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RESUMEN

El objetivo del presente Trabajo de Fin de Grado fue obtener y estudiar extractos del
hinojo marino (Crithmum maritimum). Para ello se puso a punto el método de extraccion,
del cual se analizaron dos métodos de secado (aire caliente y liofilizacion) y dos tipos de
solventes polares con diferentes proporciones de etanol: agua (75:25 y 50:50). Fue
necesario un estudio previo de las condiciones de ambos tipos de secado, para obtener la
humedad deseada (5-10 %) en las plantas de hinojo marino. Por otra parte, se realizaron
dos pruebas para determinar la calidad de los extractos: método de Folin-Ciocaltau para
determinar la cantidad de polifenoles y DPPH para medir la capacidad antioxidante. Se
comprobd que una mayor proporcion de etanol: agua en la extraccion aumentdé tanto la
cantidad de polifenoles extraidos como la capacidad antioxidante. También se confirmé
que al aumentar la temperatura de secado estos valores disminuyen, siendo la muestra
liofilizada y extraida con 75:25 etanol: agua, la que mejores resultados presento6 tanto en
la cantidad de polifenoles, como en la capacidad antioxidante. Se demostré que el secado
convencional es muy inestable, ya que las muestras presentaron valores muy
heterogéneos en sus resultados, debido a que no hubo homogeneidad en el secado dentro
de la estufa.

Palabras clave: hinojo marino, secado por aire caliente, liofilizacion, extraccion,
polifenoles, capacidad antioxidante.



ABSTRACT

The aim of this Final Degree Project is to obtain and study extracts of marine fennel
(Crithmum maritimum). In order to achieve it, the extraction method was improved, in
which two drying methods (hot air and lyophilization) and two types of solvents polar
with different proportions of ethanol: water (75:25 and 50:50) were analysed

It was necessary a preliminar study of both types of drying methods for obtaining final
conditions of humidity (5-10%) in the marine fennel plants. On the other hand two trails
were performed to determine the extraction quality: Folin-Ciocaltau method to determine
the quantity of polyphenols and DPPH to measure the antioxidant property. It was
checked that a higher ethanol:water proportion in the extraction not only rise up
polyphenols quantity, but also the antioxidant property. It also was confirmed that when
drying temperature was risen the values are reduced, being the lyophilized and extracted
with 75:25 ethanol: water sample the one that best results presented, not only in the or
polyphenols present but also in the antioxidant capacity. It was demonstrated that the
conventional drying method is very unstable, because of the fact that the trails presented
very heterogeneous values in their results, due to the lack of homogeneity in the drying
inside the stove.

Key words: marine fennel, drying for warm air, lyophilization, extraction, polyphenols,
antioxidant property.
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1. INTRODUCCION

1.1. Hinojo marino (Crithmum maritimum).

El hinojo marino (C. maritimum), es conocido también como cresta marina, perejil
marino, ufia de perro, cenoyo de mar. Pertenece a la familia de las Apiaceaes. Se trata de
una planta halofila costera, es decir, crece en ambientes salinos, y es resistente a la sequia,
por lo que es capaz de crecer en ambientes calurosos, y en suelos pobres en nitrogeno,
ligeramente &cidos y de pH entre 5y 7.5. Su hébitat natural son zonas costeras, terrenos
rocosos, como acantilados, y terrenos arenosos, siempre y cuando estas zonas sean
alcanzadas por el agua del mar (Figura 1 y 2). Se distribuye a lo largo de las costas del
Mediterraneo y del Mar Negro, asi como a lo largo de la costa atlantica de Portugal y del
sur y suroeste de Inglaterra, Gales e Irlanda del Sur. Se le han atribuido muchos intereses
en la medicina popular, incluyendo propiedades diuréticas, antiescorbdticas, digestivas y
purgativas.

Figura 1. Hinojo marino en grietas rocosas. Figura 2. Hinojo marino en su habitat natural.
Fuente: (Renna et al., 2017). Fuente: (Renna et al., 2017).

Se trata de una planta perenne altamente ramificada de hasta 30- 60cm de altura, la raiz
es fuerte, gruesa y nudosa, y las hojas son carnosas (Cornara et al., 2009). Las hojas son
ricas en numerosos compuestos como la vitamina C, carotenoides y flavonoides. Los
aceites que se extraen de estas hojas, presentan niveles elevados de acidos grasos omega
3y 6, los cuales tienen un papel muy importante en la regulacion del metabolismo y
efectos contra enfermedades coronarias. En peso seco, su porcentaje alcanza: 2.02 %
(lipidos neutros), 0.57 % (glicolipidos), 0.26 % (fosfolipidos). En el fruto el porcentaje
oscila entre: 78.6 % (&cido oleico), 4.8 % (&cido palmitico), 15.4 % (&cido linoleico). Esta
composicion muestra semejanzas con el aceite de oliva y la canola. Los minerales que se
encuentran en su composicion en mayor proporcion son: iodo, bromo, fosfatos, calcio y
azufre.(Atia et al., 2011)

Existen muchas plantas que poseen caracteristicas en su composicion que pueden ser
utiles para las industrias agroalimentarias. C. maritimum se ha mantenido durante mucho
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tiempo como condimento en ensaladas, ya que presenta un sabor salado y acido. Pero
para que estas plantas puedan ser utilizadas, aprovechando asi sus caracteristicas, y se
conviertan en alternativas importantes para las industrias agroalimentarias, es necesario
un conocimiento mas exhaustivo de sus propiedades fisicoquimicas, antioxidantes y
nutricionales.

Segun el articulo de Meot-Duros et al., (2008), C. maritimum tiene una fuerte actividad
antimicrobiana, sobre todo su parte apolar, con la cual se consigui6 inhibir el crecimiento
de 9 microorganismos: Micrococcus luteus, Salmonella arizonae, Erwinia carotovora,
Pseudomonas marginalis, Pseudomonas. fluorescens, Escherichia coli, Bacillus cereus y
Candida albicans. La parte polar, en cambio consiguié inhibir el crecimiento de 4
bacterias: S. arizonae, P. marginalis, Pseudomonas aureginosas y P. fluorescens. Como
se puede observar presenta una mayor inhibicion contra bacterias Gram negativas.
También presenta actividad antioxidante, debido a su alto contenido en polifenoles,
siendo la planta que mayor concentracion presento en el estudio comparativo realizado
con tres plantas haléfilas: Eryngium maritimum L., C. maritimum L.y Cakile maritima
Scop.

1.2. Compuestos fenolicos

Los compuestos fenolicos, son uno de los grupos de micronutrientes que se encuentra
presente en el reino vegetal y que forma parte de la dieta humana. Se pueden clasificar en
fenoles, &cidos fendlicos y flavonoides. Estos compuestos son metabolitos secundarios
de las plantas, que poseen diferentes estructuras quimicas y propiedades. Su estudio es
importante, porque suponen una fuente de antioxidantes, estan implicadas en las
propiedades sensoriales de los alimentos, tanto crudos como procesados, y aportan
beneficios para la salud humana en el tratamiento y prevencion del cancer, enfermedades
cardiovasculares, y otras enfermedades inflamatorias.

Los compuestos fendlicos son antioxidantes naturales que se encuentran en los alimentos,
por lo que la elaboracion de productos con un alto contenido en estos compuestos supone
una reduccion en la utilizacion de aditivos y conservantes, pudiendo englobarlos en
alimentos funcionales. Este comportamiento antioxidante, esta relacionado con la
capacidad para quelar metales. (Porras-Loaiza & L6pez-Malo, 2009)

1.2.1. Estructuray clasificacion

Los tres grupos mas importantes de los compuestos fendélicos son: los flavonoides, los
acidos fenolicos y los polifenoles. Estos compuestos se caracterizan por presentar un
anillo aromatico con uno o mas grupos hidroxilos, incluyendo a sus derivados
funcionales. (Porras & Lopez-Malo, 2009). El fenol es el mas simple de la familia de los
fenoles, es un solido cristalino incoloro, que se oscurece al contacto con la luz, su punto
de fusion es de 41 °C y el de ebullicion de 182 °C, es parcialmente soluble en agua y tiene
un olor caracteristico (Figura 3). (Acufia, 2006).



OH

Figura 3. Estructura quimica del fenol

Los polifenoles son unos de los antioxidantes mas potentes que se encuentran de forma
naturas en hierbas, especias, plantas marinas, cereales y verduras. Evitan la oxidacion de
los radicales libres de los alimentos y su posterior transformacion en hidroperéxidos, cuya
descomposicion produce componentes volatiles tales como alcanos, cetonas, alcoholes e
hidrocarburos que provocan un sabor desagradable conocido como rancidez.(Porras-
Loaiza & Lépez-Malo, 2009)

1.3. Antioxidantes en los alimentos

Las reacciones de oxidacion en los alimentos (ROS) se producen debido a las moléculas
reactivas de oxigeno (ROS), tales como los radicales superdéxido (O2 °), hidroxilo (OH")
y perdxilo (ROQO), los cuales se generan en una situacion de estrés oxidativo. Las ROS
desempefian un papel importante en la patogénesis de diversas enfermedades graves, tales
como trastornos neurodegenerativos, cancer, enfermedades cardiovasculares,
aterosclerosis, cataratas e inflamacion. El proceso de oxidacion es una de las vias mas
importantes para producir radicales libres en alimentos, farmacos e incluso sistemas
vivos. (Ozen, 2010)

Los agentes antioxidantes son sustancias que se incorporan al envase para prevenir los
procesos de oxidacion lipidica, sobre todos de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA),
que son los que poseen mayor interés desde el punto de vista nutricional, y asi aumentar
la estabilidad de los alimentos. También mantienen el color original, al prevenir la
oxidaciéon enzimatica. Los agentes antioxidantes incorporados al envase actlan de
diferentes formas: detienen la reaccidn de oxidacién en cadena, eliminan el oxigeno que
pueda contener el envase o el producto y los minerales como el cobre o el hierro, los
cuales facilitan que se produzca la reaccion.

Hay dos categorias basicas de antioxidantes: 1) sintéticos: son compuestos con estructuras
fenolicas de diversos grados de sustituciéon de alquilo y 2) naturales: son compuestos
fenolicos (tocoferoles, flavonoides y acidos fendlicos), compuestos nitrogenados
(alcaloides, derivados de clorofila, aminoéacidos y aminas) o carotenoides, asi como el
acido ascorbico.

Entre los antioxidantes sintéticos los mas utilizados son: el BHA (butilhidroxianisol) y el

BHT (butilhidroxitolueno) (Figura 4). Son de naturaleza fendlica, muy efectivos, con un

bajo costo y alta estabilidad. Algunos de los efectos demostrados de estos antioxidantes

son: aumento del gasto energético con hipertrofia del tiroides en cerdos y ratas sometidos

a diferentes concentraciones de BHT, hipertrofia hepatica, necrosis de células alveolares

del pulmon en ratones, provocadas por un metabolito de BHT y descenso anormal de la
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protrombina en la sangre en ratas provocadas por BHT, causando hemorragias.(lbafez,

F. etal., 2003)
OH OH
i ClCHy);  (CH,)C /]; .C(CH,),
OCH, CH,
BHA BHT
Figura 4. Formulas quimicas de BHA y BHT (Karamac & Amarowicz,
1997)

Estos antioxidantes presentan restricciones en su uso, debido a su carcinogenicidad, lo
que ha provocado un aumento en el interés de los antioxidantes naturales. Los extractos
naturales de origen vegetal son alternativas a los conservantes sintéticos, ademas aportan
propiedades bioactivas y un valor adicional a los productos finales. Algunos productos de
panaderia, productos lacteos y carnicos ya han sido desarrollados incorporando extractos
naturales de plantas aromaticas, especias y polvo de frutas, con fines antioxidantes. En
particular, los extractos acuosos preparados a partir de hinojo y manzanilla fueron
incorporados como antioxidantes naturales y antimicrobianos para el queso cottage y
yogures, siendo las propiedades atribuidas a los compuestos fendlicos. (Caleja et al.,
2017).

1.4. Secado de los alimentos

La presencia de agua en los alimentos favorece su deterioro, por lo que su disminucion
reduce las posibilidades de su alteracion bildgica, y de otros mecanismos de deterioro. El
objetivo principal de disminuir la cantidad de agua es el aumento de la vida util, pero
también se produce una reduccion en su peso, lo que favorece la manipulacion,
almacenamiento y transporte. La eliminacion del agua en un alimento también presenta
problemas como son: la alteracion de la calidad nutricional y organoléptica. Al eliminar
parte de agua de un alimento también conseguimos una reduccién de la actividad de agua
(aw), que es al agua disponible en un alimento para participar en reacciones fisicas,
quimicas y microbioldgicas, y se expresa como la relacion entre la presion parcial de agua
en el alimento (p) y la presion de vapor del agua pura (po) a la misma temperatura (1):
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Como muestra la Figura 5, conforme se reduce la aw, el alimento se mantiene mas estable.

Degradacién Enzimas

Oxidacion

Isoterma de
sorcion

0 aw

Figura 5. Reacciones producidas en el alimento segln la aw. Fuente: Casp A., Abril J., (2003)
En este trabajo se estudiaron dos métodos de secado:

e Secado con corriente de aire caliente: es uno de los métodos de secado mas simples
que existen, en donde el producto es colocado en una serie de bandejas, por las cuales
circula aire caliente movido con ayuda de ventiladores. El agua del alimento se
elimina debido a la diferencia entre la humedad relativa del producto y la del aire
circundante. El secado ocurre en 4 etapas:

o Transmision de calor desde al aire hasta la superficie del producto.

o Transmision de calor desde la interfase solido-gas hasta el interior del
producto.

o Transmision de materia a través del producto.

o Transferencia de vapor desde la interfase solido-gas hacia el aire de secado.

Este tipo de secado utiliza temperaturas altas que modifican el aspecto y textura del
producto, ademas se destruyen sustancias sensibles al calor perdiendo calidad.

e Liofilizacion: es un proceso de secado que consiste en sublimar el agua de un producto
congelado, es decir, esta pasa de estado sélido a vapor directamente. Presenta una
serie de ventajas respecto a otros métodos de secado: la estructura del alimento se
mantiene mejor, la retencion de aromas y nutrientes es mayor, por lo que la calidad
es superior. La liofilizacion solo puede conseguirse si la temperatura y presion parcial
de vapor de agua (hielo) son inferiores a las del punto triple del agua (Figura 6). Este
valor hace referencia al agua pura, en los alimentos no hay agua pura, si no
disoluciones con mas o menos solidos disueltos, por lo que este punto triple tiene a
desplazarse a temperaturas mas bajas.
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Figura 6. Punto triple del agua. Fuente: Casp A., Abril J., (2003)
La liofilizacion se realiza en tres fases:

1. Precongelacion hasta la temperatura donde el producto esta totalmente
solido, < 0°C

2. Sublimacion, en donde se elimina alrededor del 90 % del agua, debido a
la eliminacion del hielo libre

3. Desorcion en donde se elimina un 10 % perteneciente al agua ligada. En
esta fase se realiza una vaporizacién a vacio a temperaturas entre 20-60°C.
(Casp A., Abril J., 2003)

1.4.1. Efecto del tratamiento térmico sobre antioxidantes

Segin Tummanichanont et al., (2017) uno de los componentes que se pueden ver
afectados por el tratamiento de secado son los antioxidantes. En este articulo se demuestra
que el secado por aire caliente es el que peor resultados se obtiene en cuanto a cantidad
de polifenoles, en cambio el secado por liofilizacion, muestra el resultado mas elevado.

Este trabajo se centro en extracciones polares de hinojo marino, mediante etanol: agua a
diferentes concentraciones, con la finalidad de observar diferencias cuantificables en la
cantidad de polifenoles medida con el método Folin-Ciocaltau. También se estudiaron
dos tipos de secado diferentes, realizados previamente a las extracciones, ya que la planta
se obtuvo en fresco. Estos métodos fueron secados por aire caliente (convencional) y
liofilizacion. Por ultimo, se cuantifico la actividad antioxidante mediante el método
DPPH.



2. OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es poner a punto la metodologia de extraccion de
componentes con potencial antioxidante y antimicrobiano de plantas haldfilas (C.
maritimum). También se determind el contenido en polifenoles y la capacidad
antioxidante de los extractos obtenidos.

Por tanto se plantearon dos objetivos especificos:
Obijetivo especifico 1: optimizar la metodologia de extraccion.

Objetivo especifico 2: determinar el contenido de polifenoles y capacidad antioxidante de
los extractos.

2.1. Disefo experimental

Dos métodos de secado, y dos tipos de extraccion fueron evaluados, para el efecto se
realizaron 4 réplicas de cada uno, obteniéndose un total de 16 muestras. El disefio
experimental se realiz6 de la siguiente forma (Figura 7):

Tipo de secado Tipo de solvente

Extraccion 50:50 (etanol: agua)

Secado con aire caliente

Extraccion 75:25 (etanol: agua)

Extraccion 50:50 (etanol: agua)

Liofilizacion

Extraccion 75:25 (etanol: agua)

Figura 7. Disefio experimental



De cada replica se estudid y se evalud lo siguiente:

e Condiciones de secado

e Rendimiento de la extraccion

e Color

e Cantidad de polifenoles, por el método Folin-Ciocaltau
e Capacidad antioxidante, por el método DPPH



3. MATERIALES Y EQUIPOS
Los materiales y equipos utilizados fueron los siguientes:

e Enelsecado

o Balanza humedad ST-H50 gram
Medidor de Awnovasina msl
Liofilizador semiindustrial Lyobeta 25
Estufa con ventilacion
Licuadora
Campanas desecadoras
Sales de silicagel
Etanol absoluto OPPAC
Nitrogeno liquido

O O 0O 0O O O O O

e En laextraccion:

o Ultraturrax T25 IKA
Rotavapor Bucho R-200
Ultrasonidos UP400S hielscher
Centrifugadora Sigma 3k30
Etanol absoluto OPPAC

o O O O

e En las pruebas

o Digieye Verivide
Espectofotometro multiplacas multiskan
DPPH Sigma-Aldrich
Reactivo Folin-ciocaltau Sigma-Aldrich
Espectofotometro UH5300 Hitachi

o O O O

e Lamateria prima fue Hinojo marino (C. maritimum), enviada desde A Corufia, en
dos paquetes de 5 kg cada uno, embalados en cajas térmicas y en refrigeracion.
En la universidad fueron almacenados a 4 °C hasta su utilizacion.



4. METODOS

4.1. Diagrama de flujo

Figura 8. Pasos llevados a cabo hasta la obtencién de los diferentes extractos de hinojo marino.
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4.2. Métodos de secado
Se evaluaron dos métodos de secado de las plantas de hinojo marino:

e Secado con ventilacion con aire caliente (convencional)
e Liofilizacion

4.2.1. Secado convencional

El secado convencional es mas agresivo al alcanzarse temperaturas altas, pudiendo perder
componentes durante el proceso de secado, e incluso polifenoles debido a que su
temperatura de fusion es de 41 °C (Acufia, 2006). Las plantas de hinojo marino se
obtuvieron en fresco (Figura 9) y su secado se realizd en una estufa equipada con
ventiladores, para homogeneizar el aire circundante (Figura 10). La temperatura de
secado fue de 55 °C (Pérez-Jiménez, J., & Saura-Calixto, F. 2015) y después de varias
pruebas preliminares se establecio el tiempo de secado, el cual fue de 10 horas. Una vez
secas las plantas, se trituraron y guardaron a vacio en una campana al 0 % de humedad
(Figura 11, 12 y 13).

Figura 10. Hinojo marino en la estufa a 55°C
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Figura 11. Hinojo seco tras 10 horas en la estufa a 55  Figura 12. Hinojo marino triturado y envasado al vacio
°C

Figura 13. Campana al 0% de humedad

Puesta a punto

Se realizaron pruebas preliminares, con el objetivo de alcanzar la humedad relativa
deseada (5-10 %), ya que una humedad inferior podia influir negativamente en el
rendimiento de los compuestos fendlicos. La primera prueba realizada, fue secar en la
estufa el hinojo marino durante 24 horas a 55 °C, y medir la humedad relativa una vez
transcurrido este tiempo. Como se observa en la Tabla 1, el secado fue excesivo, por lo
que se realizé otro secado controlando la humedad relativa del hinojo marino con mayor
frecuencia. Como muestra la Figura 14, el tiempo necesario para obtener la humedad
relativa dentro del rango 5-10 % fueron 10 horas de secado a 55°C.
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Tabla 1. Humedad del hinojo marino tras 24 horas de secado en la estufa a 55 °C.

Humedad (%0) Hinojo fresco 24 horas de secado en horno
Media 75+8 0,61+0,11
CV (%) 0,11 0,18
80
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20
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0
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Horas en la estufa a 55 2C

Figura 14. Evolucion de la humedad durante el proceso de secado del hinojo marino en la estufa durante
10 horas

4.2.2. Liofilizacion (de extraccion)

El proceso de liofilizacion consiste en eliminar el agua de un alimento por congelacion y
posterior sublimacion del hielo en condiciones de vacio. Al no elevarse la temperatura
los componentes del alimento no se degradan, por lo que se producen menos pérdidas de
sus componentes y se mantienen mejor las caracteristicas organolépticas (color, textura 'y
sabor).

Puesta a punto

Inicialmente se introdujeron las plantas de hinojo marino en fresco y a temperatura
ambiente. Tras realizar la liofilizacion los valores de humedad conseguidos fueron muy
elevados (Tabla 2), ya que todas las plantas no estaban en contacto con la base de la
bandeja del liofilizador, lugar por donde se transmite el frio, por lo que la humedad de las
plantas fue muy heterogénea. Tras este ensayo se decidio congelar las plantas de hinojo
con nitrégeno liquido y romperlas con ayuda de un mortero, disminuyendo asi su tamafio,
y favoreciendo la transmision de frio (Figura 15, 16, 17 y 18), consiguiendo asi la
humedad deseada (5-10 %) (Tabla 3).
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Tabla 2. Humedad del hinojo marino liofilizado

Humedad (%0) Hinojo fresco Liofilizado
Media 75+8 31,2+ 20
CV (%) 0,11 0,63

Tabla 3. Humedad y ay del hinojo marino congelado con nitrégeno liquido y liofilizado

Humedad aw
Media 9,0+0,9 0,299 + 0,018
CV (%) 10 6

Figura 15. Hinojo marino preparado para ser
congelado con nitrégeno liquido

Figura 16. Congelaciéon del hinojo marino con
nitrégeno liquido
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Figura 17. Hinojo marino congelado con nitrégeno Figura 18. Liofilizador semiindustrial Lyobeta 25
liquido y triturado

Los pardmetros con los que se realizd la liofilizacion fueron los siguientes:

e Primera etapa:
o Se bajo la temperatura a -45 °C durante 2 horas

o Se disminuyo la presion hasta 0.25 mbar, manteniendo la temperatura a -
45°C, durante 11 horas

e Segunda etapa:
o Se subi6 la temperatura a 25 °C durante 11 horas.

4.3. Método de extraccion

El método utilizado se basé en el descrito por Pérez-Jiménez, J., & Saura-Calixto, F.
(2015), en el cual se realizaron modificaciones para alcanzar los resultados deseados.

e Tras secar la planta hal6fila por los métodos establecidos, se procedié al pesado

de alrededor de 20 g, a los cuales se afiadié 400 ml de etanol: agua, en las dos
concentraciones establecidas 50:50 y 75:25.

e Las muestras se homogenizaron usando el ultraturrax (ultraturrax T25 IKA-
WERKE) en la posicion 5 (20500 rpm) durante 5 min. (Figura 19).
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Figura 19. Homogeneizacion del hinojo marino con el
Ultraturrax T25 IKA-WERKE

Se realiz6 un segundo homogenizado por sonicacion (UP 400 Hielscher
Ultrasound Technology, Germany) utilizando una punta de 7 mm de diametro se
aplico 8 ciclos de 2 min al 100 % de potencia, con un descanso de un minuto
durante los ciclos. (Figura 20).

Figura 20. Sonicacién del hinojo marino con el Ultrasoinidos UP 400
Hielscher Ultrasound Technology

o Tanto en la fase del ultraturrax, como en la de ultrasonidos se colocoé la
muestra en hielo, para evitar el aumento de la temperatura por encima de
41 °C, que es la temperatura de fusion de los polifenoles, evitando asi su
degradacion (Figura 21). Como se observa en la Tabla 4, se anotd la
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temperatura alcanzada de las muestras que superaron los 41 °C, para
observar posibles alteraciones en cuanto a los polifenoles. (Tabla 4).

Figura 21. Colocacién de hielo durante la homogenizacién por
ultrasonidos del extracto de hinojo marino para evitar el aumento
de temperatura

Tabla 4. Control de la temperatura de los extractos de hinojo marino tras los ultrasonidos.

Muestra Secado Etanol:agua Temperatura (°C)
3.1 Liofilizado 50:50 43.4
3.3 Liofilizado 50:50 46.3
4.1 Liofilizado 75:25 40.3
4.3 Liofilizado 75:25 43
4.4 Liofilizado 75:25 40.4

e El extracto fue dividido en 8 alicuotas equilibradas y se centrifugé a 12000 g
durante 10 minutos a una temperatura de 5 °C

e El sobrenadante fue vertido en un matraz de fondo redondo y secado en rotavapor
(Rotavapor Buchi R-200, acoplado a médulos de vacio V-805 y V- 500). Se fijo
la temperatura del bafio a 35 °C, con agua fria para la refrigeracion y la presion de
vacio se estableci6 en 23 mbar, hasta conseguir la sequedad total. (Figura 22)
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e Se resuspendio el contenido total con 30 ml de agua destilada

o Se filtro al vacio para eliminar las particulas en suspension que podrian alterar los
resultados. (Figura 23 y 24)

Figura 22. Secado de los extractos de hinojo marino en el Rotavapor Buchi R-200,
acoplado a médulos de vacio V-805

PV ol
Figura 23. Filtrado a vacio de los Figura 24. Extracto con purezas (abajo)
extractos obtenidos del rotavapor tras y filtrada a vacio (arriba)
resuspenderlos en 30 ml de agua
destilada
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e Los extractos fueron congelados a -80 °C
e Fueron liofilizados (de conservacion) mediante dos etapas:

o Primera etapa
= Establecer durante 50 min una temperatura de -10 °C
= Realizar el vacio hasta una presion de 0.016 mbar
» Unavez alcanzada esta presion se mantuvo la temperatura a -10 °C
durante 23 horas y 30 minutos.

o Segunda etapa:
= Se elevo la temperatura a 25 °C durante una hora con una presion
de 0.016 mbar.
= Se mantuvo esta temperatura y presion durante 23 horas.
= Para alcanzar estos parametros de liofilizado, fueron necesarios
muchos ensayos previos, ya que las muestras quedaban con una
alta humedad y una textura pegajosa.

e Una vez acabado el proceso de liofilizacion, se congelaron las muestras con
nitrégeno liquido, se trituraron con un mortero, se colocaron en tubos estériles y
fueron almacenadas en campanas desecadoras con 0 % humedad relativa. Este
paso fue necesario, debido a que la pegajosidad de las muestras no permitia su
separacion del soporte ni su trituracion sin congelarlas previamente. Esto se debio
a que las muestras contenian agua en su composicion (alrededor de un 4.4 %).

4.4. Medida del color

Una vez liofilizados los extractos de hinojo marino, estos presentaron diferencias de color
segun el tipo de secado y la proporcién de etanol: agua, por lo que se realizé la medida
del color en el Digieye. La medida se realiz6 por triplicado y con un circulo de 20 mm de
didmetro. Los parametros medidos por el Digieye fueron: L*, a* y b*.

e L*:indica laluminosidad, cuanto mayor sea la medida méas luminosidad presenta.
e a*:valores negativos indican verde mientras valores positivos indican rojo
e Db*:valores negativos indican azul y valores positivos indican amarillo

45. Método de Folin-Ciocaltau

El método de Folin-Ciocaltau, se utiliza para determinar y cuantificar los fenoles totales
presentes en un alimento o vegetal. Este método se basa en la capacidad de los fenoles
para reaccionar con el reactivo Folin-Ciocaltau, a pH basico usando carbonato sddico al
10 % como buffer, dando lugar a un color azul, el cual se mide por espectrofotometria a
750 nm, tras 120 minutos de incubacion en la oscuridad. El reactivo contiene wolframato
sodico y molibdato sédico en acido fosforico, y reacciona con los fenoles presentes en la
muestra. El acido fosfomolibdotungstico es de color amarillo, y al ser reducido por los
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fenoles da lugar a un complejo de color azul intenso, esta intensidad es la que se mide
mediante el espectrofotometro para determinar la cantidad de fenoles. (Bobo-Garcia et
al., 2015; Garcia, Fernandez, & Fuentes, 2015). Para determinar la cantidad de polifenoles
se siguid el protocolo establecido por Bobo Garcia (2015). Primero se programd el
espectrofotdmetro multiplacas multiskan go con los pardmetros deseados, y se prepararon
las disoluciones necesarias (Figura 25):

e Carbonato sodico al 10 %: se disolvieron 10 g en 100 ml de agua, como es una
reaccion exotérmica, se dejo enfriar y se enraso.
e Reactivo Folin-Ciocaltau 1:4 (Folin: agua)

Los blancos fueron los siguientes:

e Blanco (B): 195 ul de agua destilada

¢ Blanco reactivo (BR): 20 pl agua + 100 pl Folin (1:4) + 75 ul carbonato sodico
(10 %)

e Blanco muestra (BM): 20 pl muestra + 175 pl de agua. Este blanco se realizard
siempre que el color de la muestra influya en los resultados. A la longitud de onda
en la que se realiza el andlisis 750 nm, los colores amarillos, verdosos o azules,
pueden dar errores.

Los promedios de los blancos se restaron a todas las demas placas.
A continuacion, en una placa de 96 pocillos (400 pl) de fondo plano se afadio:

e EIl agua destilada en los pocillos que corresponda (blanco, blanco reactivo y
blanco muestra)

e Después se afiadié 20 ul de muestra, incluidos los blancos muestra.

e Adicién de 100 pl de Folin (1:4) en los pocillos correspondientes a la muestra y
blanco reactivo.

e Agitacion durante 1 minuto + 4 minutos de incubacion a 25 °C

e Adicion de 75 pl de carbonato sédico al 10 %

e Agitacion de 1 min

e Incubacidn en la oscuridad durante 2 horas.

e Medicion a 750 nm
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Figura 25. Espectrofotémetro multiplacas multiskan go

4.5.1. Puesta a punto

Se realiz6 una recta de calibrado, con diferentes disoluciones de &cido galico: 10, 20, 50,
100 y 200 mg/L. Con ello se obtuvo la ecuacion de la recta, con una correlacion de 0.9996
(Figura 26). Esta curva de calibrado es necesaria realizarla cada vez que se cambia de
lote.

1,4000
"
1,2000
y =0,0067x - 0,04

1,0000 R2 =0,9996
0,8000
0,6000
0,4000
0,2000
0,0000

0 50 100 150 200 250

Figura 26. Curva de calibrado del método Folin-Ciocaltau

Con la ecuacion de la recta se calculd la cantidad de polifenoles de las muestras a analizar.
El total de polifenoles se calculé como mg de acido galico/ g de extracto seco.

Se realizaron pruebas para determinar la concentracion a la que debia estar la muestra
disuelta en agua, para que el resultado se encontrase en el rango de la recta de calibrado
entre 20-70 mg de acido galico/L, ya que es en estos valores donde el resultado es mas
fiable (Bobo-Garcia et al., 2015). Como se observa en la Tabla 5, la concentracién que se
encuentra dentro del rango 20-70 mg de acido galico/L, es la correspondiente al 0,5 %,
por lo que todas las muestras que se analizaron se hicieron a esta concentracion, para ello
se peso6 0.125 mg de muestra y se enrasé en 25 ml de agua destilada.
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Tabla 5. Pruebas iniciales de Folin para determinar la concentracion de las muestras, para que estas se
encuentren en la concentracion de 20-70 mg de acido galico/L

M2 % M 1% M 0,5 %
Media de las absorbancias 1,332 £ 0,021 0,7710 £ 0,042 0,4178 + 0,046
CV (%) 0,016 0,054 0,109
mg de &c galico/L 177,484 86,760 30,351

4.6. Método DPPH

La actividad antioxidante no se puede medir de forma directa, pero puede determinarse
mediante un proceso de oxidacion controlada, utilizando compuestos antioxidantes (J.
Tovar del Rio, 2013). La autooxidacion es una reaccion lenta que ocurre en tres pasos:
induccion, propagacion y terminacion. Durante el periodo de induccion se forman los
radicales alquilo (moléculas derivadas de los alcanos que han perdido un atomo de
hidrogeno, quedandose un electron desapareado), los cuales reaccionan con moléculas de
oxigeno formando radicales hidroperdxidos y peroxidos durante la fase de propagacion.
En la fase de terminacidn se produce la asociacion de dos radicales para formar una
molécula estable.(Brand-Williams et al., 1995)

Para medir la capacidad antioxidante se utiliza el método del radical libre DPPH™" (2,2—
difenil-1-picril-hidroxilo) propuesto por Blois (1958). Este método se basa en la
deslocalizacion del electron desapareado. Esta deslocalizacion le otorga un color violeta,
caracterizada por una banda de absorcién en solucion con metanol, medida a 515 nm. Por
tanto, el método de DPPH"" esta basado en la transferencia de electrones.

En el momento que la disolucién de DPPH'* se pone en contacto con una sustancia capaz
de donar un atomo de hidrogeno, se produce la formacion reducida del DPPH" la cual
provoca una pérdida de color en la disolucién, desapareciendo o disminuyendo el color
violeta inicial, y por lo tanto la absorbancia disminuye. Este cambio de color es
monitoreado espectrofotométricamente y es utilizado para la determinacion de los
parametros para las propiedades antioxidantes. (J. Tovar del Rio, 2013; Mufioz Juarez &
Gutiérrez, 2004)

Para obtener los resultados se debe relacionar la absorbancia mediante la siguiente
formula (2):

AbSt=0— AbSfinql N
AbStzO

(2) % Inhibicién= 100
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La actividad antioxidante se determina mediante el método descrito por Brand Williams
et al., (1994), donde se establece que la disolucion DPPH"" deber ser de 60 uM. Esta
disolucidn se realizéd mediante la adicion de 0.0023 g del compuesto DPPH™" a 100 ml de
metanol. A continuacion, se homogeniza la muestra hasta su total disolucion, y se protege
de la luz y del oxigeno para evitar su degradacion. Para determinar la capacidad
antioxidante de los diferentes extractos de hinojo marino, se afiadi6 60 pL de la disolucién
de hinojo marino a 2.940 pL de disolucién DPPH'" y se realiz6 la medida a 515 nm de
longitud de onda en el espectrofotometro, tras 40 min de incubacion.

4.6.1. Puesta a punto

Para determinar el tiempo de reaccion se realizaron tres cinéticas independientes que
relacionan la absorbancia a 515 nm en el espectofotometro UH5300 HITACHI (Figura
27).con el tiempo de reaccion establecido en el método propuesto por Brand-Williams
(1995) para lecturas realizadas cada 5s. Las muestras seleccionadas para este ensayo se
corresponden con las que se prevé que tengan mayor y menor actividad antioxidante
(secada por liofilizacion, extraida con 75:25 de etanol: agua, y disuelta al 2 % en agua
destilada; secado convencional 50:50 al 2 % y al 0.5%) en funcién de los ensayos de
cuantificacion de contenido en polifenoles totales

Como se observa en la Figura 28, no es conveniente acortar el tiempo de reaccion
contemplado en el método de Brand-Williams (1995) dado que la muestra
correspondiente a hinojo marino secado por método convencional y extraido con etanol:
agua al 50:50, y disuelto al 2 %, no es estable tras 60 min. La concentracion elegida para
analizar las muestras fue al 2 %, ya que esta mostré una buena caida en la cinética. Para
ello se pesaron 0.5 g del extracto seco de hinojo y se enrasé en 25 ml de agua destilada.

Figura 27. Espectrofotémetro UH5300 HITACHI
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Figura 28. Curvas de cinética completas

4.7. Analisis de datos

Los analisis estadisticos de los resultados se realizaron mediante el programa informatico
IBM SPSS Statistics 22.

A través del andlisis estadistico se observaron presencia o ausencia de diferencia
significativa entre el tipo de secado realizado y el método de extraccion con la cantidad
de polifenoles, la capacidad antioxidante y el color de los extractos.

Se aplica el andlisis de varianza (ANOVA) simple con un nivel de significancia de 5%
(p<0,05) para evaluar el efecto causado por un factor en cada una de las propiedades de
estudio y sus posibles interacciones. También se realizan grupos homogéneos del factor
estudiado mediante el método Duncan.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Rendimiento de la extraccion

Se calculo el rendimiento de la extraccion, pesando las muestras antes (Figura 29) y
después de la liofilizacién (de conservacion) (Figura 30). El rendimiento se calculd de la
siguiente forma (3):

.. Peso jniciai—Peso i
(3) Rendimiento = ——&iciel—_final 4 1
Peso jnicial

Figura 29. Extracto antes de la liofilizacion Figura 30. Extracto tras la liofilizacién

Como se observa en la Tabla 6, todas las muestras presentan un rendimiento de la
extraccion entre el 50-58%, esto se debe a que todas fueron tratadas con las mismas
condiciones de secado en la liofilizacion. Las diferencias pueden deberse a absorciones
de agua por parte del extracto, que presentaba una alta higroscopicidad.
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Tabla 6. Datos del rendimiento de la extraccion

Muestras Rendimiento (%) Media  CV (%)

11 51,6
1,2 50,9
1.3 55,7
. ) . N
Convencional 50:50 (etanol: agua) 14 58.3 55,3+ 3,3 6
15 57,5
1,6 58,0
2,1 55,3
2,2 56,7
Convencional 75:25 (etanol: agua) 57,3+1,9 3
2,3 59,9
2,4 57,1
3,1 52,3
3,2 54,0
Liofilizado 50:50 (etanol: agua) 535+0,8 1
3,3 53,8
3,4 53,8
4,1 55,0
4,2 55,1
Liofilizado 75:25 (etanol: agua) 545+0,7 1
4,3 54,0
4,4 53,8
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5.2. Color

La medida del color se realizo en el Digieye tal como se indica en materiales y métodos,
ya que los extractos presentaron diferencias de color tras el liofilizado (Figuras 35, 36, 37
y 38).

Como se observa en las figuras 32, 33 y 34 todas las muestras presentaron diferencias
significativas (p<0.05) en los tres parametros analizados. Las muestras presentaron una
luminosidad (L*) alta, siendo mayor en las muestras que se realizaron con un 75:25 de
etanol: agua (Figura 32). En cuanto al pardmetro a* (Figura 33), la muestra
correspondiente a secado por liofilizacion 75:25 es la que presenta los valores méas
elevados, por lo que su coloracion es la mas rojiza, como se puede comprobar en la Figura
41. Por ultimo, en el pardmetro b* (figura 34) la muestra correspondiente a secado
convencional 75:25 es la que mayor resultado presenta, por lo que su coloracion fue la
maés amarilla, sequida de convencional y liofilizado 50:50 y por dltimo liofilizado 75:25.

Estas diferencias que se observan en el color, es debido a los dos métodos de secado
utilizados, ya que en el secado convencional las plantas de hinojo marino presentaron
coloraciones marrones por una exposicion prolongada al calor, en cambio aquellas que
fueron liofilizadas mostraron una coloracion mas verdosa (Figura 31). Segun el articulo
de Renna et al., (2017), en donde el hinojo marino fue secado a diferentes temperaturas,
conforme esta aumentaba el color de las plantas se oscurecia. También influye la
concentracion de etanol: agua utilizada en la extraccion, ya que de esta forma se
obtuvieron compuestos diferentes en las extracciones, los cuales aportaron diferencias en
el color.

Figura 31. Hinojo secado por método convencional (izquierda),
liofilizado (derecha)
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Figura 32. Medidas del parametro L* de extractos de hinojo marino secados por dos métodos
(convencional y liofilizacion) y extraidos con diferentes proporciones de etanol: agua (50:50 y 75:25).
Letras diferentes indican diferencia significativa entre las muestras para un nivel de significacion del 95
%.
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Figura 33. Medidas del parametro a* de extractos de hinojo marino secados por dos métodos
(convencional y liofilizacion) y extraidos con diferentes proporciones de etanol: agua (50:50 y 75:25).
Letras diferentes indican diferencia significativa entre las muestras para un nivel de significacién del 95
%.
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Figura 34. Medidas del parametro b* de extractos de hinojo marino secados por dos métodos
(convencional y liofilizacion) y extraidos con diferentes proporciones de etanol: agua (50:50 y 75:25).
Letras diferentes indican diferencia significativa entre las muestras para un nivel de significacion del 95
%.

Figura 35. Aspecto de los extractos de hinojo
marino tras un secado convencional y uso de un
solvente etanol: agua (50:50)
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Figura 36. Aspecto de los extractos de hinojo marino tras un secado
convencional y uso de un solvente etanol: agua (75:25)

Figura 37. Aspecto de los extractos de hinojo marino tras un secado
por liofilizacion y uso de un solvente etanol: agua (50:50)
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Figura 38. Aspecto de los extractos de hinojo marino tras un secado
por liofilizacion y uso de un solvente etanol: agua (75:25)

5.3. Concentracion de polifenoles.

Como se observa en las Tablas 7 y 8 los coeficientes de variacion resultado de realizar el
método Folin-Ciocaltau de las muestras secadas por el método convencional fueron muy
elevados. En cambio, las muestras liofilizadas muestran CV mas bajos, por lo que estas
presentaron mayor homogeneidad (Tablas 9 y 10). Se decidio realizar otras dos
extracciones al 50:50 de etanol: agua, y otras dos al 75:25 de hinojo marino secado por el
método convencional. Tras analizarlas, se estudiaron todos los resultados junto con el
tutor y se decidié eliminar los correspondiente a: 1.1, 1.2, 2.3 y 2.4, ya que presentaban
valores muy elevados.
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Tabla 7. Resultados del método Folin-Ciocaltau en las muestras secadas por el método convencional y
extraidas con una proporcion de etanol: agua de 50:50

Conv 50:50
1,1* 1,2* 1,3 14 15 1,6

mg de &cido galico/g de extracto seco 48,39 49,63 10,34 10,26 10,98 11,37

Media total 23,50 + 19,77

CV (%) 84

*Datos eliminados

Tabla 8. Resultados del método Folin-Ciocaltau en las muestras secadas por el método convencional y
extraidas con una proporcion de etanol: agua de 75:25

Conv 75:25
2,1 2,2 2,3* 2,4* 25 2,6
mg &cido galico/g 9,12 9,56 37,26 36,51 18,75 18,91
Media total 21,69 + 12,52
CV (%) 58

* Datos eliminados.

Tabla 9. Resultados del método Folin-Ciocaltau en las muestras secadas por liofilizacion y extraidas con
50:50 de etanol: agua.

Liof 50:50
Muestras 3.1 3.2 3.3 3.4
mg &cido galicolg 3,34 2,95 3,02 2,98
de extracto seco ’ ' ' ’
Media total 3.07£0.18
CV (%) 6
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Tabla 10. Resultados del método Folin-Ciocaltau en las muestras secadas por liofilizacion y extraidas con
75:25 de etanol: agua.

Liof 75:25
Muestras 4.1 4.2 4.3 4.4
mg acido
galico/g de 4,44 5,00 3,84 4,33
extracto seco
Media total 442047
CV (%) 11

Los resultados obtenidos después de la filtracion se encuentran en la Tabla 11 y la
Figura 39, donde se observan diferencias significativas (p<0.05) entre las muestras.
Aquellas que mayor cantidad de polifenoles presentan son las correspondientes a la
extraccion con 75:25 de etanol: agua, y la muestra secada por liofilizacion es la que
mayor resultado muestra. Esto es debido a que al utilizar una mayor proporcion de
etanol se consiguio extraer mas polifenoles. En cuanto a la temperatura, el proceso de
liofilizacion deshidrata el producto a bajas temperaturas, por lo que no altera los
componentes del alimento, en cambio un secado a 55 °C, reduce el nivel de polifenoles.
Tal como se demuestra en el articulo Renna et al., (2017), conforme aumenta la
temperatura de secado, algunos componentes del hinojo marino como son los aceites
esenciales y las clorofilas disminuyen notablemente. Segin Chen et al., (2017) y
Tummanichanont et al., (2017), los cuales realizaron diferentes métodos de secado de la
planta Andrographis paniculata y de moras, respectivamente, demostraron que aquellas
que fueron liofilizadas presentaron mayor contenido en polifenoles, y conforme
aumentaba la temperatura de secado, este contenido se iba reduciendo. En cuanto a la
cantidad de polifenoles que presentan las muestras analizadas estas se encuentran dentro
de los valores aceptados para Crithmum maritimum segun el articulo de Jallali et al.,
(2012), donde las partes aéreas analizadas presentaron entre 4.1 y 14.1 mg de &cido
galico/ g de extracto seco. Por tanto la Gnica muestra que supera estos valores es la
realizada mediante secado por liofilizacién y extraida con un 75:25 de etanol: agua.

33



Tabla 11. Resultados finales del método Folin-Ciocaltau tras realizar la eliminacién de los datos anémalos

Muestras Conv 50:50 Conv 75:25 Liof 50:50 Liof 75:25

mg de acido galico/gde )2/, 530 14004548 12,33+0,72% 17,61+ 1.89°
extracto seco
CV (%) 495 39 6 11

Diferente letra en misma fila indica diferencia significativa entre las muestras para un nivel de
significacion del 95 %.
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Figura 39. Concentracion de polifenoles de las muestras, tras eliminar los datos erréneos. Letras diferentes
indican diferencia significativa entre las muestras para un nivel de significacion del 95 %.

5.4. Capacidad antioxidante

En las Figuras 40 y 41 se puede observar los resultados de la capacidad antioxidante de
las muestras segun el método DPPH. Se observa que los resultados presentan diferencia
significativa (p<0.5) y se asemejan a los del método Folin-Ciocaltau, presentando una
mayor capacidad antioxidante las muestras extraidas con 75:25 de etanol:agua, dentro de
estas el valor mas alto lo presenta aquella cuyo secado se realizé por liofilizacién, siendo
también la muestra mas estable ya que su coeficiente de variacion fue <0,5. Las extraidas
con 50:50 de etanol: agua presentan los valores mas bajos, y las secadas por el método
convencional muestra un coeficiente de variacion elevado, presentando mucha
heterogeneidad en los datos (Tabla 12). Segin Generali¢ Mekini¢ et al., (2016) el
porcentaje de inhibicion de la especie Crithmum maritimum esta en torno al 61 %, por lo
que las muestras analizadas estan dentro de la normalidad, la excepcion mas notable la
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presenta la muestra correspondiente a secado por liofilizacion y extraida con un 75:25 de
etanol:agua, que presentd un 90 % de inhibicion.
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Figura 40. % de inhibicién de las muestras Letras diferentes indican diferencia significativa entre las
muestras para un nivel de significacion del 95 %.

Tabla 12. % Inhibicion por el método DPPH.

Conv 50:50 Conv 75:25 Liof 50:50 Liof 75:25
% Inhibicion 57,49 + 10,082 73,07 + 20,69° 70,60 + 12,58° 90,41 + 0,15°¢
CV total (%) 18 28 18 <0,5

Diferente letra en misma fila indica diferencia significativa entre las muestras para un nivel de
significacion del 95 %.
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Figura 41. Cambio de color observado en el método DPPH tras los 40 min de
incubacion
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6. CONCLUSIONES

El presente estudio ha ayudado a caracterizar un proceso de obtencion y analisis de
extractos de hinojo marino (C. maritimum), con la finalidad de obtener un extracto con
un alto contenido de polifenoles y una alta capacidad antioxidante. Podemos concluir que:

e Las extracciones con una mayor proporcion de etanol: agua, ayudan a obtener una
mayor cantidad de polifenoles.

e Conforme aumenta la temperatura del proceso, la cantidad de polifenoles se ve
reducida notablemente.

e El secado por método convencional (aire caliente) es muy inestable, presentando
mucha heterogeneidad en los resultados.

e EIl secado por liofilizacion y extraccion con 75:25 de etanol: agua, fue el que
mejores resultados presentd, en cuanto a cantidad de polifenoles, capacidad
antioxidante, y el que més estabilidad mostro.
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ANEXOS

Tabla 11: Anova del parametro L*

Muestras Subconjunto para alfa= 0.05
a b
Liof 50:50 58,94 + 9,08
Conv 50:50 60,07 + 2,61
Liof 75:25 68,59 + 6,49
Conv 75:25 68,60 £ 5,07

Diferente letra en misma fila indica diferencia significativa entre las muestras para un nivel de
significacion del 95 %.

Tabla 12: Anova del parametro a*

Muestras Subconjunto para alfa= 0.05
a b
Liof 50:50 7,85+ 3,99
Conv 50:50 8,14+1,01
Conv 75:25 8,90 + 2,43
Liof 75:25 11,78 £ 4,27

Diferente letra en misma fila indica diferencia significativa entre las muestras para un nivel de
significacion del 95 %.
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Tabla 13: Anova del parametro b*

Muestras Subconjunto para alfa=0.05
a b c
Liof 75:25 26,59 + 3,33
Conv 50:50 31,52 + 2,97
Liof 50:50 32,87 +1,97
Conv 75:25 36,32 +£ 1,89

Diferente letra en misma fila indica diferencia significativa entre las muestras para un nivel de
significacion del 95 %.

Tabla 14: Anova de la concentracion de polifenoles

Muestras Subconjunto para alfa= 0.05
a b c
Conv 50:50 10,74 £ 0,53
Liof 50:50 12,33+ 0,72 12,33 +£0,72
Conv 75:25 14,09 £ 5,48
Liof 75:25 17,61+ 1,89

Diferente letra en misma fila indica diferencia significativa entre las muestras para un nivel de
significacion del 95 %.
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Tabla 15: Anova de la capacidad antioxidante

Muestras Subconjunto para alfa= 0.05
a b c
Conv 50:50 57,49 + 10,08
Liof 50:50 70,60 + 12,58
Conv 75:25 73,07 + 20,69
Liof 75:25 90,42 + 0,15

Diferente letra en misma fila indica diferencia significativa entre las muestras para un nivel de
significacion del 95 %.
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