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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo la optimizacion de las condiciones de extraccion
para maximizar la obtencion de compuestos polifenolicos y con actividad antioxidante a
partir de pétalos de rosas. Estos se obtuvieron de viveros de la region de San Pedro,
Provincia de Buenos Aires, seleccionandose para el estudio los cultivares Malu (M), de
color rosa y Lovely Red (LR), de color rojo. Con el fin de evaluar distintas condiciones
de extraccion se aplico un disefio experimental de superficie de respuesta (Disefio de
Box-Behnken) en dos bloques, con tres factores experimentales a dos niveles y un punto
central realizando un total de 30 experimentos por cultivar de rosa. Las variables y los
niveles fueron: solvente de extraccion (agua/etanol); temperatura (30, 90 °C) y tiempo
(30, 120 min). Los pétalos fueron deshidrataron por liofilizacién, molidos y tamizados.
El contenido de polifenoles totales en los extractos se determind por el método
colorimétrico de Folin-Ciocalteu expresando el resultado en mg de 4cido galico (AG) /
g muestra seca (ms). La evaluacion de la actividad antioxidante se realizo a través de la
reduccion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) y los resultados se expresaron
en mg de trolox / g ms. Todas las extracciones se realizaron por duplicado y las
determinaciones por triplicado. Se aplico el disefio experimental a los pardmetros
obtenidos y se calcularon las ecuaciones de los modelos predictivos. Se observo que el
solvente fue la variable que afect6 en forma mas signiﬁcativa la respuesta, presentando
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contenido de fenoles totales como para la actividad antioxidante. Se observé ademas,
que el aumento de temperatura maximizo6 la extraccion de los compuestos analizados. El
tiempo no ejercid un efecto significativo. Los valores mas elevados para las condiciones
de extraccion ensayadas fueron: solvente agua/etanol 50:50 y temperatura 90 °C para
cualquiera de los tiempos de extraccion ensayados. El contenido de polifenoles obtenido
fue de 202 mg AG / g ms para LR y 141,3 mg AG / g ms para M. En el caso de la
actividad antioxidante, los valores para estas mismas condiciones fueron 544,6 mg
trolox / g ms para la variedad roja y 339,6 mg trolox / g ms para la de color rosa.
Ademas, se observdo un muy buen ajuste entre los valores experimentales y los
predichos por el modelo. Es de destacar que el contenido de polifenoles totales mostrd
una muy buena correlacion con la actividad antioxidante, siendo los coeficientes de
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determinacién (R?) 0,98 (M) y 0,96 (LR). Los resultados comentados permiten concluir
que los pétalos ensayados son una matriz rica en polifenoles y en compuestos con
actividad antioxidante pudiéndose maximizar la extraccion de dichos compuestos
mediante la adecuada seleccion del solvente.

Palabras claves: pétalos de rosa, bioactivos, extraccion, polifenoles, actividad
antioxidante

1. Introduccion

La demanda en la industria alimentaria y farmacéutica de compuestos bioactivos
de fuentes naturales estd en crecimiento ya que existe una tendencia a la disminucion
del consumo de aditivos sintéticos (Cunja y col., 2014). Se presta especial atencion a
la posible extraccion de estos compuestos bioactivos a partir de fuentes no
convencionales y al empleo de residuos agricolas (Moure y col., 2001).

En la zona de San Pedro-Baradero es tradicional la produccién de plantas de
vivero, las cuales generan una gran cantidad de desechos. En particular, el cultivo de
rosas (Rosa sp.) ocupa un lugar destacado en la organizacion productiva y
comercial, cubriendo alrededor de 150 hectareas de produccion (Hansen, 2011). Se
venden en maceta o a raiz desnuda. En el tiempo que lleva la obtencion de una
planta de tamafio comercial, se producen varias floraciones, las cuales se desechan,
dejando el material a campo.

Los pétalos de flores comestibles son una fuente de compuestos polifendlicos
que presentan entre otras propiedades, buena actividad antioxidante (Fernandes y
col., 2017; Li y col., 2013; Li y col., 2014; Pires y col., 2018). En el grupo de
investigacion se han realizado previamente algunos trabajos en los que se ha
verificado que las rosas de esta region presentan un alto contenido de polifenoles y
compuestos con actividad antioxidante (Gabilondo y col., 2016).

El proceso de extraccion de los polifenoles de la matriz en que se encuentren es
una etapa clave para la obtencion de los mismos (Cacace y Mazza, 2003). El método
de extracciéon mas utilizado es la extraccion soélido-liquido (Alothman, Bhat y
Karim, 2009), siendo el solvente, la temperatura, el tiempo de extraccion y la
relacién solido-liquido las variables que gobiernan dicho proceso (Buci¢-Koji¢ y
col., 2011).

La forma mas conveniente para evaluar distintos factores y sus interacciones es

realizar un disefio experimental de superficie de respuesta, a partir del cual se



disminuye la cantidad de experimentos y se facilita la interpretacion de los
resultados permitiendo la evaluacion de las interacciones entre los factores
estudiados (Bachir bey y col., 2014).

En base a lo comentado, este trabajo tuvo como objetivo optimizar las
condiciones de extraccion, empleando distintas combinaciones de etanol- agua, por
diversos tiempos de contacto y a diferentes temperaturas, para maximizar la
recuperacion de compuestos polifendlicos y con alta actividad antioxidante a partir
de dos cultivares de rosas de diferente color. También se evalud la vinculacion entre

los polifenoles totales extraidos y la actividad antioxidante observada.

2. Materiales y métodos
2.1. Material vegetal

Se trabajé con dos cultivares de rosas (Rosa sp.): Lovely Red (LR) (color rojo) y
Malu (M) (color rosa). Las flores con semejante estado de apertura se recolectaron
en diciembre del afio 2018 en viveros de la region de San Pedro. Los pétalos se
retiraron de la flor en forma manual.
2.2. Deshidratacion de muestras

Los pétalos se deshidrataron por liofilizacion. Previo a dicho proceso se
conservaron a -70 °C durante 48 h y luego se colocaron en un liofilizador Martin
Christ Alpha 1-4 LD (Martin Christ, Alemania) por 48 h. Una vez deshidratados se
molieron con un molinillo y se pasaron por un tamiz de malla n°20 A.S.T.M. Se
almacenaron en frascos de vidrio color &mbar a -18 °C.
2.3. Humedad

La humedad final de los polvos se determindé mediante secado en estufa de
vacio a 65 °C hasta peso constante (método A.O.A.C. 920.151, 1990).
2.4. Diseiio experimental

Para evaluar el efecto del solvente (X,), la temperatura (Xy), y el tiempo (X,) de
extraccion sobre la concentracion de polifenoles totales y la actividad antioxidante
en los dos cultivares se realizo un disefio factorial de Box- Behnken con tres factores
a dos niveles en dos bloques. Se utilizaron tres puntos centrales por bloque para un
total de 30 experimentos por cultivar de rosa. El orden de los experimentos fue

aleatorizado. En la Tabla 1 se detallan los niveles empleados.



Tabla 1. Factores y niveles ensayados para la optimizacion de las condiciones de

extraccion

Diseiio de Box-Behnken

Nivel Solvente Temperatura Tiempo
Xa Xb Xc
(etanol: agua) (°C) (min)
1 100 :0 90 30
0 50:50 60 75
-1 0:100 30 120

2.5. Preparacion de los extractos

Los pétalos se extrajeron con distintas proporciones de agua bidestilada y etanol
absoluto en un bafio termostatizado a diversas temperaturas y tiempos, segun se
detalla en el disefio experimental. Seguido a la extraccion, el sobrenadante se separd
del residuo soélido utilizando una centrifuga Eppendorf AG, 5804R (Eppendorf AG,
Alemania) por 10 min a 4 °C y 6000 rpm. El pellet fue resuspendido en el solvente y
luego centrifugado en las mismas condiciones. Se unieron los dos sobrenadantes
llevando a volumen final con solvente. Todas las extracciones se realizaron por
duplicado.

2.6. Determinacion de polifenoles totales (PT)

Se determind por el método de Singleton y Rossi (1965) con algunas
modificaciones. Se adiciond el reactivo de Folin-Ciocalteu a una alicuota del
extracto diluido en el solvente de extraccion, se le agregd agua bidestilada y luego
de tres min se incorpor6 Na,CO; 1 N. Se mantuvo 120 min a temperatura ambiente
y se ley6 la absorbancia a 750 nm en espectrofotoémetro Perkin Elmer, UV/Vis
Lamda 25 (Pekin Elmer, USA). Los resultados se expresaron como mg acido gélico
(AG) / g muestra seca (ms). Las determinaciones se realizaron por triplicado.

2.7. Determinacion de capacidad antioxidante (CA)

Se determind mediante la reduccion del radical DPPH- (Brand-Williams,
Cuvelier y Berset, 1995). A 400 pl de extracto diluido se le agregaron 3,6 ml de
solucion de DPPH- 0,1 mM. Se mantuvo en oscuridad durante 30 min a temperatura
ambiente y se leyo la absorbancia a 517 nm. Los resultados se expresaron en mg

trolox / g ms. Las determinaciones fueron realizadas por triplicado.



2.8. Analisis estadistico
La creacion del disefio factorial y el andlisis de datos se realizaron mediante el
empleo del programa Statgraphics (Statgraphics Centuriéon XV, version 15.02.05,
Statpoint, Inc., USA). Los datos experimentales se ajustaron a un polinomio de
segundo grado. La significatividad estadistica se evalu6 al nivel del 5 % (p=< 0,05).
La relacion entre los PT y la CA fue caracterizada a través de una regresion
lineal simple, en donde se calculd el coeficiente de correlacion de Pearson con el

Sofware Info Stat (Universidad de Cordoba).

3. Resultados y discusion
3.1 Disefio experimental

En la Figura 1 se observa que el solvente, tanto en su expresion lineal (A) como
cuadratica (AA) asi como la temperatura (B) fueron las variables que afectaron en forma
significativa la extraccion, tanto de los compuestos bioactivos en estudio como de la
CA en ambos cultivares. El tiempo ejercid un efecto significativo de menor
magnitud ya sea en su expresion lineal (C) o cuadratica (CC). En cuanto al solvente
y al tiempo, el signo negativo asociado indica que una disminucion en el contenido
de etanol o un aumento en el tiempo favorece la extraccion de PT y de la CA. Por el
contrario, el signo positivo asociado al factor temperatura indica que el aumento de

la misma favorece la extraccion de los compuestos evaluados.
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Figura 1. Diagrama de Pareto estandarizado de los factores estudiados y sus
interacciones, donde A es el solvente, B la temperatura y C el tiempo de extraccion
segun la respuesta analizada para PT (a en Lovely Red y b en Malu) y la CA (¢ en
Lovely Red y d en Malu). Los valores que sobrepasan las lineas verticales dentro de
cada gréfico se considera que tienen efecto significativo.



Se calcularon los coeficientes de regresion ajustados para los PT y la CA. Las
ecuaciones de regresion ajustadas de acuerdo a las variables estudiadas para PT y
CA en los cultivares LR y M que describen el modelo propuesto son:

Yerir= 188,952 - 37,9875*X, + 14,2238*X, - 0,81625*X. - 100,611*X,> +
2,71375*%X,*X,

Yerv= 122,33 - 26,9212*%X, + 10,3838%X, - 4,2875*X. - 65,1606%X,*+
5,51375*%X,* Xy

Yearr= 418,44 - 124,999%X, + 454069%X, - 3,47937*X. - 231,473* X, +
57,2281* X,> + 33,6456*X.>

Yeam= 284,44 - 71,58*% X+ 37,1%X, - 11,1175%X.- 178,524* X,* + 18,0762* Xy’

En todas las ecuaciones la variable que presentd el mayor coeficiente es el
solvente, el cual ademas ejercid un efecto significativo en su forma cuadratica. En
todos los casos, el tiempo presentd el menor coeficiente de regresion y soélo en la CA
de LR se manifesto la influencia del término cuadratico. La temperatura ejercié un
efecto cuadratico sobre la CA. La interaccion solvente temperatura solamente resultd
significativa para los PT de ambos cultivares. Los andlisis de varianza mostraron,
para todos los casos, valores de R* mayores a 98% y R? ajustado superiores a 97%

indicando que los datos ajustan adecuadamente con el modelo planteado.

En base a las ecuaciones antes mencionadas se construyeron las superficies de
respuesta a partir de las cuales se visualizan los efectos de la interaccion de los

factores en las respuestas estudiadas.

En las Figuras 2 y 3 se muestra la interaccion entre el solvente y la temperatura
y entre el solvente y tiempo, respectivamente, dejando la restante variable constante
en su nivel central (75 min y 60 °C). En ambas Figuras, se pudo apreciar que para el
solvente existe una region cercana al punto medio (etanol/agua, 50:50) en donde se
maximiza la extraccion de PT y de la CA en los dos cultivares de rosas. En estudios
previos donde se analizo la CA de distintos compuestos vegetales se observo que la
mezcla de solvente organico-agua resultd mas eficiente para la extraccion de dichos
compuestos que sus respectivos solventes puros (Rababah y col., 2010). Esto se
vincula con la influencia de la polaridad del solvente sobre la extraccion (Moure y
col., 2001; Alothman, Bhat y Karim, 2009), verificindose esta tendencia en los
resultados obtenidos en este trabajo. Con respecto a la temperatura, se pudo apreciar

que, independientemente de la presencia de una ligera curvatura, a los 90 °C se



maximiza la obtencion de PT y la CA.
extraccion.
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Figura 2. Superficie de respuesta del disefio experimental evaluando la interaccion
entre el solvente y la temperatura al tiempo constante de 75 min: polifenoles totales
(A Lovely Red y B Malu) y actividad antioxidante (C Lovely Red y D Malu).
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Figura 3. Superficie de respuesta del disefio de Box-Behnken valorando la
interaccion entre el solvente y el tiempo a la temperatura de 60 °C: polifenoles
totales (A Lovely Red y B Malu) y actividad antioxidante (C Lovely Red y D Malu).

A través de las ecuaciones de regresion se calcularon los niveles de los factores

que permitirian optimizar la extraccion de PT y la CA (Tabla 2). Para estos niveles,

las concentraciones Optimas para PT serian 209,8 y 140,0 mg AG / g ms y para la

CA, 578,2 y 352,0 mg trolox / g ms para LR y M, respectivamente. Es de destacar



que los valores antes mencionados resultaron proéximos a los experimentales mas
altos obtenidos en las condiciones de extraccion ensayadas los que fueron: 202 mg
AG/gmspara LRy 141,3 mg AG / g ms para M (PT) y 544,6 mg trolox / g ms para
la cultivar roja y 339,6 mg trolox / g ms para la de color rosa (CA). Los mismos se
obtuvieron empleando como solvente agua/etanol 50:50 y a la temperatura de 90 °C

para cualquiera de los tiempos de extraccion ensayados.

Tabla 2. Niveles y valores obtenidos para optimizar la extraccion de polifenoles
totales y compuestos con actividad antioxidante.

Polifenoles Totales Actividad antioxidante
Cultivar Lovely Red Malu Lovely Red Malu
Solvente (agua:etanol) 60:40 (-0,2)*  60:40 (-0,2)*  65:35(-0,3)*  65:35(-0,3)*
Temperatura(°C) 90 (1)* 90 (1)* 90 (1)* 90 (1)*
Tiempo(min) 120 (-1)* 120 (-1)* 120 (-1)* 120 (-1)*

*Entre paréntesis se presentan los niveles codificados.

Cabe destacar que el cultivar color rojo (LR) presentd mayor concentracion de
PT y CA en todas las condiciones ensayadas en comparacion el cultivar rosa (M),
situacién que podria deberse a una posible relacion entre el color y la capacidad

antioxidante.

3.1 Analisis de correlacion entre polifenoles totales y actividad antioxidante
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Figura 4. Correlacion entre PT y CA en los cultivares Lovely Red (A) y Malu (B).

Los polifenoles son los componentes mayoritarios de las plantas con actividad
antioxidante, sin embargo, no son los unicos. En base a los resultados obtenidos de

la correlacion entre la concentracion de PT y la CA, se pudo ver que en esta matriz y



bajo las condiciones ensayadas, éstos compuestos resultaron los principales
responsables de la actividad antioxidante, presentando altos R*> para ambos
cultivares de rosa (Figura 4) con coeficientes de Pearson de 0,96 y 0,98 para LR y M,

respectivamente.

4. Conclusiones

Los resultados mostraron que las rosas analizadas contienen una apreciable
cantidad de compuestos fenolicos con CA, por lo que pueden ser consideradas como
una prometedora fuente natural de los mismos. Los dos cultivares analizados
respondieron de forma similar a las diversas condiciones ensayadas.

La eleccion de las condiciones adecuadas de extraccion logré maximizar la
obtencion de los compuestos bioactivos de la matriz del pétalo. El solvente fue el
factor que mas afectd la respuesta, seguido por la temperatura, mientras que el

tiempo no tuvo efecto significativo en las respuestas analizadas.
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