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RESUMEN

La cebolla, uno de los vegetales mas cultivados y consumidos,
es una fuente muy valiosa de sustancias antioxidantes. Con-
cretamente, todos los tipos de cebollas (blancas, amarillas o
rojas) son ricas en flavonoles, principalmente en quercetina,
reconociéndose a la cebolla como la principal fuente dietética
de este compuesto. En este trabajo, se propone el desarrollo de
un método de extraccién asistida por ultrasonidos (UAE), una
técnica econémica, verde y eficiente, para extraer dichos flavo-
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noles de matrices de cebolla roja. Las variables de extracciéon
mas importantes (% metanol y pH del disolvente, temperatura,
amplitud y ciclo del ultrasonido, y relacion disolvente-mues-
tra) se optimizaron utilizando la metodologia de Box-Behnken.
Las variables més influyentes (p < 0,05) fueron el % de metanol,
la amplitud y el pH (79% de metanol en agua, pH 2y 53,5% de
amplitud). El método desarrollado presenté una alta repetibi-
lidad y precision intermedia (RSD < 5%) asi como una alta re-
cuperacion con tiempos de extraccion muy cortos (2 minutos).

Palabras claves: Allium cepa, cebolla, compuestos fendlicos, fla-
vonoides, quercetina, PDA, UHPLC.

ABSTRACT

Onion, one of the most cultivated and consumed vegetables, is
a very valuable source of antioxidant substances. Specifically,
all types of onions (white, yellow or red) are rich in flavonols,
mainly quercetin, recognizing onion as the main dietary sour-
ce of this compound. This work proposes the development of
an ultrasound-assisted extraction method (UAE), an econo-
mical, green and efficient technique, to extract these flavonols
from red onion matrices. The most important extraction va-
riables (methanol % and solvent pH, temperature, amplitude
and cycle of the ultrasound, and solvent-sample ratio) were
optimized using the Box-Behnken methodology. The most in-
fluential variables (p < 0.05) were methanol %, amplitude and
PH (79% of methanol in water, pH 2, and amplitude of 53.5%).
The developed method showed a high repeatability and inter-
mediate precision (RSD < 5%) as well as a high recovery with
very short extraction times (2 minutes).

Keywords: Allium cepa, flavonoids, quercetin, onion, PDA,
phenolic compounds, UHPLC.
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1. INTRODUCCION

La cebolla (Allium cepa) es uno de los cultivos horticolas méds importantes a
nivel mundial’. Como verdura se ha consumido y cultivado ampliamente
en todo el mundo y ha aumentado su producciéon en mas del 25% en los
altimos afios (FAO). Esto es debido, no solo a su amplio uso como sabori-
zante gracias a su sabor y olor caracteristicos, sino también a que es una
fuente importante de compuestos beneficiosos**. El conocimiento actual
sobre estos compuestos ha demostrado que los extractos de cebolla y sus
compuestos bioactivos aislados tienen una amplia gama de efectos biol6-
gicos, que incluyen efectos antioxidantes, antiplaquetarios, antidiabéticos,
anticancerigenos, antimicrobianos, anti-inflamatorios y antibiéticos sobre
la salud humana®®. Se puede concluir, por tanto, el enorme interés que pre-
senta estudiar el perfil metabolémico de este bulbo.

Dentro de estos compuestos beneficiosos, la cebolla es muy rica en com-
puestos fendlicos, especialmente en flavonoides. Con respecto a los flavo-
noides presentes en la cebolla, las antocianinas y los flavonoles han sido
los compuestos mayoritarios reportados’. Mientras que las antocianinas se
encuentran exclusivamente en las cebollas rojas, todos los tipos de cebo-
llas (blancas, amarillas o rojas) son ricas en flavonoles, principalmente en
quercetina, reconociéndose a la cebolla como la principal fuente dietética
de este compuesto®. La quercetina, la quercetina 3,4-O-diglucésido y la
quercetina 4’-O-glucésido son los flavonoles mayoritarios de la cebolla y
representan aproximadamente el 95-99% del contenido total de flavonoles’.
Estos compuestos poseen una elevada actividad antioxidante por lo que
actdan como potentes donantes de electrones eliminando residuos de los
radicales libres. Estas caracteristicas les otorgan los efectos de promocién
de la salud anteriormente mencionados y los convierten en el objeto de
estudio de este trabajo.

El andlisis en detalle de estos compuestos es de gran importancia porque
permite evaluar el perfil metabolémico de las cebollas. Para ello, es fun-
damental contar con métodos de extracciéon 6ptimos que permitan extraer
los compuestos de interés y analizarlos con fiabilidad'. Con respecto a los
métodos de extracciéon empleados para extraer los compuestos fenélicos de
la matriz de cebolla, en la mayoria de los estudios se emplean técnicas tra-
dicionales como la maceracion' o la agitaciéon magnética'®. Estas técnicas
tienen la desventaja de que suelen implicar largos tiempos de extracciéon
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para generar rendimientos adecuados. Por ello, en este trabajo se ha decidi-
o evaluar el efecto de la extraccion asistida por ultrasonidos en la
d 1 1 efecto de la ext tid It dos (UAE 1
extraccion de flavonoles en cebolla roja. En comparacién con los métodos
t de fl 1 boll E 1 tod
tradicionales, UAE permite una mayor dispersién de la fase sélida en la
liquida, es decir, una mejor interfase de contacto. Esto conlleva que se pue-
an obtener buenos rendimientos en menores tiempos y con un menor uso
dan obt b d t t
de disolventes, lo que ademés de suponer un ahorro econémico, permite
que estas técnicas de extraccion sean consideradas dentro de la denomina-
da “quimica verde”.

Ademads de contar con una técnica de extraccion eficiente, hay que tener en
cuenta que los resultados de la extracciéon dependen mucho de las condicio-
nes empleadas. Como variables influyentes cabe mencionar la temperatura,
el tiempo, el tipo de disolvente, la proporcién y/o mezcla de dichos disol-
ventes, etc.’*!, Mediante el empleo de las condiciones mas adecuadas para
cada aplicacion, se pretende maximizar la recuperacion de los compuestos
de interés y limitar la degradacion de éstos en el extracto’. Para el desa-
rrollo y optimizacién de métodos de extraccién lo mas empleado es el uso
de los disefios de experimentos de superficie de respuesta. Concretamente,
uno de los disefios mas utilizado actualmente es el conocido con el nombre
de Box-Behnken (BBD) ya que requiere pocos experimentos y evita aquellos
en condiciones extremas.

Por lo tanto, el objetivo del presente estudio es el desarrollo y optimizacién
de un método de extraccién asistida por ultrasonidos para la extraccion de
los flavonoles mayoritarios en cebolla roja. Disponer de métodos de extrac-
cién eficientes es de gran utilidad porque permite evaluar la calidad de las
muestras de cebolla y seleccionar aquellas variedades que presenten un
mayor contenido de compuestos bioactivos, y que por tanto, tendran mejo-
res caracteristicas biofuncionales para la salud de los consumidores.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Material biolégico

El material biolégico empleado en este estudio fue muestras de cebolla roja
(variedad Morada) obtenidas de un supermercado local de la provincia de
Cédiz, Espana. Concretamente, se estudi6 el contenido en flavonoles del
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bulbo. Para ello, las capas externas de la cebolla se retiraron y el bulbo se
cort6 en pequeios trozos. Este bulbo cortado, se sometié a una etapa de lio-
filizado en un liofilizador LYOALFA (Azbil Telstar Technologies, Tarrasa,
Barcelona, Espafia), y una vez liofilizado se trituré en un molino de cuchi-
lla ZM200 (Retsch GmbH, Haan, Alemania). Finalmente, las muestras en
polvo se almacenaron en un congelador a -20 °C hasta su posterior andlisis.

2.2 Disolventes y reactivos

Para la extraccién asistida por ultrasonidos se emplearon como disolven-
tes mezclas de metanol (Fischer Chemical, Loughborough, Reino Unido)
de pureza HPLC y agua Milli-Q, obtenida mediante un sistema de purifi-
cacién Millipore (Bedford, Massachusetts, Estados Unidos). Ademas, los
disolventes presentaron distintos valores de pH por lo que fue necesario
el empleo de una disolucién de HCl y una de NaOH (Panreac, Barcelo-
na, Espafia) ambas a 0,1 M para el ajuste de pH. Para el andlisis de los
compuestos extraidos se emplearon los siguientes disolventes: metanol y
acetonitrilo, ambos de grado HPLC y obtenidos de Panreac (Barcelona, Es-
pafa), agua Milli-Q, obtenida mediante el sistema de purificacién Millipo-
re anteriormente mencionado, y acido acético (Merck KGaA, Darmstadt,
Alemania). Para la cuantificacién de los compuestos extraidos se emple6
quercetina 3-glucésido (Sigma-Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO, USA)
como estandar comercial.

2.3 Extraccion asistida por ultrasonidos

2.3.1 Equipo de extraccién asistida por ultrasonidos

Para llevar a cabo la extraccién asistida por ultrasonidos se empleé una
sonda Sonopuls HD 2070.2 (BANDELIN electronic GmbH & Co KG, Hein-
richstrabe, Berlin, Alemania), acoplada a un procesador que permite ajustar
tanto la amplitud como el ciclo y el tiempo de trabajo. Se utiliz6 ademas un
bafio termostatico (Frigiterm-10, Selecta, Barcelona, Espafa) en el cual se
puede ajustar la temperatura deseada y un vaso de doble pared, para man-
tener la muestra introducida en su interior a la temperatura seleccionada.
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2.3.2 Procedimiento de extraccion

Para el desarrollo del método de extraccion de flavonoles de matrices de
cebolla roja, se llevaron a cabo una serie de experimentos. Para cada expe-
rimento, se pesaron aproximadamente 0,2 gramos de muestra en un tubo
Falcon y se anadié el volumen correspondiente de disolvente en funcién
del experimento. El tubo Falcén se colocé en el vaso de doble pared, para
mantener la muestra a la temperatura deseada, y en su interior se introdujo
la sonda de ultrasonidos. El tiempo de extraccién inicial fue de 10 minutos
y las condiciones de extraccién se fijaron en funcién de cada experimen-
to. Concretamente, el rango estudiado para cada uno de los factores fue
el siguiente: MeOH (%) (25-50-75), pH (2-4,5-7), temperatura (°C) (10-35-
60), amplitud (%) (30-60-90), ciclo (s) (0,2-0,45-0,7) y ratio (g/mL) (0,2/10-
0,2/15-0,2/20). Pasado el tiempo de extraccién, los extractos obtenidos
se centrifugaron y el sobrenadante se traspasé a un matraz aforado de 25
mL. El precipitado obtenido de la centrifugacion se re-disolvié en 5 mL del
mismo disolvente de extraccion y se centrifugé de nuevo bajo las mismas
condiciones. El nuevo sobrenadante se volvié a traspasar al matraz aforado
y este se termind de enrasar con el mismo disolvente. Finalmente, el conte-
nido del matraz se almacené hasta su posterior analisis a -20 °C.

2.4 Cromatografia liquida de ultra-alta eficacia

Para llevar a cabo la cuantificacién y andlisis de los flavonoles presentes en
el bulbo de cebolla roja se hizo uso de la cromatografia liquida de ultra-alta
eficacia (UHPLC). Concretamente, se emple6 un equipo ACQUITY UPLC®
H-Class System (Waters Corporation, Milford, Massachusetts, Estados
Unidos) acoplado a un detector de matriz de fotodiodos (DAD e\ Detec-
tor). La columna empleada fue de fase reversa, Acquity UPLC® BEH C18
(1,7 pm, 2,1 x 100 mm, Waters, Milford, Massachusetts, Estados Unidos).
Los disolventes empleados como fase moévil fueron: agua Milli-Q (Fase A)
y acetonitrilo (Fase B), ambos acidificados al 2% con acido acético. Ambos
disolventes se filtraron con un filtro de 0,22 um de tamafio de poro (Sar-
torius, Gotinga, Alemania) y se sonicaron en un bafio de ultrasonido S300
(Elma, Singen, Alemania). Por otro lado, todos los extractos de UAE se fil-
traron haciendo uso de un filtro de jeringa de 0,22 pL (Filter-Lab, Barcelona,
Espana). Para conseguir una buena resolucién de los picos cromatogréficos
se probaron varios métodos, flujos, etc. Finalmente, de entre todos los gra-
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dientes se seleccion¢ el siguiente por proporcionar unos resultados éptimos,
con unos picos cromatograficos bien resueltos y facilmente integrables: 0,0
min, 10% B; 5 min, 53,03% B; 5.10 min, 100% B; 7 min, 100% B; 7.5 min, 0%
B; 10 min, 0% B. Con respect6 al volumen de inyeccién de muestra, el flujo
de disolvente y la temperatura de columna se seleccionaron 3 pL, 0,59 mL/
min y 55 °C, respectivamente. Mediante el empleo de estas condiciones se
consigui6 separar de manera adecuada los 7 flavonoles mayoritarios de la
cebolla (quercetina 3,7,4’-triglucésido, quercetina 7,4’-diglucésido, querce-
tina 3,4’-diglucésido, isorhamnetina 3,4’-diglucésido, quercetina 3-glucé-
sido, quercetina 4-glucésido, e isorhamnetina 4’-glucésido) en un tiempo
inferior a 2,6 minutos. En la Figura 1 se muestra el cromatograma obtenido.
Todo el sistema fue controlado mediante el Software Empower™ 3 (Waters
Corporation, Milford, Massachusetts, Estados Unidos).

Una vez analizados los flavonoles, para llevar a cabo su cuantificaciéon se
us6 una recta de calibrado preparada a partir de un patrén de referencia,
quercetina 3-glucésido. El rango de linealidad estudiado fue 0,5-200 ppm.
A partir de ésta, se obtuvo una recta de calibrado para cada uno de los fla-
vonoles identificados en la cebolla suponiendo similar absorbancia entre
ellos y teniendo en cuenta los pesos moleculares de cada uno.

2.5 Diseiio de Box-Behnken (BBD) para la optimizacion del método de
extraccion

Para el desarrollo y optimizacién del método de extraccion de flavonoles
en matrices de cebolla, se llevé a cabo un disefio de experimentos de super-
ficie de respuesta conocido con el nombre de Box-Behnken (BBD). Este tipo
de disefio se caracteriza por presentar inicamente tres niveles por factor:
un nivel inferior (-1), uno intermedio (0), y uno superior (1). No obstante,
el rasgo que diferencia a este disefio de otros, es que ademéds de no tener
un disefio factorial o factorial fraccionado incrustado, no presenta puntos
axiales, sino que posee un arreglo mas esférico de los puntos del disefio,
evitando asi experimentos en condiciones extremas'®. Cuando este disefio
estadistico experimental se combina con la metodologia de superficie de
respuesta (RSM), se puede estudiar el efecto de los factores sobre la varia-
ble respuesta. En este trabajo, se estudiaron los siguientes 6 factores inde-
pendientes: composicion del disolvente (% metanol en agua) (X,), pH del
disolvente (X,), temperatura de extraccion (X,), amplitud del ultrasonido
(X,), ciclo (X,), y relacion masa de la muestra:volumen del disolvente (“ra-
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tio”) (X,). Como se ha comentado anteriormente, cada factor se estudio en
tres niveles, uno inferior, uno intermedio y uno superior. Especificamente,
el rango estudiado para cada factor se muestra en la Tabla 1. La variable
respuesta estudiada fue la concentracién total de flavonoles presentes en el
bulbo de cebolla roja (Y,,, mg g"), calculada como suma total de la concen-
tracion de cada uno de los 7 flavonoles individuales obtenidos mediante
UHPLC. El disefio consistié por tanto en 54 experimentos con seis puntos
centrales para el calculo del error. Todos los experimentos fueron reali-
zados de manera aleatoria. Estos experimentos, junto con los resultados
obtenidos se incluyen en la Tabla 1.

Mediante el tratamiento de los resultados obtenidos haciendo uso de RSM
se obtiene un modelo matematico que se ajusta lo mejor posible a las res-
puestas experimentales obtenidas en funcién de las condiciones empleadas.
La significancia estadistica, la falta de ajuste y los términos de regresion
se evaluaron a partir del andlisis de la varianza (ANOVA). La calidad del
ajuste del modelo se evalué mediante el coeficiente de determinacién (R?).
Para llevar a cabo todo el disefio experimental se emple6 el software Stat-
graphics Centurion XVI (Statgraphics Technologies, Inc., The Plains, Virgi-
nia, Estados Unidos).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Desarrollo del método de UAE

Los resultados del disefio de experimentos (Tabla 1) se analizaron median-
te un analisis de la varianza (ANOVA) con el objetivo de evaluar el efecto
de los factores de interés, asi como las posibles interacciones entre ellos.
Los resultados de este andlisis se muestran en la Tabla 2. A partir de los
resultados obtenidos se puede determinar que el analisis explica el 85,01%
de la variabilidad total, lo cual es consistente con la semejanza estadistica
entre los valores experimentales y tedéricos mostrados en la Tabla 1. Ade-
mas, a raiz de estos resultados se puede conocer qué factores y/o interac-
ciones son influyentes en la respuesta. Se consideré que aquellos factores
y/ o interacciones con p-valores inferiores a 0,05 tenian una influencia sig-
nificativa en la respuesta al nivel de significancia seleccionado (95%). Esta
informacion se suplementa con el gréafico de Pareto (Figura 2), a partir del
cual se puede conocer de manera mas sencilla y visual los factores o inte-
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racciones influyentes. Aquellos factores y/o interacciones cuya barra hori-
zontal supere la linea vertical son considerados influyentes.

En el caso concreto de la extraccion de flavonoles en cebolla roja, las varia-
bles lineales mas significativas (p-valor < 0,05) fueron el porcentaje de me-
tanol en el disolvente y la amplitud del ultrasonido. Con respecto a las in-
teracciones, la interaccién cuadratica porcentaje de metanol-porcentaje de
metanol, la interaccién amplitud-amplitud y la interaccién porcentaje de
metanol-pH mostraron también un efecto significativo en la extraccién de
flavonoles. Estos resultados concuerdan con los encontrados en la biblio-
grafia, los cuales indican que el porcentaje de metanol, el pH y la amplitud
son variables muy influyentes en la extraccién de compuestos bioactivos
de matrices naturales*.

Concretamente, el porcentaje de metanol mostré un efecto positivo en la
variable respuesta, lo cual indica que un incremento en el porcentaje de
metanol del disolvente favorece la extracciéon de los flavonoles en cebolla
roja. Las investigaciones han demostrado que las mezclas hidroalcohélicas
son mas eficientes que los disolventes puros en la extracciéon de moléculas
anfifilicas o moderadamente polares, como los polifenoles'. Esto se debe
a la polaridad intermedia de tales mezclas, que es similar a las de los com-
puestos fenodlicos. Esta similitud de polaridades mejora la solubilidad de
los compuestos de interés en el disolvente, lo cual favorece su posterior
extraccion.

Con respecto a la amplitud, esta mostré un efecto negativo en la variable
respuesta, lo cual indica que un incremento en la amplitud del ultrasonido
puede desfavorecer la extraccion de los flavonoles en cebolla roja. La ener-
gia proporcionada por el ultrasonido es necesaria para liberar los compues-
tos objetivo de la matriz, sin embargo, también puede acelerar el proceso
de degradacién de los compuestos fendlicos®. Se ha encontrado que duran-
te la extraccion asistida por ultrasonido (durante 30 min) se puede producir
una degradacion de hasta el 75%% y todas las reacciones se promueven
cuando se utilizan amplitudes altas?, incluida la formacion de radicales
libres. En esos casos, los flavonoles pueden actuar como compuestos de
eliminacién en especies reactivas de oxigeno, y luego sufrir reacciones de
oxidacion.
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3.2. Condiciones dptimas

Por dltimo, del disefio de Box-Behnken se puede extraer informacién sobre
los valores 6ptimos de cada factor para obtener una respuesta maxima, es
decir, una mejor extraccién de los flavonoles. Concretamente, para UAE se
obtuvieron los siguientes valores 6ptimos: 79% de metanol en agua como
disolvente, 60 °C como temperatura de extracciéon, 53,5% como amplitud
del ultrasonido, ciclo de 0,54 s, pH 2 y 10,8 mL:0,2 g de “ratio”. La tempe-
ratura 6ptima fue de 60 °C. Esto concuerda con los resultados encontrados
en la bibliografia segin los cuales altas temperaturas provocan que la tasa
de transferencia de masa se incremente, al igual que la solubilidad, resul-
tando en un mayor rendimiento global®*. De igual manera, tal y como se
coment6 anteriormente, el porcentaje de metanol 6ptimo también fue ele-
vado (79%), lo cual indica que los flavonoles extraidos son moderadamente
polares y por ello se extraen mejor con disolventes con mayor porcentaje
de metanol que de agua. Con respecto al pH 6ptimo, este fue un pH &cido
de 2. La acidificacion del disolvente también ayuda a aumentar la eficiencia
de la extraccién de compuestos bioactivos®. Los acidos en los disolventes
juegan un papel clave en la rotura de las membranas celulares, mejorando
asi la liberacion y solubilizacién de los compuestos de interés, como en este
caso de los flavonoles de la matriz de cebolla®.

3.3. Estudio de la cinética de extraccion

Una vez obtenidos los valores dptimos, estos se emplearon para estudiar la
cinética de extraccion del método. Para ello, se realizaron experimentos de-
jando fijos los valores 6ptimos de los factores ya estudiados y variando el
tiempo, con el objetivo de optimizarlo. Los experimentos se realizaron por
triplicado y los tiempos estudiados fueron 2, 5, 10, 15, 20, 25 y 30 minutos.
Los resultados obtenidos se muestras en la Figura 3. A partir de la grafica
puede apreciarse como los extractos que fueron sometidos a ultrasonidos
durante 2 minutos presentan unos resultados mayores, es decir, una mayor
cantidad de flavonoles totales extraidos. Ademas, a partir de los 2 minutos,
un mayor tiempo de aplicacién de ultrasonidos va dando lugar cada vez a
peores resultados. Este hecho puede deberse a que los extractos empiezan
a degradarse al verse sometidas a un largo tiempo de ultrasonidos a la
temperatura de extraccion programada.
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3.4. Estudio de la repetibilidad y precisién intermedia

Por altimo, para dar por finalizado el estudio de la extraccién de flavonoles
por ultrasonidos de matrices de cebollas rojas, se llevé a cabo un estudio
de la repetibilidad y precision intermedia de dicho método. Para ello se
realizaron un total de treinta experimentos durante tres dias consecutivos,
llevando a cabo diez experimentos cada uno de los dias. Los resultados de
repetibilidad obtenidos fueron del 3,61%, mientras que los de precisiéon
intermedia fueron del 4,05%. Al ser ambos valores inferiores al 5%, el mé-
todo se puede considerar que presenta buena repetibilidad y presién in-
termedia, ya que suele considerarse en este tipo de trabajos un 5% como
maximo error permitido?. Al aplicar el método de UAE desarrollado bajo
las condiciones de extraccién 6ptimas se consiguié extraer 9,84 + 0,438 mg
flavonol g de la matriz de cebolla roja en un tiempo de extraccién de tan
solo 2 min.

4. CONCLUSIONES

Se ha desarrollado y optimizado un método preciso de extraccién asistida
por ultrasonidos que permite la extracciéon de los flavonoles mayoritarios
de matrices de cebolla roja. Las variables de extraccién maés influyentes
obtenidas fueron el porcentaje de metanol (79% de metanol en agua), la
amplitud (53,5%) y el pH (pH del disolvente 2). Ademas, el método de
extracciéon desarrollado proporciona un ahorro sustancial de tiempo pues
solo 2 minutos de extraccién son suficientes para obtener unos rendimien-
tos 6ptimos. Esta reduccién en el tiempo de extraccién conlleva también
una reduccién de disolventes y costes en comparacién con los métodos
empleados anteriormente. El método desarrollado presenta también una
buena repetibilidad y precisién intermedia. Todos estos resultados, unidos
al desarrollo de un método de anélisis por UHPLC rapido y sencillo para
el analisis y cuantificacién de los flavonoles extraidos, hacen que el método
UAE desarrollado pueda considerarse como una técnica adecuada para la
extraccién de compuestos bioactivos de matrices de cebolla roja. Esto es de
gran interés para las industrias porque permite estudiar de manera rdpida
y eficaz la calidad de la cebolla y los productos elaborados a partir de ella,
y por tanto también para la salud de los consumidores.
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Tabla 1. Disefio de experimentos de BBD para la extraccién de flavonoles
de cebollas rojas.

FACTORES* RESPUESTAS
EXPERIMENTO X X X | X | X | X .YTF (mg g-1) _
Experimental | Teérico
1 0 0 | -1 0 |[-1 ]-1 7,996 7,940
2 0 0 1 0 |[-1]-1 7,590 7,780
3 0 0 | -1 0 1 | -1 7,149 7,027
4 0 0 1 0 1 |- 7,089 6,718
5 0 0 |1 0 |1 1 6,672 6,894
6 0 0 1 0 | -1 1 6,645 6,916
7 0 0 | -1 0 1 1 7,555 7,215
8 0 0 1 0 1 1 6,881 7,087
9 0 | -1 0 |-1]-1 0 7,250 7,257
10 0 1 0 |-1]-1 0 7,326 7,565
11 0 | -1 0 -1 0 6,895 7,128
12 0 1 0 1 -1 0 7,507 7,649
13 0 |1 0 |1 1 0 7,098 7,169
14 0 1 0 | -1 1 0 7,236 6,790
15 0 | -1 0 1 1 0 7,188 7,162
16 0 1 0 1 1 0 7,217 6,997
17 -1 0 | -1 | -1 0 0 2,956 3,472
18 1 0 | -1 | -1 0 0 6,879 6,548
19 -1 0 1 -1 0 0 3,160 3,387
20 1 0 1 | -1 0 0 6,517 6,065
21 -1 0 | -1 1 0 0 2,772 3,297
22 1 0 | -1 1 0 0 6,820 6,520
23 -1 0 1 1 0 0 3,087 3,492
24 1 0 1 1 0 0 6,907 6,318
25 0 | -1 | -1 0 0 | -1 7,355 7,376
26 0 1 | -1 0 0 | -1 7,248 7,515
27 0 | -1 1 0 0 | -1 6,737 7,140
28 0 1 1 0 0 | -1 6,985 7,282
29 0o | -1 ]-1 0 0 1 7,164 7,017
30 0 1 ]-1 0 0 1 7,270 7,017
31 0 | -1 1 0 0 1 7,379 6,963
32 0 1 1 0 0 1 7,135 6,965
33 -1 ] -1 0 0 | -1 0 4,646 4,369
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34 1 -1 0 0 | -1 0 6,798 6,591
35 -1 1 0 0 | -1 0 5,677 4,884
36 1 1 0 0 | -1 0 6,875 6,905
37 -1 -1 0 0 1 0 3,755 3,513
38 1 -1 0 0 1 0 6,812 7,393
39 -1 1 0 0 1 0 2,922 3,342
40 1 1 0 0 1 0 6,530 7,020
41 -1 0 0 | -1 0 | -1 5,565 4,865
42 1 0 0 | -1 0 | -1 6,598 7,069
43 -1 0 0 1 0 | -1 4,148 4,144
44 1 0 0 1 0 | -1 6,890 6,495
45 -1 0 0 | -1 0 1 2,699 3,168
46 1 0 0 -1 0 1 6,786 6,717
47 -1 0 0 1 0 1 4,363 3,819
48 1 0 0 1 0 1 6,742 7,516
49 0 0 0 0 0 0 7,352 7,498
50 0 0 0 0 0 0 7,644 7,498
51 0 0 0 0 0 0 7,746 7,498
52 0 0 0 0 0 0 7,525 7,498
53 0 0 0 0 0 0 7,310 7,498
54 0 0 0 0 0 0 7,412 7,498

*X corresponde a cada uno de los factores estudiados: X1, %metanol; X2, pH; X3,
temperatura; X4, amplitud; X5, ciclo; X6, ratio.
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Tabla 2. Resultados del analisis de ANOVA de la extraccion UAE de fla-
vonoles.

& o) - %)
= Q @)
z | B2 22 /28| &8 | 8
= < 2 QO ~ A s s
Y e Ao Am § §
5 | 85 | =8 | s= | 4 | 4
S o o
Constante 7,50
A:%MeoH X1 1,48 52,23 1 52,23 | 203,52 | 0,0000
B:Temperatura X2 0,04 0,03 1 0,03 0,12 |0,7336
C:Amplitud X3 -0,07 0,12 1 0,12 0,48 |0,4936
D:Ciclo X4 0,02 0,01 1 0,01 0,04 |0,8527
E:pH X5 -0,19 0,82 1 0,82 3,21 |0,0849
F:Ratio X6 -0,17 0,69 1 0,69 2,67 10,1142
AA X12 -1,94 38,79 1 38,79 | 151,15 | 0,0000
AB X1X2 -0,05 0,02 1 0,02 0,08 |0,7803
AC X1X3 -0,10 0,08 1 0,08 0,31 |0,5837
AD X1X4 0,04 0,02 1 0,02 0,08 | 0,774
AE X1X5 0,41 1,37 1 1,37 5,35 |0,0288
AF X1X6 0,34 0,90 1 0,90 3,53 |0,0717
BB X22 -0,05 0,02 1 0,02 0,09 |0,7724
BC X2X3 0,00 0,00 1 0,00 0,00 |0,9975
BD X2X4 0,05 0,02 1 0,02 0,09 |0,7688
BE X2X5 -0,17 0,47 1 0,47 1,84 |0,1872
BF X2X6 -0,03 0,01 1 0,01 0,04 |0,8476
CcC X32 -0,44 1,99 1 1,99 7,75 | 0,0099
CD X3X4 0,07 0,04 1 0,04 0,15 |0,6993
CE X3X5 -0,04 0,01 1 0,01 0,04 |0,8357
CF X3X6 0,05 0,03 1 0,03 0,13 | 0,723
DD X42 -0,23 0,54 1 0,54 2,11 |0,1586
DE X4X5 0,03 0,01 1 0,01 0,03 |0,8652
DF X4X6 0,34 0,94 1 0,94 3,67 |0,0664
EE X52 -0,01 0,00 1 0,00 0,00 |0,9589
EF X5X6 0,31 0,76 1 0,76 2,96 | 0,097
FF X62 0,22 1 0,22 0,86 [0,3610
Error total 6,67 26 0,26
Total (corr,) 119,10 53
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Figura 1. Cromatograma de los 7 flavonoles identificados. 1. Quercetina
3,7,4’-triglucésido, 2. Quercetina 7,4’-diglucésido, 3. Quercetina 3,4’-di-
glucésido, 4. Isorhamnetina 3,4’-diglucésido, 5. Quercetina 3-glucésido, 6.
Quercetina 4-glucésido, e 7. Isorhamnetina 4’-glucésido.
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Figura 2. Diagrama de Pareto de la extracciéon por UAE de flavonoles.
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Figura 3. Optimizacion del tiempo para la extraccion de flavonoles por
UAE.
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