsa

A B

N—

Figura 24. Micrografia del angulo de contacto del té de Mursalitsa, A: etanol, B:

isopropanol

e Nora

T e

Figura 25. Micrografia del angulo de contacto de la fiora, parte externa, A: etanol,

B: isopropanol

A B

Figura 26. Micrografia del angulo de contacto de la fiora, parte interna, A: etanol,

B: isopropanol

Se puede observar que tanto el té de Mursalitsa (Figura 23),
como la parte interna de la fiora (Figura 25) absorben totalmente los
dos solventes en el momento de entrar en contacto con estos. En
cambio, la parte externa de la fiora (Figura 24) presenta menos afinidad

por el solvente.
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5.6. Optimizacion del método de extraccion

Teniendo en cuenta todos los resultados obtenidos mediante los di-
ferentes métodos de extracciones, las diferentes condiciones y los disol-
ventes utilizados, se puede llegar a la conclusion de que los parametros
optimos para la extraccion de fenoles y flavonoides en el té de Mursalitsa

y la flora son:
- Solvente: etanol
- Método de extraccion: ultrasonidos

- Tiempo: una hora
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6. Conclusiones

e In nora pepper, phenols and flavonoids were found, second ones in high

guantity.

e Optimal method of phenols and flavonoids extraction is ultrasounds method

during 1 hour
e The finest dissolvent to extract these compounds is ethanol.

e Mursalski tea has more concentration of phenols and flavonoids in its

composition.
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