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los compuestos fendlicos presentes
en la cebada y determinaciéon de su
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RESUMEN

La cebada (Hordeum wvulgare L.) es considerada uno de
los cereales mas cultivados a nivel mundial debido a sus
importantes usos tanto en la alimentacién humana como
animal. Su grano es una gran fuente de compuestos fenélicos,
particularmente interesantes para la salud por poseer
propiedades antioxidantes, entre otras. Se ha empleado un
disefio de Box-Behnken con una metodologia de superficie
de respuesta para la optimizacién de la extraccién asistida
por ultrasonidos de los compuestos fendlicos presentes en
la cebada. Las condiciones 6ptimas fueron: 0,5 gramos de
muestra en 20 mL de MeOH 71% en agua a 64 °C y 10 minutos
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de tiempo de extracciéon. El analisis estadistico revel6 que
la relacién masa de muestra: volumen de disolvente fue la
variable més influyente. EI método desarrollado mostré un
alto nivel de precisiéon y se aplicé con éxito a varias muestras
de cerveza comercial para el andlisis de compuestos fenélicos
totales y capacidad antioxidante, con valores entre 1,08-1,37 y
1,42-3,04, respectivamente.

Palabras claves: Cebada, compuestos fendlicos, capacidad
antioxidante, disefio de Box-Behnken, extraccion asistida por
ultrasonidos.

SUMMARY

Barley (Hordeum wvulgare L.) is considered one of the most
cultivated cereals worldwide due to its important uses in
both human and animal nutrition. Its grain is a great source of
phenolic compounds, particularly interesting for health due to
its antioxidant properties, among others. A Box-Behnken design
with a response surface methodology was used to optimize the
ultrasound-assisted extraction of phenolic compounds present
in barley. The optimal conditions were: 0.5 grams of sample in 20
mL of 71% MeOH in water at 64 °C and 10 minutes of extraction
time. Statistical analysis revealed that the sample mass:solvent
volume ratio was the most influential variable. The developed
method showed a high level of precision and was successfully
applied to several commercial beer samples for the analysis of
total phenolic compounds and antioxidant capacity, with values
between 1.08-1.37 and 1.42-3.04. respectively.

Keywords: Barley, phenolic compounds, antioxidant capacity,
Box-Behnken design, ultrasound-assisted extraction.

1. INTRODUCCION

La cebada es un cereal muy consumido y se encuentra entre los cereales
mas antiguos. Es cultivada y usada para el suministro de alimentos tanto
animal, como por ejemplo en la producciéon de piensos debido a su gran
contenido en proteinas [1] como en la alimentacién humana, para el
malteo en la fabricacién de cerveza y otros productos como el jarabe de
malta, leche malteada, etc [2]. Recientemente, esta ganando un renovado
interés como ingrediente para la producciéon de alimentos funcionales
debido a su concentracién de compuestos bioactivos [3]. Su grano es una
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gran fuente de vitaminas, aminoacidos y compuestos fenélicos [4]. Estos
altimos han atraido la atencién de los cientificos debido a sus fuertes
actividades antioxidantes in vitro e in vivo y su capacidad para eliminar
radicales libres que se producen en las reacciones de oxidacioén [5,6]. Los
abundantes contenidos de compuestos fendlicos en la cebada revelan
que puede servir como una excelente fuente dietética de antioxidantes
naturales para la prevencién de enfermedades y la promocién de la salud,
presentando propiedades antinflamatorias, antioxidantes, antialergénicas
y anticancerigenas, entre otras [7-9].

La determinacién de compuestos fendlicos en una muestra sélida comienza
por la etapa de extracciéon de los mismos. No existe un método Gnico y
estandary varios parametros, como el disolvente, la temperatura o el tiempo,
pueden afectar significativamente la eficiencia de extraccién. Por lo tanto,
es necesario optimizar las diferentes variables para lograr una eficiente
recuperacién y maximizar el rendimiento [10]. Desde el punto analitico,
las técnicas mas usadas son aquellas que ahorran tiempo con un menor
uso de disolventes, siendo a su vez mas ecolédgicas [11]. Bonoli et al. (2004)
compararon la capacidad de extraccion de varias mezclas de disolventes y
también investigaron el uso de la extraccion liquida presurizada (PLE) [12].
Yu et al. (2001) fueron los primeros en realizar la hidrélisis enzimatica para
la extraccién de polifenoles de la cebada [13]. En este caso se hara uso de la
extraccion asistida por ultrasonidos (UAE), presentando ventajas como una
mayor sencillez, eficiencia y rendimiento, ademés de un menor consumo
de disolventes y energia frente a las técnicas convencionales. Es una técnica
de extraccién verde, rapida y ecolégica avanzada para la produccion de
extractos de alta calidad a partir de productos naturales. [14].

La UAE consiste en la aplicacién de ondas con una frecuencia entre
20.000 - 100.000 Hz, produciendo un fenémeno llamado “cavitacién”. Se
ha demostrado que, cuanto menor es la frecuencia, mayor es la burbuja
de la cavitacién. De esta manera, las burbujas colapsan con el disolvente
y rompen las paredes de la matriz de la muestra facilitando la liberacién
de los analitos [15]. En trabajos previos, se han realizado estudios sobre
compuestos fendlicos en cebada, usando UAE, aunque no se ha llevado
a cabo un desarrollo y optimizacién de los métodos de extraccion para
obtener las condiciones éptimas [16].

Para la optimizacién de los parametros implicados en la extraccion de
los compuestos fenélicos de la cebada se llevé a cabo un disefio de Box-
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Behnken (BBD), un tipo de disefio factorial de superficie de respuesta
[17]. La metodologia de superficie de respuesta (RSM) es una herramienta
ampliamente utilizada para analizar las respuestas que se ven afectadas
por multiples variables y sus interacciones [18]. Una de sus principales
ventajas es la capacidad para tener en cuenta las interacciones entre
diferentes variables, en comparacién con los andlisis tradicionales de una
sola variable. Un disefio experimental apropiado puede reducir el nimero
de experimentos a realizar y se puede ajustar un modelo matematico a los
datos adquiridos a partir de un namero seleccionado de combinaciones de
variables [19].

Los objetivos de este estudio fueron optimizar los pardmetros de extraccion
de los compuestos fendlicos totales presentes en la cebada mediante UAE
y posteriormente, evaluar su poder antioxidante mediante el método de
DPPH. Ademas, se evalué laidoneidad y aplicabilidad del método mediante
el analisis de la concentracién de compuestos fendlicos en distintos tipos de
cerveza comercial.

2. MATERIALES Y METODOS

El desarrollo de los métodos de extraccion se llevé a cabo con una mezcla
de 100 g de tres tipos de cebada empleadas en la elaboracién de cerveza:
IPA, Weissbier y Pale Ale. Estas cebadas se obtuvieron de la marca
“Cervezania” (Seville, Spain). Las cebadas se mezclaron y se molieron en
un molino ZM200 (Retsch-Allee 1-5, Haan, Germany) con un tamiz de 0,25
pum, y la mezcla molida se guardé a temperatura ambiente hasta su anélisis.

La UAE se llevé a cabo con una sonda Sonopuls Ultrasonic Homogeniser
HD4100 (Bandelin, Berlin, Germany) que permite el control y modificacién
del ciclo (fijado en 0,9 s™) y la amplitud (fijada en un 20% de la maxima (70
W)). Esta sonda esta acoplada a un bafio termostético (FRIGITERM-10, JP
Selecta, Abrera, Spain) donde se fija la temperatura. Para la extraccién se
pesé una cantidad determinada de muestra molida (segtn disefio) y se le
afiadieron 20 mL del disolvente adecuado paralarealizacién de la extraccion
durante 10 min. Una vez terminada, el extracto obtenido se centrifugé a
1702G durante 5 minutos. El sobrenadante se llevé a un volumen de 25
mL con agua MilliQ. Para el posterior analisis, el extracto fue filtrado con
filtro de jeringa de nylon de 0,22 pm (Nylon Syringe Filter, FILTER-LAB,
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Barcelona, Spain). Las variables independientes analizadas mediante el
BBD, junto con sus niveles evaluados se fijaron en base a trabajos previos
[20,21] y se muestran en la Tabla 1.

La cuantificacion de los compuestos fendlicos se realiz6 con un
espectrofotémetro UV-Vis Cary 60 (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA) y empleando el método de Folin-Ciocalteu [22]. Para ello, se
introdujeron en un matraz aforado de 25 mL: 0,25 mL de muestra, 12,5 mL
de agua destilada, 1,25 mL de reactivo Folin-Ciocalteu y 5 mL de solucién
de Na,CO, (20%), enrasandolo finalmente con agua destilada. La reaccion
entre los compuestos fendlicos de la muestra y el reactivo de Folin-Ciocalteu
forma un complejo de color azul, que absorbe a un méximo de 765 nm y
cuya intensidad de color depende de la proporciéon de estos compuestos.
Debido a la cinética de extraccién y la estabilidad del complejo formado,
las muestras se mantuvieron durante 30 min antes de medir la absorbancia,
tiempo necesario para la formacién del complejo. Previamente se realizé
una recta de calibrado, usando el mismo procedimiento y acido galico como
patrén, preparando patrones de concentraciéon conocida entre 1 y 1000 mg
L. La recta de calibrado fue y = 0,0529x + 0,0202; R*= 0,9991; LOD 0,499
mg L'y LOQ 1,647 mg L. Los resultados se expresaron como mg de acido
galico equivalente por gramo de cebada (mg GAE g de cebada).

La actividad antioxidante de los extractos de cebada se determind
empleando el método del DPPH con algunas modificaciones [23]. Se usaron
2 mL de una disolucién de DPPH (6x10-° mol L) y 100 pL de muestra.
Se dej6 reposar durante 40 min a temperatura ambiente y en ausencia de
luz. Finalmente, la absorbancia se determiné a una longitud de onda de
515 nm. Se construy6 una recta de calibrado usando trolox como patrén
a concentraciones entre 0,5 y 100 mg L. La recta de calibrado fue y =
0,8596x + 0,3090; R?= 0,9994; LOD 2,096 mg L' y LOQ 6,916 mg L. Los
valores encontrados en las muestras de extractos se expresaron como mg
equivalentes de trolox por gramo de cebada (mg TE g de cebada).

Los datos de los analisis llevados a cabo por triplicado se expresaron como
media + desviacién estdndar. En primer lugar, estos datos se sometieron a
una prueba de Shapiro-Wilk para verificar la normalidad y homogeneidad
de las varianzas de los datos; y, posteriormente, a un Analisis de
Varianza (ANOVA), junto con la prueba de Tukey, para determinar si los
diferentes contenidos de polifenoles presentaban valores estadisticamente
significativos a un nivel de significancia del 95%. En consecuencia, los
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resultados con un p-valor < 0.05 se consideraron estadisticamente diferentes.
El software empleado para el desarrollo de los disefios de experimentos ha
sido Statgraphic Centurion Version XVIII (Statgraphics Technologies, Inc.,
Los Llanos, VA, USA).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Disefio experimental

El disefio de Box-Behnken fue aplicado debido a su gran eficacia y namero
limitado de experimentos [24]. Se evalué el efecto de tres variables (%
MeOH, temperatura y g muestra: volumen disolvente (ratio)) sobre la
recuperacion de compuestos fendlicos totales. Se trabajé con 3 factores y 3
repeticiones del punto central, por lo que se llevé a cabo un disefio de 15
experimentos.

Los resultados del disefio experimental muestran que los rendimientos de
la extraccién estuvieron entre 0,6950 y 1,0189 mg de compuestos fendlicos
totales por g de cebada, datos recogidos en la Tabla 2. Ademas, la columna
de error relativo present6 el valor de diferencia porcentual relativa para
cada una de las condiciones de extraccion entre el valor experimental y el
calculado segtin el modelo desarrollado. Puede comprobarse como result6
ser inferior al 6% en todos los casos.

Tras realizar la matriz de experimentos indicada en el diseho BBD, los
resultados estadisticos obtenidos de los compuestos fendlicos para cada uno
de los factores optimizados se observan en la Tabla 3. El analisis de la varianza
(ANOVA) indic6 que el modelo explica el 89,86% de la variabilidad total, lo
que muestra un fuerte ajuste entre los valores extraidos y los predichos por
el modelo. La desviacién estandar de los residuos fue de 0,0549 y el error
medio absoluto de 0,0266. En este caso, el p-valor para la falta de ajuste (lack
of fit) no resulté inferior a 0,05, por lo que el modelo seleccionado resulta
adecuado para describir los datos observados. Las variables e interacciones
con un p-valor inferior a 0,05 se consideran significativamente influyentes
en la respuesta con un nivel de confianza del 95%. Concretamente fueron la
ratio, la temperatura y el efecto cuadratico del disolvente empleado.

También se obtuvo la ecuacién polinémica de segundo grado que permite
modelar el comportamiento de las variables de extraccién y su efecto en
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la recuperacién de los compuestos fendlicos. Esta ecuacién polindémica
para calcular el total de compuestos fendlicos mediante UAE contiene los
coeficientes de las variables y sus interacciones.

Compuestos fenélicos totales = 0,9880 + 0,0307*X, - 0,0615*X, + 0,0539*X, -
0,1150*X,* - 0,0349*X *X,, + 0,0018*X *X, - 0,0534*X,* -
0,0208*X,*X, - 0,0629*X.?

Donde X, es el porcentaje de metanol en agua en el disolvente de extraccion,
X, es numero de gramos utilizados en cada extraccion por cada 20 mL de
disolvente y X, es la temperatura de trabajo en °C.

Los resultados se representaron graficamente mediante un diagrama de
Pareto (Figura 1). En él puede observarse la significancia de cada una de
las variables y sus posibles interacciones en orden decreciente. La longitud
de cada barra es proporcional al valor absoluto de su efecto estandarizado
asociado. Todas aquellas variables que superen el valor de 2,57 presentan un
efecto significativo sobre el nivel de compuestos fendlicos en los extractos
con un nivel de confianza del 95%. Se puede ver la misma informacién
mencionada anteriormente en el ANOVA.

En la Figura 1 se observa que el factor cuadratico del disolvente, asi
como la ratio y la temperatura presentan efectos significativos sobre la
respuesta. Los signos positivos indican una relacién directa entre el efecto
o interaccion y la variable respuesta, mientras que los signos negativos se
refieren a una relacién inversa. Por un lado, se puede ver que el factor
cuadratico del disolvente y la ratio tienen un efecto negativo, es decir,
cuanto menor sean sus valores, mas compuestos fendlicos se extraen. Por
otro lado, la temperatura tiene un efecto positivo, es decir, cuanto mayor
sea la temperatura usada durante la extraccién mayor serd la cantidad de
compuestos fenodlicos. Estos factores con efectos significativos también
se han encontrado en otras investigaciones, como en la obtencion de
compuestos antioxidantes de black chokeberry [25], donde se encontré que
el producto cuadratico del disolvente influia de manera significativa, siendo
mayor la cantidad de compuestos antioxidantes extraidos, cuanto menor
era el producto cuadratico. La temperatura también era una variable con
significancia y cuanto mayor era esta, mayor era la cantidad de compuestos
antioxidantes extraidos en la muestra, de la misma manera que sucede con
la extracciéon de compuestos fendlicos en la cebada. Ademads, el método para
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extraer compuestos fendlicos en la cebada presenta una alta correlaciéon con
el poder antioxidante y permite una determinacién mds rdpida y fiable que
la determinacién del poder antioxidante [26]. Una vez obtenido el modelo,
se ha empleado para la obtencion de las condiciones 6ptimas de extracciéon
a través del analisis de la superficie de respuesta (Figura 2).

El modelo desarrollado permiti6 establecer los valores 6ptimos para
maximizar la extraccion de los compuestos fendlicos presentes en la cebada.
En este caso, se establecieron los siguientes valores: 71% MeOH en agua, 64
°Cy 0,5 g de muestra en 20 mL de disolvente.

Aunque el valor de la ratio fue el minimo establecido para el disefio de
experimentos y produce efectos significativos sobre la respuesta de manera
inversa, tal como se ha descrito previamente, no se empleé valores mas
bajos. Esto es debido a que, si disminuimos mas el valor, el extracto
presentaria una dilucién elevada y se podrian producir problemas a la
hora de la cuantificacién posterior [27]. Por otra parte, se observé que, a
mayor temperatura, mayor cantidad de compuestos fendlicos se extrafan.
Esto es debido a que las temperaturas altas favorecen la rotura de los
enlaces de Van der Waals, de puentes de hidrégeno y los enlaces dipolo-
dipolo. Ademds, la tensién superficial y viscosidad del disolvente mejoran
la penetracion del disolvente en la matriz, liberando mas rapidamente
los analitos [28,29]. No se ensayaron temperaturas superiores puesto que
producirian la evaporacién del disolvente y afectarian a la variable ratio,
ademas de la posible degradaciéon de los compuestos de interés.

3.2. Optimizacién del tiempo de extraccion

Se realiz6 el estudio del tiempo de extraccion para determinar el tiempo
minimo necesario para obtener la maxima concentracién de compuestos
fendlicos totales en la cebada. Se estudiaron por triplicado tiempos entre 5
- 30 minutos (Figura 3). Se observaron diferencias significativas entre 5 y
10 min, pero a partir de este momento no hubo diferencias significativas a
tiempos superiores, por lo que se establecié 10 minutos como tiempo 6ptimo
de extraccién, ya que supone un gran ahorro en cuestiones de tiempo de
analisis. Tiempos cortos de extraccién han sido previamente reportados
como los mas adecuados empleando esta misma técnica, lo que se explica en
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base a la alta energia aportada por los ultrasonidos que, por un lado, facilitan
la extraccién, pero por otro pueden incidir en los procesos de degradacion de
los compuestos fenélicos a largos tiempos de anélisis [30].

3.3. Repetibilidad, precision intermedia y recuperacién

Una vez obtenidas las condiciones 6ptimas del método de extraccion,
se determiné la repetibilidad y la precision intermedia del método
optimizado. Para la repetibilidad se realizaron 8 extracciones en un mismo
dia (n = 8) y para la precisién intermedia se llevaron a cabo 8 extracciones
por dia durante tres dias consecutivos (n = 8 + 8 + 8). Los coeficientes de
variacién obtenidos fueron de 3,48% y 6,78%, respectivamente, siendo
ambos inferiores al 10%, que se considerar aceptable para afirmar que un
método de extracciéon con una determinacién final por espectroscopia es
preciso [31].

Para finalizar, se realizé un estudio de recuperacién durante el proceso
de extracciéon. Para ello, se realizaron extracciones por triplicado en las
condiciones 6ptimas de extraccién, afladiendo 1 mL de una disolucién de
acido galico de 100 mg L' a la muestra a extraer. Tras las extracciones, se ha
obtenido un nivel de recuperacién del 103,48% de media.

3.4. Aplicacion a muestras reales

Una vez desarrollado y optimizado el método de extraccion asistido por
ultrasonidos para los compuestos fendlicos totales presentes en la cebada,
se aplic a diferentes variedades de cerveza. Cada una de ellas se analizé
por triplicado, obteniendo los resultados mostrados en la Tabla 4.

A la vista de la Tabla 4, se obtuvo que la variedad de cerveza Pale Ale
presenté mayor cantidad de compuestos bioactivos en comparacién con las
otras dos variedades, seguida de la IPA.

3.4. Actividad antioxidante

Una vez desarrollado y optimizado el método de extraccién asistido por
ultrasonidos, se llevé a cabo el estudio de la capacidad antioxidante de los
extractos obtenidos, mediante el método del DPPH (Tabla 4). Todos los
analisis se llevaron a cabo por triplicado.
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En este caso, se observo que la cerveza que presenté una mayor capacidad
antioxidante fue la IPA en comparacién con las otras dos variedades. De
forma general suele haber una correlacién entre el nivel de compuestos
fenodlicos y el nivel de capacidad antioxidante, si bien es cierto que no
siempre ocurre asi y ademas no es directamente proporcional, lo que sugiere
que hay otros compuestos que presentan poder antioxidante ademas de los
compuestos fendlicos. Se ha comprobado en la bibliografia existente que en
la cebada existen otros compuestos con alta capacidad antioxidante ademas
de los compuestos fendlicos como es el triptéfano [32]. Este puede ser el
motivo por el que los valores de la capacidad antioxidante no presentan
una correlacion total con los niveles de compuestos fendlicos totales [33].

4. CONCLUSIONES

La extraccién asistida por ultrasonidos demostré ser una técnica bastante
efectiva y rapida para la extraccién de una amplia gama de compuestos
fenodlicos presentes en la cebada. BBD se utilizé con éxito para establecer
los parametros 6ptimos de extraccién. La variable més influyente fue la
relacién entre la masa de muestra y el volumen de disolvente, aumentando
la cantidad de compuestos bioactivos extraidos cuanto menor sea su
valor. Se trata de un método bastante rapido, ya que en un tiempo de
tan solo 10 minutos se pudieron extraer la mayoria de los compuestos
beneficiosos para la salud. Ademads, el método desarrollado presentd
una alta precisiéon en términos de repetibilidad y precisién intermedia y
se aplic con éxito a varias muestras de cerveza comercial que contenian
distintas concentraciones de cebada. Se ha comprobado como de forma
general hay una correlacion entre el nivel de compuestos fendlicos y el
nivel de capacidad antioxidante, si bien no es directamente proporcional,
lo que sugiere que hay otros compuestos que presentan poder antioxidante
en la cebada. En base a estos resultados se puede concluir que UAE en
condiciones 6ptimas puede considerarse como una herramienta facil,
rapida y econdmica para la extraccién de compuestos fendlicos totales en
la cebada, y que este enfoque es una alternativa excelente y asequible para
la industria.
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Tabla 1. Rango de las variables de estudio para las experiencias del disefio.

VALORES
FACTOR 1 0 1
MeOH (%) 20 50 80
Ratio (g mL™) 0,50:20 0,75:20 1,00:20
Temperatura (°C) 40 55 70

Tabla 2. Disefio de experimentos con sus respuestas observadas y predichas

y errores relativos.

Factores Respuestas T
Experiencia i o | 5w Y. (mg g7 rel(a;/toi)vo
Experimental Predicho
1 0 -1 | -1 0,9011 0,8585 4,96
2 -1 -1 0,8054 0,8155 1,25
3 -1 1 0,8059 0,7623 5,73
4 -1 0 -1 0,6950 0,7274 4,46
5 0 0 0,9300 0,9880 5,87
6 1 1 0,7640 0,7538 1,35
7 0 -1 1,0192 1,0079 1,11
8 1 -1 0,9031 0,9467 4,61
9 0 1 -1 0,7659 0,7771 1,44
10 1 0 0,9290 0,8965 3,62
11 1 0 -1 0,7862 0,7851 0,14
12 0 1 0,8006 0,8432 5,05
13 -1 0 0,8304 0,8315 0,13
14 0 0 1,0189 0,9880 3,13
15 0 0 1,0151 0,9880 2,74

Tabla 3. Analisis de la varianza (ANOVA) para compuestos fendlicos
totales en los extractos.

Gt Suma de Cuadrados
Efecto de regresion drad di Valor F | p-valor
estimado cuadrados medios
Modelo 0,9879
MeOH 0,0306 0,0075 0,0075 2,5000 0,1745
Ratio -0,0615 0,0303 0,0303 10,0600 | 0,0248
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Temperatura 0,0538 0,0232 0,0232 7,7000 | 0,0391
MeOH x
MeOH ~0,1149 0,0488 0,0488 16,2000 | 0,0101
MeOH x Ratio | -0,0349 0,0049 0,0049 1,6200 | 0,2593
MeOH x Tem- | )10 0,0000 0,0000 0,0000 | 0,9492
peratura
Ratio x Ratio ~0,0534 0,0105 0,0105 3,5000 | 0,1204
Ratio x ~0,0208 0,0017 0,0017 0,5800 | 0,4820
Temperatura
Temperatura x| 56rg 0,0146 0,0146 4,8400 | 0,0790
Temperatura
Lack-of-fit 0,0100 0,0033 1,3200 | 0,4581

Tabla 4. Comparacién de la concentracién de compuestos fendlicos y
capacidad antioxidante en diferentes tipos de cerveza (n = 3).

Weissbier* IPA* Pale Ale*

Compuestos
fendlicos totales 1.08 + 0.004 1.21 + 0.004 1.37 £ 0.004
(mg &)
Capacidad
antioxidante (mg 1.42 £0.14 3.04 £0.16 2.73£0.17
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Figura 1. Diagrama de Pareto para compuestos fedlicos totales en cebada.
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Figura 2. Superficie de respuesta estimada para compuestos fendlicos
totales en cebada utilizando el disefio experimental de Box-Behnken para
representar la relacién peso/volumen (mg mL?) en comparacién con el
disolvente (% MeOH en agua).

IS
»
Ho
&
&
s
3

p
(mg 4cido gélico / g cebada)
S

p

5 10 15 20 25 30
Tiempo (min)

Figura 3: Concentracion de compuestos fenoélicos totales encontrados en
los extractos empleando las condiciones optimizadas y diferentes tiempos
de extraccién (n = 3). (Letras diferentes sobre las barras indican diferencia
significativa entre los resultados de extraccién a un nivel de confianza del 95%).
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