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equipada con un detector de fotodiodo (HPLC-DAD) a residuos de arandano cv Legacy,
sobre el extracto optimo obtenido por el método CO,-SC. Los peaks de antocianinas
detectadas a 520 nm fueron asignados de la siguiente manera en orden de su tiempo de
retencion: 1= delfinidina-3-glucésido, 2=petunidina-3-glucosido, 3= peounidina-3-

glucdsido, 4= cianidina-3-glucdsido, 5= malvidina-3-glucosido.............ccccvevervrnnnen. 154
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Figura 35. Cromatografia liquida de ultra alto rendimiento equipada con un fotodiodo
junto con espectrometria de masas de ionizacion por electrospray con detector de matriz
de diodos (UPLC-DAD-MS) de antocianinas de residuos de arandano (Vaccinium
Corymbosum cv Legacy). Cromatogramas de iones totales extraidos: a) Extracto 6ptimo
Convencional, b) Extracto éptimo ASE, c¢) Extracto 6ptimo EAU, d) Extracto 6ptimo
CO2-SC. Los peaks de antocianina fueron: Pelargonidina (m/z: 271,0601), Cianidina (m/z:
287;0545), Peonidina (m/z: 301;0705), Delfinidina (m/z: 303,0497), Petunidina (m/z:
317,0655), 6= Malvidina (m/z: 331,0809). ........cccceruririerinirierieieesesee e 157
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Resumen

Como producto del procesamiento del arandano en la industria de jugo, se generan
residuos que podrian causar impacto negativo al medioambiente. La revalorizacion de esta
materia prima rica en compuestos polifenolicos permitiria la utilizacion de estos
compuestos en la formulacién de ingredientes funcionales. Por ello, este estudio tiene por
objetivo optimizar la extraccion convencional (EC), extraccion asistida por ultrasonido
(EAU), extraccidon acelerada de solventes (ASE) y extraccion con COz-supercritico (CO»-
SC) de residuos de ardndanos cv. Legacy, utilizando como metodologia un disefio Box-
Behnken (15 experimentos) para cada uno de los métodos de extraccion. Se evalud para
el caso de la extraccion convencional el efecto de la concentracion de solvente (etanol-
agua 50-100% v/v), temperatura (20-60°C) y tiempo de extraccion (60-120 min), para
EAU: se emple6 como variables; la amplitud del proceso (20-90 %), tiempo (10-60 min.)
y concentracion de solvente (etanol-agua 20-80% v/v), para ASE: concentracion de
solvente (etanol-agua 20-80% v/v), temperatura (40-60°C) y ciclos estaticos de extraccion
(1-5) y finalmente para la extraccion CO2-SC se analiz6 como variables la presion (200-
400 bar), temperatura (40-60°C) y cosolvente (etanol puro 0-10%). Se realizo
optimizacion multiple en base a polifenoles totales, antocianinas totales y actividad
antioxidante, obteniendo resultados para EC: Antocianinas totales fluctuaron entre 7,33-
12,75 miligramos equivalentes de cianidina-3-glicosido (mg EC3G) /g residuo y
polifenoles totales entre 9,40-44,2 miligramos equivalentes de acido galico (mg EAG) /g
residuo. La optimizacion indica que, a 60°C, 84,66 min de extraccién y mezcla de etanol
del 50,4% v/v permiten obtener mayor nivel de compuestos polifendlicos. En cuanto a la
metodologia ASE para antocianinas totales se recuperaron entre 8,24-18,46 mg EC3G/g
residuo y polifenoles totales entre 16,6-46,2 mg EAG/g residuo. La optimizacion indica
que, a 41,3 °C, 1 ciclo de extraccion y mezcla de etanol-agua del 79,8% permiten obtener
mayor nivel de compuestos polifendlicos Una situacion distinta ocurrio con el CO2-SC
donde se obtuvo menor contenido de antocianinas totales (0,01-6,69 mg EC3G/g residuo)
y polifenoles totales (0,10-7,50 mg EAG/g residuo), el cosolvente es un factor con

influencia positiva para ambos parametros. La condicion éptima de extraccion fue de 400
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bar, 51,8 °C y 10 % de cosolvente. Finalmente, para la EAU se obtuvieron valores de
antocianinas totales entre (6,83-13,11 mg EC3G/g residuo) y polifenoles totales (9,50-
32,40 mg EAG/g residuo) con condiciones optimas correspondientes a la combinacién
entre una amplitud del 90% durante 10 minutos con una mezcla de etanol-agua igual a
57,97 %v/v. Ademas, mediante HPLC se identificaron y cuantificaron 5 de las principales
antocianinas individuales presentes en arandanos: delfinidina 3-O-glucésido, petunidina
3-O-glucosido, peonidina 3-O-glucosido, cianidina 3-O-glucésido y malvidina 3-O-
glucdsido. También con la ayuda de UPLC-DAD-MS se identificaron 32 antocianinas en

los extractos éptimos de cada metodologia utilizada para esta tesis.

Se concluye que es factible recuperar compuestos polifenolicos del residuo de arandanos
cv Legacy. Se obtuvo una mayor extraccion polifendlica en general mediante la extraccion
acelerada de solventes. Sin embargo, la extraccion con ultrasonido y la extraccion con
CO,-SC podrian ser opciones viables por las ventajas que presenta especialmente por ser
consideradas metodologias amigables con el ambiente y utilizar solventes adecuados para

la industria alimentaria.

Palabras clave: Pomasa, Residuos de arandano (Vaccinium Corymbosum cv Legacy),
extraccion convencional, asistida por ultrasonido, acelerada de solventes, CO:

supercritico, optimizacion, antocianinas, polifenoles totales, capacidad antioxidante.
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Abstract

In the blueberry juice industry, high amounts of residues are generated after juice
extraction, which negatively impacts the environment. The revalorization of this raw
material rich in polyphenolic compounds would allow the use of these compounds in the
formulation of functional ingredients. Therefore, this study aims to optimize conventional
extraction (CE), ultrasound-assisted extraction (UAE), accelerated solvent extraction
(ASE) and supercritical-CO, (SC-CO>) extraction of blueberry cv. Legacy, using as
methodology a Box-Behnken design (15 experiments) for each extraction technology. For
conventional extraction the effect of solvent concentration (ethanol-water 50-100% v/v),
temperature (20-60°C) and extraction time (60-120 min) was evaluated. In UAE process
variables were the amplitude of the process (20-90%), time (10-60 min.) and solvent
concentration (ethanol-water 20-80% v/v); for ASE: solvent concentration (ethanol-water
20-80% v/v), temperature (40-60°C) and static extraction cycles (1-5) and finally for CO2-
SC extraction, pressure (200-400 bar), temperature (40-60° C) and cosolvent (0-10% pure
ethanol). Multiple optimizations were performed based on total polyphenols, total
anthocyanins, and antioxidant activity. The following results were found, for EC: Total
anthocyanins ranged from 7.33 to 12.75 milligrams cyanidin-3-glycoside equivalent (mg
EC3G) /g residue and total polyphenols between 9.40 to 44.2 milligrams gallic acid
equivalent (mg GAE) /g residue. The optimization indicates that, at 60°C, 84.66 min of
extraction and an ethanol mixture of 50.4% v/v, it is possible to obtain a higher level of
polyphenolic compounds. Regarding the ASE methodology, total anthocyanins ranged
from 8.24 to 18.46 mg EC3G/g residue and total polyphenols between 16.6-46.2 mg
GAE/g residue. The optimization indicates that 41.3 °C, 1cycle of extraction and a 79.8%
ethanol-water mixture allow a higher level of polyphenolic compounds to be obtained A
different situation occurred with CO.-SC which showed a lower content for total
anthocyanins (0.01-6.69 mg EC3G/g residue) and total polyphenols (0.10-7.50 mg GAE/g
residue). The co-solvent is a factor with a positive influence on both parameters. The
optimal extraction condition was 400 bar, 51.8°C and 10% cosolvent. Finally, for the

UAE, total anthocyanin values ranged from 6.83 to 13.11 mg EC3G/qg residue and total
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polyphenols fluctuated from 9.50 to 32.40 mg GAE/qg residue. These values were obtained
with the combination (optimal conditions) of 90% amplitude for 10 minutes and ethanol-
water mixture 57.97% v/v. In addition, using HPLC, 5 of the main individual anthocyanins
present in blueberries were identified and quantified: delphinidin 3-O-glucoside,
petunidin 3-O-glucoside, peonidin 3-O-glucoside, cyanidin 3-O-glucoside and malvidin
3-O-glucoside. Also, by UPLC-DAD-MS analysis 32 anthocyanins were identified.

It is concluded that it is feasible to recover polyphenolic compounds from blueberry
residue cv Legacy. There was an overall higher yield by accelerated solvent extraction.
However, ultrasound and CO>-SC extraction could be viable options for the advantages,
especially since they are considered environmentally friendly methodologies and suitable

solvents for the food industry.
Keywords: Pomace, blueberry by-products (Vaccinium Corymbosum cv Legacy),

conventional extraction, ultrasound-assisted extraction, accelerated solvent extraction,

supercritical CO2, optimization, anthocyanins, total polyphenols, antioxidant capacity.
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I. INTRODUCCION

1.1.Antecedentes generales

El ardndano es un fruto silvestre originario de los Estados Unidos pertenecientes a un
grupo de arbustos perennes del género Vaccinium familia Ericaceae y subgénero
Cyanococcus cuyos frutos suelen ser considerados como pequefios (1-3 cm de diametro
aprox.), tienen una forma esférica, poseen un color azul oscuro, su peso varia entre los 0,5
g a4,0 gy crecen principalmente en zonas con climas templados. Se cultivan en diversas
zonas del planeta como Europa, Sudamérica, Australia, Sudéfrica, Nueva Zelandia, China
y Japén. La produccion de arandanos ha crecido cerca del 40% en los Gltimos afios,
expandiéndose al norte de Europa, Espafia, sudeste de Canada, costa este de Estados
Unidos, Chile, Argentinay China (INIA, 2013). No obstante, el primer productor mundial
de aréndanos es Estados Unidos abarcando el 90% del &rea productiva total junto a
Canada, aunque su produccion no satisface su demanda interna. Segun cifras del
Departamento de Agricultura (USDA FAS, 2021) de EE.UU, el ardndano es la segunda
baya mas consumida de este pais con un significativo crecimiento del consumo per cépita
de casi 816,5 gramos (1,8 libras) en 2016 debido a los evidentes beneficios que
proporcionan sus principios bioactivos (BAC) (Agrimundo, 2018; Skrovankova et al.,
2015); convirtiéndose en el principal consumidor, por lo que necesita de importaciones
internacionales, siendo Chile uno de los principales proveedor en Sudameérica y el tercer
productor a nivel global como pionero del cultivo de ardndanos en el hemisferio sur
creando una oportunidad de crecimiento afio tras afio (Agrimundo, 2018).

Actualmente existe una gran variedad de arandanos cultivados. Entre las especies mas
relevantes para el area comercial estan Vaccinium corymbosum o aradndano alto
(Highbush), Vaccinium ashei o arandano ojo de conejo (Rabbiteye) y Vaccinium
angustifolium o ardndano bajo (Lowbush) representando respectivamente, el 80%, 15% y
5% de la superficie total plantada (Castagnini, 2014).

Las variedades de arandano fuera de la region de origen pueden convertirse en un producto
de exportacion, al diversificar y ampliar su genética a partir del desarrollo de un

germoplasma en el cual confluyen dos de las especies bases en la industria del ardndano;
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el arandano alto (Vaccinium corymbosum) y arandano ojo de conejo (V. ashei) con la
introgresion de otras especies del género Vaccinium (V. constablaei, V. darrowii Camp,
V. elliottii Chapm., V. pallidum Aiton, V. simulatum Small, y V. tenellum Aiton)
(Meléndez-Jacome et al., 2021). De esta manera, aumentan su valor al cambiar las
caracteristicas de la fruta, mejorando su adaptacion a nuevos ambientes, ampliando su
época de cosecha, calidad, produccion, incrementado su resistencia a enfermedades y
plagas, mejorar su vida poscosecha y aumentar la resistencia al transporte. Estos factores
son importantes especialmente para zonas productoras alejadas como Nueva Zelandia o
Chile. Algunas de estas nuevas variedades son ‘Brigitta’ en Australia y ‘Reka’ en Nueva
Zelandia (INIA, 2013) y dentro de las variedades hibridas que se cultivan libremente
destacan; ‘O’'Neal’, ‘Georgia’, ‘Gem’ y ‘Misty’, sobresalientes por su calidad y
produccién. Sin embargo, existen nuevas variedades cultivadas en condiciones de suelo
ligeramente mas alcalinos. Por lo cual, se adaptan a caracteristicas de la zona centro norte
y norte de Chile mejorando la calidad de fruto en cuanto al calibre, firmeza del fruto,
mejora la vida de postcosecha y almacenamiento de la fruta, entre las que se encuentra la
variedad ‘Star’, ‘Biloxi’, ‘Jewel’ de cosecha temprana y ‘Southmoon’, ‘Jubilee’,
‘Reveille’ y ‘Legacy’ de cosecha de media estacion, siendo que el periodo de produccion
en Chile se extiende desde noviembre hasta abril (Meléndez-Jacome et al., 2021) (Figura
1).

‘Esmerald’

Figura 1. Variedad de arandanos cultivadas en la zona central de Chile (INIA, 2013)
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Para efectos del presente estudio, se utilizard una de las variedades cultivadas en la zona
central de Chile, “Legacy”, cuyos frutos tienen un calibre medio, son firmes, poseen un
buen sabor y una cicatriz pequefia y seca que se adapta a la cosecha mecanica (INIA,
2013).

En Chile la industria del ardndano segun el informe Crop Report preparado por el Comité
de Arandanos de la Asociacion de Exportadores de Frutas de Chile-ASOEX para la
temporada 2020/2021 se registra una cosecha récord de exportacién con 117000 toneladas
(Agrimundo, 2021). En tanto que el volumen de produccion total para la temporada
2021/2022 se estimaron un aproximado de 178000 toneladas (Chilean Blueberry
committee, 2021), concentrandose la produccién en la zona sur del pais en las regiones
del Maule, Bio Bio, Araucania, Los Rios y al norte, en la region Bernardo O’Higgins
como se muestra en la Tabla 1 (Agrimundo, 2017; Odepa, 2021).

Tabla 1. Superficie de frutales por region, segun fecha del catastro fruticola
por hectareas.

Afio de 2019 2019 2019 2019 2019 2019 2019
catastro
Zonas Los Lagos Maule Nuble Bio-bio Araucania  Los Rios  Aysén
cultivadas
Arandano 970,62 5,942.75 4.023,26 1.941,24 2.157,78 161556 0,45
Americano
Afo de 2019 2020 2020 2021 2021 2019/2020/2021
catastro
Zonas Arica- Metropolitana  Valparaiso Coquimbo  O’Higgins Estimado
cultivadas Parinacota
Aréandano 0,35 104,87 233,61 352,58 872,54 18.215,61
Americano

Fuente: Odepa., 2021.

1.2.Residuos de ardndanos
En Chile, aproximadamente entre el 85y el 95% del volumen total de la produccién de
ardndanos se destina a la exportacion. No obstante, en la industria se generan los

conocidos descartes de exportacion que generalmente se comercializan hacia plantas de
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congelados y exportadoras para ser aprovechados. El arandano chileno es demandado por
compradores externos concentrados en tres paises principales: EE. UU., Canada y
Australia que en 2011 recibieron un aproximado del 70% del volumen exportado,
especialmente para el consumo del fruto en fresco. Sin embargo, también una parte se
destina a la agroindustria de congelado que siempre ha sido la principal forma de arandano
procesado, representando el 20%, seguidos por los jugos (5%) y deshidratados (1%)
(Chilealimentos, 2018).

De esta manera, no es dificil pensar que durante el procesamiento de la fruta se generen
cantidades considerables de cascara, bagazo y semillas, las cuales la mayoria de las veces
son descartadas, siendo que la mayor parte de compuestos bioactivos del arandano se
concentran especialmente en la cascara y el bagazo, no agregandose al producto final. Al
comparar esta materia prima con otros residuos generados en la agroindustria, con
aquellos que provienen del procesamiento de jugo de naranja, durazno y pifia, se observa
que su principal ventaja con respecto a la reutilizacion de los residuos de ardndano radica
en el alto contenido de compuestos bioactivos presentes en las cascaras. (Aldaba Marquez
et al., 2016)

A nivel de la industria del jugo de ardndano se describe que durante el procesamiento de
6.4 toneladas/hora de arandanos frescos se generan alrededor de 1.3 ton/h de residuos
agroindustriales entre cascaras, semillas, y tallos de la fruta. Cabe destacar que durante el
procesamiento de jugo de arandano alrededor del 20% queda en forma de torta/pomasa
representando un problema ambiental a pesar de que representa una fuente valiosa de
fitoquimicos, pectina y fibra dietética (Castagnini, 2014) y especialmente dentro de los
compuestos bioactivos que poseen para efectos del presente estudio es necesario resaltar
la presencia de compuestos polifendlicos, en especial las denominadas antocianinas
(Aldaba Marquez et al., 2016).

Como se ha mencionado anteriormente el aprovechamiento de los desechos de la industria
de alimentos procesados es una problematica a nivel mundial ya que esta situacién
contribuye en gran medida a la contaminacién del medio ambiente. Actualmente en Chile

el manejo de residuos se centra en el reciclaje destinado a los rellenos sanitarios,
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mejoradores de suelo y alimentos para animales, mas que el enfoque de generar nuevos
productos que aportarian al desarrollo sustentable del sector agroindustrial ademas de
generar un aumento en los ingresos a las empresas, enfatizandose por lo tanto que, el uso
de residuos de la industria alimentaria es de gran importancia, tanto desde el punto de vista
ambiental como del econémico y social (Cury et al., 2017).
Por otro lado, cabe destacar que el uso de estos compuestos bioactivos se encuentra
estrechamente relacionado con el mercado de los alimentos funcionales y encapsulados,
debido a que ambos campos estan ligados a las industrias que incorporan ingredientes
bioactivos en la formulacion de sus productos. Siendo el comercio de los alimentos
funcionales un segmento creciente en el mercado ya que en la tltima década se evidencia
mayor conciencia de parte de los consumidores hacia la salud y al consumo de alimentos
con mayor valor agregado (Aldaba Marquez et al., 2016; Cury et al., 2017).
De esta manera, se plantea la oportunidad de aprovechar y mejorar la gestion de los
residuos agroindustriales de la region explorando un sector econémicamente atractivo con
oportunidad de negocio direccionado hacia el desarrollo de nuevas materias primas para
productos con un valor agregado, aportando conocimientos relevantes sobre la
transformacion sustentable de dichos residuos, fomentando la innovacion en el sector
agroalimentario.

1.3.Composicion quimica de los ardndanos
Segun la composicién nutricional, los ardndanos son frutas con un bajo contenido de sodio
y grasa, rica en fibra y que representan una fuente de vitamina C como se muestra en la Tabla
2.

Tabla 2. Composicion nutricional de ardndano por cada 100g de fruto fresco.
Componente Unidad Cantidad Elemento Unidad Cantidad
Agua g 87,4 Acido nicotinico mg 0,2
Proteinas g 0,3 Acido pantoténico mg 12
Fibras g 1,7 Sodio mg 2
Calorias Kcal. 42 Potasio mg 72
Grasas g 0,37 Calcio mg 14
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Carbohidratos g 14 Magnesio mg 6

Vitamina A ul 30 Manganeso mg 0,5
Vitamina B1 mg 0,014 Hierro mg 0,5
Vitamina B2 mg 0,0024 Cobre mg 0,26
Vitamina B6 mg 0,012 Faésforo mg 10
Vitamina C mg 12 Cloro mg 4

Ademas, son conocidos como una fruta rica en antioxidantes con un alto contenido de
compuestos fendlicos tanto en la cascara como en la pulpa, especialmente aquellos
pertenecientes a la especie highbush Vaccinium corymbosum L (Paes et al., 2014). Por lo
mismo, es importante destacar las ventajas de reutilizar residuos agroindustriales de
arandano generados en el procesamiento de jugo, principalmente por su alto contenido de
compuestos bioactivos en la cascara (Aldaba Marquez et al., 2016).

Estos compuestos fendlicos se caracterizan por presentar un anillo aromatico con uno o
mas sustituyentes hidroxilo y si presenta uno o varios anillos aromaticos se conocen como
polifenoles. Los compuestos fendlicos pueden presentarse en forma libre o conjugada con
azUcares, acidos y otras biomoléculas. En el grupo de aquellos compuestos fenélicos
solubles en agua se encuentran los &cidos fenolicos, flavonoides (flavonoles, flavanoles,
flavanonas, flavonas y antocianidinas) y quinonas mientras que aquellos compuestos
insolubles en agua se conocen como taninos condensados (Hernandez-Carlos, Santos-
Sanchez, Salas-Coronado, Villanueva-Cafiongo, y Guadarrama-Mendoza, 2006). Entre
estos compuestos fenolicos, por su capacidad antioxidantes se destacan los flavonoles,
seguidos de las antocianinas, proantocianidinas y el acido clorogénico (Ribera et al.,
2010).

Los principales polifenoles presentes en los arandanos son las antocianinas. Este grupo
contribuye a la actividad antioxidante que presenta el fruto de 2 a 11 veces mayor en
relacién a otras bayas y frutas como la manzanay el kiwi (Su 'y Chien, 2007). Sin embargo,
también es necesario mencionar que esta capacidad antioxidante y la composicion del
fruto se puede ver afectada por algunos factores que incluyen; diferencias genéeticas entre

especies y dentro de las mismas, condiciones de postcosecha, de procesamiento y la
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madurez del fruto en la cosecha. Por ejemplo, cultivares con un aumento de madurez
poseen una mayor capacidad antioxidante y mayor contenido fendlico total tanto en la piel
como en la pulpa del fruto (Ribera et al., 2010).

En los arandanos se identifica, ademas, la presencia de compuestos antioxidantes en la
piel y pulpa del fruto, existiendo una amplia variacién en su contenido segln el genotipo
estudiado. Entre los compuestos que se han detectado se encuentran Delfinidina (Df)
como principal antocianidina en los cultivares de arandano alto Brigitta, Bliegold y
Legacy, diferenciandose en su concentracion por cada 100 gramos de fruta de la siguiente
manera: cultivar Legacy (576 mg)> Brigitta (405 mg)> Bluegold (376 mg). Ademas, los
cultivares de ardndanos también contienen cantidades menores y variables de malvidina
(Mv), cianidina (Cd), petunidina (Pet) y peonidina (Peo), siendo la distribucién de cada
aglicona variada entre los genotipos en el orden Df> Mv> Cd> Pet para Bluegold; Dp>
Cy> Mv para Brigitta; y Df > Mv> Pet > Cd para Legacy. También las cantidades totales
de antocianidinas (Df + Cd + Mv + Pet) en los tres cultivares de arandanos son diferentes
en el orden Bluegold> Legacy> Brigitta. Sin embargo, la antocianina principal de la piel
estd en forma de petunidina (petunidina-3-glucoésido y petunidina-3-arabinosido) seguido
de malvidina-3-galactdsido (Ribera et al., 2010).

En la Tabla 3, se puede apreciar las antocianidinas mas importantes en arandanos altos

cv. Legacy.
Tabla 3. Contenido y presencia de antocianidinas en el arandano alto cv.
Legacy como fruta entera y piel.
Tipo de Muestra Antocianidinas Contenido
Fruta Entera Delfinidina 576,36
(mg /100 g de fruta) Cianidina 4,27
Petunidina 18,48
Malvidina 27,09
Piel de la fruta Delfinidina 3120,00
(mg /100 g de piel) Cianidina 20,40
Petunidina 95,44
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Malvidina 131,57

Piel de la fruta Delfinidina 561,60
(mg /100 g de fruta) Cianidina 3,67
Petunidina 17,17

Malvidina 23,68

Fuente: Ribera et al., 2010.

1.4.Estructura quimica de las antocianinas

1.4.1. Estructuras primariasy secundarias de las Antocianinas
Las antocianinas (griego anthos: flor y kianos: azul oscuro) son pigmentos vegetales
solubles en agua y forman parte de compuestos fen6licos como subgrupo de flavonoides
(Rein y Yliopistopaino, 2005).
Su estructura quimica esta dada por el 2-fenilbenzopirilio de la sal de flavilio, el cual posee
ocho dobles enlaces conjugados responsables de la absorcién de la radiacién a los 500
nandmetros. Estan formadas por quince &tomos de carbono (C6-C3-C6) dispuestos en dos
anillos bencénicos: un anillo-A benzoil y un anillo-B hidroxicinamoil, unidos por un anillo
pirano de tres carbonos y un oxigeno (Figura 2). Estos compuestos son conocidos por su
capacidad de impartir colores rojo, azul, parpura y se les pueden encontrar en las bayas
otorgando caracteristicas diferentes, es asi que el color especifico de cada antocianina va
a depender del nimero y orientacién de los grupos hidroxilos y metoxilos. Por lo tanto,
un incremento en la hidroxilacion produce un color azul, mientras que un incremento en

la metoxilacion produce un color rojo (Yonekura-Sakakibara K et al., 2009).
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Figura 2. (a) Catidn flavilio: estructura general y numeracion; (b) Pelargonidina (antocianidina); (c) Pelargonidina-3-
O-glucésido (antocianina).
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1.4.2. Antocianinas glicosiladas

Las antocianinas ademas existen como derivados polihidroxi/polimetoxi glicosilados del
cation flavilo (Prior y Wu, 2006).

Cuando el residuo de azUcar es hidrolizado se obtiene una aglicona, llamada antocianidina.
De todas las antocianidinas que se conocen aproximadamente 20 se encuentran en la
naturaleza, siendo solo seis de ellas comunes en la mayoria de los alimentos, la cianidina,
la delfinidina, la petunidina, la peonidina, y la malvidina cuyos nombres se derivan de la
fuente vegetal de las cuales se extrajeron por primera vez. Los glicésidos més frecuentes
son el: 3-mondsido, 3-bidsido y 3-triésido, ademas el 3,5-diglicésido y menos comun el
3,7-diglicosido a través de enlaces o-glicosidicos con glucosa y ramnosa, galactosa,
xilosa, arabinosa (uno de los mas frecuentes), ademas de la rutinosa, gentiobiosa, soforosa,
glicosilrutinosa y xilosilrutinosa. Las uniones a azlcar de las antocianinas se ubican en el
anillo-B3” y 5’-hidroxilos confiriéndole a la molécula gran solubilidad y estabilidad.
Ademas, como resultado de la combinacién con los diferentes azlcares se generan
aproximadamente un total de 150 antocianinas, cuya estabilidad se rige por el azUcar que
se encuentre unido a la molécula, asi por ejemplo, la glucosa es mas estable que la
galactosay esta a su vez mas estable que la arabinosa (Hidalgo y Almajano, 2017; Aguilera
M, Reza M, Chew Ry Meza J, 2011; Prior y Wu, 2006).
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Figura 3. Estructura quimica de una antocianina acilada; Delfinidina-3- malonylglucésido-5-glucdsido (Bakowska-
Barczak, 2005)
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1.4.3. Antocianinas aciladas

Por otro lado se pueden introducir moléculas aciladas siendo una de las modificaciones
mas comunes de los metabolitos secundarios de las plantas (Yonekura-Sakakibara K,
Nakayama T, Ymazakik M y Saito Kazuki, 2009) cuyos azlcares se encuentran ligados
a acidos de tipo organico aromatico o alifaticos mediante grupos éster en posicion C3 o
C®6, siendo los grupos comunes de acilo, los &cidos aromaticos sustituidos frecuentemente
en el anillo B del cation flavylium que en el anillo A, especialmente los &cidos
hidroxicinamicos: p-coumarico, cafeico, sinapico, feralico y el hidroxibenzoico que son
compuestos derivados del &cido hidroxicindmico como el &cido galénico también pueden
estar ligados (Figura 4), mientras que los &cidos alifaticos mas comunes son el acido
malonico, succinico, oxalico y malico (Figura 5), incrementando de esta manera la
diversidad estructural de las antocianinas. Tanto los grupos acilo aromaticos como
alifaticos estan vinculados a las 6 posiciones de los grupos glucosados (Figura 3) (Prior
y Wu, 2006; Rein y Yliopistopaino, 2005; Hidalgo y Almajano, 2017).
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Figura 4. Estructura quimica de los acidos cindmicos mas comunes presentes en las antocianinas aciladas (Bakowska-
Barczak, 2005)
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Figura 5. Estructura quimica de los &cidos alifaticos mas comunes presentes en las antocianinas aciladas (Bakowska-
Barczak, 2005)

Esta acilacion permite que las antocianinas se encuentren disueltas de manera estable en
soluciones acidas vacuolares epidérmicas en diferentes érganos de las plantas, tales como
frutas, flores, tallos, hojas y raices de frutas rojas (bayas y uvas rojas) y en cereales (maiz
morado). Ademas, en ciertas especies, las antocianinas pueden ser localizadas en regiones
discretas de la vacuola celular, llamadas antocianoplastos (Aguilera M, Reza M, Chew R
y Meza J, 2011; Mohamed et al., 2016; Yonekura-Sakakibara K et al., 2009). Esta
modificacion con grupos acilos aromaticos multiples (poliacilacion) constituye un pilar
fundamental en el transporte selectivo de las antocianinas en las vacuolas siendo el grupo
carboxilo terminal de los sustituyentes acilo dicarboxilicos el responsable de mantener la
acidez de los contenidos vacuolares al actuar como buffer y contribuyendo de la misma
manera a la estabilizacion de la coloracién en las células vegetales (Cavalcanti et al.,
2011). Por otro lado, la acilacion alifatica no altera intrinsecamente los espectros de
absorcién de los antocianos, no obstante, se mejora la estabilidad de la coloracién de
antocianinas. Finalmente, la acilacién confiere estabilidad catabdlica en el tejido vegetal
debido a que se previene la degradacion por las glucosidasas, polifenoloxidasas y
peroxidasas en el almacenamiento (Francis y Markakis, 1989), ya que la mayoria de estas
no pueden actuar sobre los glucdsidos acilados, confiriéndole a la molécula un caracter
mas apolar y mayor estabilidad ante condiciones extremas de pH y temperatura debido a
su particular estructura quimica ya que con la acilacion de los azUcares se genera una

rotacion libre de los grupos acilo sobre la molécula, generando un fendémeno de sandwich
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(apilamiento o plegamiento intramolecular). Este fendmeno provoca un efecto protector
sobre las antocianinas ya que las cadenas del sacarido pueden actuar como conectores que
permiten dicho plegado de los anillos acilo aromaticos sobre el anillo pirilio de la molécula
de antocianina, contribuyendo a la estabilizacion del color del sistema ademas de proteger
al cromoforo del ataque nucleofilico del agua y posterior formacién de una pseudobase o
una chalcona, especialmente en medios neutros o ligeramente acidos (Cavalcanti et al.,
2011; Kahkonen y Heinonen, 2003); sin embargo, existe mayor estabilizacion del color
en las antocianinas aromaticas que las antocianinas alifaticas y dentro de este grupo
aquellas antocianinas aciladas con &cido p-cumarico son menos estables que las aciladas
con acido caféico (Bakowska-Barczak, 2005; Mulinacci y Innocenti, 2012).

Ademas, las antocianidinas dan lugar a estructuras secundarias conocidas como formas de
equilibrio en funcion al pH, estas son estructuras que poseen propiedades individuales
exclusivas del color y estabilidad, entre las que se encuentran: cationes flavilio (FC) con
un pH 0.5-color rojo-, carbinol (PB) a un pH de 4-5.5 —intensidad baja por la presencia de
especies incolaras-, chalcona (CH)-color amarillo- y la base quinonoidal (QB) con un pH

superior a 5-azules o violetas- (Figura 6) (Wrolstad, 2010).
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Figura 6. Formas de equilibrio de la antocianina en funcién al pH (Lee y Wrolstad, 2010).
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1.5.Estabilidad de las antocianinas
En la industria alimentaria se evidencia un creciente interés en el reemplazo de los
colorantes artificiales o sintéticos por el desarrollo de colorantes extraidos de fuentes
naturales debido a su posible asociacion con diferentes condiciones de salud lo que
posiciona a las antocianinas como candidatas ideales en la alimentacion debido a los
pigmentos atractivos que ofrecen en todo el reino vegetal (Zapata et al., 2014).
Por lo tanto, es de importancia conocer los factores que afectan a la estabilidad y a la
actividad radical de antocianinas, agliconas y glicosidos para su aplicacién efectiva tanto
para su extraccién como en su almacenamiento, ya que bajo condiciones normales de
procesamiento y almacenamiento se convierten en compuestos incoloros y posteriormente
insolubles, por algunos mecanismos de degradacion como la hidrdlisis, oxidacion y
condensacion con otros polifenoles (Dai et al., 2009). En base a esto, los factores
principales a considerar incluyen: la solubilidad, la inestabilidad a la luz, temperatura,
susceptibilidad a reacciones degenerativas (acido ascorbico), pH, capacidad quelante y
antioxidante. (Van Acker et al., 1996).

1.5.1. Solubilidad
Las antocianinas son moléculas insolubles en disolventes organicos apolares, solubles en
alcoholes, acetona y agua, debido a la presencia de azlcares ricos en grupos OH en su
estructura lo cual le confiriere a la molécula un caracter polar, por lo que un método usual
de extraccion es la sélido-liquido, sin embargo su estabilidad se afecta por la presencia de
modificaciones estructurales con grupos hidroxilo, metoxilo, glicésidos y grupos acilos,
disminuyendo su solubilidad en agua, por lo tanto la tasa hidrolitica de los glicésido de
las antocianinas no depende de la estructura del aglicon sino del tipo de estructura del
azucar conjugado (Ichiyanagi et al., 2002; Zhao et al., 2017). Es importante mencionar
que la glicosilacion le confiere estabilidad a las antocianidinas al enlentecer el proceso de
la velocidad de hidrdlisis en condiciones &cidas, incrementar la energia de activacion con
lo cual se evita la formacion de compuestos incoloros como efecto de una hidratacion
desequilibrada y mediante la formacion de enlaces de hidrégeno intramoleculares
(Yonekura-Sakakibara K et al., 2009; Zhao et al., 2014).
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1.5.2. pH del medio
En medios con un pH elevado (basico) las antocianinas sin grupos acilo son ionizables
debido a la hidratacion del ndcleo de antocianidina flavilio en la posicion C-2 (Zhao et
al., 2014), es asi que, la inestabilidad y el cambio de color que se producen con valores
superiores a un pH 4 (Wrolstad, 2010). La presencia de grupos acilo en la molécula de
antocianidina le confiere estabilidad en condiciones extremas de pH y temperatura,
ademas se aprecia un alto grado de reactividad quimica por la presencia del atomo de
oxigeno del anillo pirano (Cavalcanti et al., 2011). Se sabe también que la forma de cation
flavilio de la antocianidina es inestable en un pH neutro, alcalino, alta temperatura y
luminosidad (Ichyanagi et al., 2002) y a pesar de que la base quinoidal es la Gnica forma
coloreada existente a pH superior a 5 se degrada facilmente y existe en porcentajes
minimos (Francis y Markakis, 1989;Aguilera et al., 2011;Zhao et al., 2014;Wrolstad,
2010).
1.5.3. Propiedad quelante y antioxidante

Las antocianinas debido a su estructura quimica se caracterizan por tener una deficiencia
de electrones, lo cual les confiere reactividad frente a los radicales libres, por tanto son
considerados como potentes antioxidantes naturales, estas propiedades son atribuidas a la
capacidad que tienen para secuestrar radicales libres en sistemas bioldgicos, ademas
pueden donar hidrogenos o electrones a los radicales libres, también los atrapan y
desplazan en su estructura aromatica, lo que las hace muy reactivas frente a los radicales
libres presentes en el cuerpo, al donar Hy e a los radicales libres nocivos en los sistemas
biologicos contra perdxido de hidrogeno (H202) y radicales de tipo perdxido, (ROO»),
superéxido (Oz¢), hidroxilo (-OH) y oxigeno singlete (1:02) (Zapata et al., 2014).
Adicionalmente, se ha demostrado que la acilacion con acidos cinamicos eleva la
capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC) mientras que la sustitucion
glicosidica influye en la actividad de ORAC de manera impredecible (Wrolstad, 2010)
reduciendo la capacidad donante de hidrégenos restringiendo la capacidad antioxidante

de las antocianinas (Zhao et al., 2014; Ichyanagi et al., 2002). Asimismo, las antocianinas
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reaccionan con los metales (estafio, cobre, hierro) formando complejos de un color azul
estable mientras aquellos metales divalentes no formaran complejos coloreados. EI pH es
critico (pH 3.0 a 3.5) en presencia de iones de hierro, aluminio y quelatos metalicos de
estafio, titanio, cromo, uranio y plomo ya que cualquier variacion cambiara de color al
complejo formado (Francis y Markakis, 1989), ademas al reducirse la disponibilidad de
grupos OH por glicosilacion también se reducira la capacidad quelante de las antocianinas
(Zhao et al., 2014; Cavalcanti et al., 2011).

1.5.4. Temperatura
Existe una rapida disminucién de los pigmentos a altas temperaturas debido a que en la
degradacion de las antocianidinas se favorece la formacion de chalcona de color amarillo
después de la apertura del anillo heterociclico generando productos pardos provenientes
de las antocianinas originales, igualmente la hidrolisis del azlcar puede ser parte de la
degradacion (Francis y Markakis, 1989) (Cavalcanti et al., 2011).

1.55. Luz
La luz tiene efectos perjudiciales sobre las antocianinas en cuanto a su degradacion, sin
embargo, la fotoestabilidad de estos componentes pueden mejorar por el efecto que tiene
la unién de un hidrégeno en la union ionica entre los sulfonatos de idn negativo y la flavilio
deficiente de electrones, es decir, mediante la adicion de polihidroxiflavonoles sulfonados,
poli (hidroxialquil) flavonoles, auronas sulfonadas, polihidroxiflavonas sulfonados y
sulfatadas. (Francis y Markakis, 1989)

1.5.6. Acido ascorbico y oxigeno
Al igual que la temperatura, el oxigeno acelera la degradacion de las antocianinas,
mientras que con la interaccion del &cido ascérbico se genera una destruccion mutua. El
acido ascorbico activa el oxigeno mediante la presencia de peroxido de hidrégeno ya que
uno de los mecanismos de oxidacién del acido ascorbico produce peréxido que actla

como blanqueador de antocianinas. Sin embargo, aquellas estructuras aciladas pueden
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incrementar su estabilidad en presencia del &cido ascorbico. Los compuestos oxidados del
medio pueden ademas reaccionar con las antocianinas y provocar la degradacion hacia
productos incoloros o marrones (Francis y Markakis, 1989; Rein y Yliopistopaino, 2005).
Ademas existe evidencia de que los flavonoles retardan la oxidacion del acido ascorbico
debido a que estos compuestos aceptan radicales libre y actGan como copigmentos
reduciendo la formacién de complejos entre las antocianinas y el acido ascérbico teniendo
un efecto estabilizador (Francis y Markakis, 1989; Rein y Yliopistopaino, 2005).

Por otro lado, en los alimentos el oxigeno incrementa la tasa de degradacion de los
azucares, siendo los productos de degradacion los encargados de reaccionar con las
antocianinas formando compuestos marrones degradando el pigmento (Wang et al., 2016;
Kelly et al., 2002).

1.6.Propiedades funcionales de los ardndanos y antocianinas
Las antocianinas se caracterizan por poseer una amplia gama de efectos sobre la salud

humana que incluyen:

e Beneficios para la salud ocular evitando la aparicion de enfermedades
degenerativas como las cataratas, tienen efecto positivo en la pigmentacion de la
retina y la visién nocturna y sobre la capacidad de regeneracion, ademas acttan
contra la inflamacion retinal, la degeneracién macular, retinitis pigmentaria y el
glaucoma (Aguilera et al, 2011).

e También tendrian un papel importante en el cerebro aumentando la capacidad
cognitiva, reduciendo el riesgo de demencia y los efectos del Alzheimer, evitando
la inflamacidn del cerebro, aumentando las células cerebrales en el hipocampo y
en regiones cerebrales encargadas de la memoria y se vinculan a la prevencion de
enfermedades como la depresion (Skrovankova et al., 2015).

e Mejoran la elasticidad y contractibilidad de los vasos sanguineos, regulan los
niveles de colesterol y glucosa en sangre, evitan la acumulacion de grasa
abdominal vy reducirian la prevalencia de enfermedades coronarias,
cerebrovasculares y cardiovasculares (Wrolstad, 2010).
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e Poseen efectos antinflamatorios ya que se ha demostrado su capacidad en la
inhibicion de 6xido nitrico en macréfagos activados, ademas de eliminar el efecto
provocado por prostaglandina EG2. Ademas, en estudios clinicos se ha
demostrado que la cianidina conjugada con glucosa y ramnosa actda en la
suspension de la actividad cancerigena de las células HCT-15 (inhibiendo las
etapas de iniciacion, promocién y progresion de la carcinogénesis) que provienen
del colon humano y de células géastricas cancerigenas, otorgdndoles a las
antocianinas un gran potencial anticancerigeno (AGS) (Kong et al., 2003).

e Presenta efectos antioxidantes que, ademas de inhibir la oxidacion de lipoproteinas
y la agregacion de plaquetas, se asocia a la prevencion de algunas enfermedades
(Stevenson y Scalzo, 2012). Esta capacidad antioxidante se atribuye a la particular
estructura quimica que poseen los polifenoles siguiendo el orden de flavonoles >
antocianinas > proantocianidinas > acido clorogénico (Wang et al., 2016).

Los compuestos bioactivos se relacionan con el mercado de los alimentos funcionales y
encapsulados ya que se encuentran ligados a estas industrias por incorporar dichos
ingredientes en la formulacién de algunos productos. ElI comercio de estos alimentos
funcionales ha tenido un aumento significativo en la ultima década, debido a la mayor
conciencia de las personas por el cuidado de su salud. Los consumidores tienen interés en
el ardndano como fuente de compuestos fendlicos y fitoquimicos ya que también es una
fruta con muchas caracteristicas deseables desde el punto de vista nutricional, por lo que
se han convertido en uno de los factores importantes para este crecimiento. Ademas, las
propiedades de aquellos compuestos que se obtienen a partir de residuos de la industria
satisfacen la demanda mundial de productos con propiedades funcionales, se puede decir
entonces que, a partir de una materia prima de bajo valor, se pueden obtener productos de

alto valor comercial (Agrimundo, 2013; Cervantes Ceja, 2009).

Ademas de las propiedades nutritivas y benéficas para la salud, las antocianinas son un

grupo de pigmentos hidrosolubles, que gracias a esta propiedad se facilita su
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incorporacion en numerosos sistemas alimentarios acuosos (Ribera et al., 2010; Heras et
al., 2013).

Generalmente, las antocianinas son usadas en alimentos de acidez intermedia (pH<3)
debido a la transformacion que se presentan en las formas de equilibrio de pH, ya que con
esta acidez se asegura un predominio del cation flavilio dando como resultado una
concentracion adicional que tiene un efecto en la estabilizacion del sistema, de esta manera
cuando la concentracion de antocianinas alcanza valores altos se presentan fenémenos de
auto asociacion entre dos cationes flavilio protegiendo a la molécula de antocianina de un
ataque nucleofilico. No obstante, se presenta una restriccion en el uso de productos
naturales debido a su estabilidad relativamente baja a diversas condiciones de
procesamiento, formulacién y almacenamiento, dando como resultado caracteristicas
indeseables de olor o sabor. Sin embargo, la capacidad de acilacion de las antocianinas
hace que la molécula resista la hidratacion, presenta baja sensibilidad a los cambios de
pH, una mayor estabilidad al calor y a la luz; y por esta razon, son adecuadas no solo para
alimentos con pH bajo sino también para productos neutros y ligeramente alcalinos como;
los lacteos, postres en polvo y listos para comer, por lo que son consideradas como las
mejores candidatas para colorantes alimentarios para ser incorporados y desarrollados
dentro de suplementos alimenticios dietéticos, bebidas y alimentos funcionales porque a
mayor estabilidad y aumento en la vida util, se pueden aumentar las aplicaciones en
productos alimenticios comerciales, el consumo total del componente bioactivo y con esto
incrementar el efecto beneficioso para la salud (Aguilera M, Reza M, Chew R y Meza J,
2011).

1.7.Extraccion de antocianinas
Para obtener los compuestos bioactivos presentes en la fruta o sus residuos es necesario
extraerlos desde la materia prima. Diversos autores en sus estudios han encontrado
resultados interesantes a partir del analisis de extractos de arandano y sus residuos
utilizando diferentes técnicas y tecnologias de extraccion como se muestra en la Tabla 4.

Por ejemplo, Gao y Mazza (1994) identificaron 25 tipos de antocianinas tanto simples
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como aciladas en arandanos highbush, encontrando concentraciones de aproximadamente
110 mg de antocianinas/ 100 g de fruto entero fresco con cinco tipos de antocianidinas
(cianidina, delfinidina, malvidina, petunidina y peonidina) y sus combinaciones con
glucosa, galactosa y arabinosa en posicion C3, siendo la delfinidina 3-glucdésido aquella
antocianina con la concentracién més alta. Por otra parte, el residuo de ardndano fue
estudiado por White et al. (2010, 2011), quien encontré medias entre 121,4 y 362,5 mg de
antocianinas/ 100 g de fruto en seco e identifico 6 antocianinas con contenido mas bajos
que el contenido de antocianinas presentes en el orujo de arandanos. Por otro lado, con
respecto al contenido total de antocianinas, el residuo de ardndanos retuvo un alto
porcentaje relativo a la fruta entera (aproximadamente 88%). Lee y Wrolstad (2004)
encontraron que aproximadamente el 82% del total de antocianinas estaban contenidos en
la cascara de los arandanos highbush, lo que demuestra que los compuestos se concentran
preferentemente en la cascara de la fruta, como lo sugiere su intenso color azul en relacién
con la pulpa. El jugo, a su vez, tenia una baja concentracién de antocianinas, con
malvidina-3-glucésido como el principal compuesto (Reque et al., 2015).

De igual manera en el estudio realizado por Paes et al., 2014 se demuestra que los
extractos de los residuos de ardndanos poseen mayor concentracion de antocianinas, lo
que puede explicarse por el hecho de que estos compuestos estdn mas concentrados en la
cascara que en la pulpa de la fruta, lo que demuestra la riqueza de los residuos de
arandanos. Asimismo, Chunyang L et al., 2013 al analizar extractos obtenidos por SFE y
PLE en residuos de arandanos logré identificar 16 antocianinas, de las cuales, cianidina
3-O-glucésido fue la mayoritaria, lo que evidencia la gran complejidad de la composicion
de extractos de residuos de aradndanos. Esto refuerza la importancia de usar este

subproducto en nuevas formulaciones.
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Tabla 4.

Antocianinas presentes en arandano como fruto fresco y residuos

Referencia Matriz Vegetal Método de Extraccion Principales Antocianinas
Antocianinas Glicosiladas (mg/100g de arandano)
Delfinidina 3-galactésido (10,31)
Delfinidina 3-glucosido (6,92)
Cianidina 3-galactosido (1,97)
Delfinidina 3-arabindsido (12,52)
Cianidina 3-glucésido (0,70)
Petunidina 3-galact6sido (5,47)
Cianidina 3-arabinosido (1,81)
Petunidina 3-glucésido (5,26)
Peonidina 3-galactosido (0,70)
Petunidina 3-arabinosido (5,15)
(Gaoy Vaccinium corymbosum cv Extraccion sélido-liquido Peonidina 3-glucésido (0,50)
Mazza, Bluecorp Malvidina 3-galactésido (17,38)
1994) (Fruto fresco) Malvidina 3 glucésido (12,58)

Antocianinas Aciladas mg/100 g de ardndano

Delfinidina-3 galact6sido (0,7)
Delfinidina-3 glucdsido (3,30)
Cianidina-3 galactosido 0,12)
Cianidina-3 glucésido (1,93)
Cianidina-3 arabindsido (0,69)
Petunidina-3 galactésido (1,93)
Peonina-3 galactosido (0,07)
Peonina-3 galactosido (0,04)
Peonina-3 glucosido (0,35)
Malvidina-3 galactésido (2,40)

Malvidina-3 glucdésido (4,00)




(L. Vaccinium corymbosum Antocianinas (mg/100 g de arandano)
Zapata, (Fruto fresco) Extraccion sélido-liquido Delfinidina-3-galact6sido (1,1)
Heredia, Delfinidina-3-glucdsido (5,3)
etal., Cianidina-3-galactésido (43,2)
2014) Cianidina-3-glucosido (1,1)
Cianidina-3-arabinosido (1,2
Peonidina-3-glactésido (29,5)
Malvidinia-3-glucésido (13,7)
Vaccinium corymbosum Antocianinas (1g/g de pomasa)
(Bener et  (Pomasa del fruto) Hidrolisis Acida Delphinidin galactdsido (173,94+2,7)
al., 2013) Delphinidin glucésido (70,3+2,7)
Cianidina galactosido (314,4+77,3)
Delphinidina arabinésido (74,1+16,9)
Petunidina galactosido (211,1+11,2)
Cianidina arabinosido (442+13,8)
Petunidina glucésido (1408,9+88,3)
Malvidina galactésido (473,7£27,6)
Peonidina glucésido (1192,2+75,5)
(Luchese, Extraccion sélido-liquido mg antocianina/g de bagazo seco
Garrido,  Vaccinium corymbosum Polvo de residuo (310,7 um) 174 +03
etal., Extraccidn sélido-liquido mg antocianina/g de bagazo seco
2018) Polvo de residuo (87,23 um) 31 +1,04

mg antocianina/kg de peso en fresco




Delfinidina 3-galactosido (188,5+22,1)

Delfinidina 3-glucdésido (126,4£15,2)
Cianidina 3-galactosido (35,63,4)
Delfinidina 3-arabinosido (163,1£19,7)
Cianidina 3-glucésido (20,2+2,0)
Petunidina 3-galactosido (113,3£14,5)
(Choetal., Vaccinium corymbosum Extraccion sélido-liquido Cianidina 3-arabindsido (26,1£2,6)
2004) Petunidina 3-glucdsido (111,4£14,2)
Peonidina 3-galact6sido (13,8+0,9)
Petunidina 3-arabinosido (81,9+12,1)
Malvidina 3-galactésido (159,8+25,0)
Malvidina 3-glucésido (153,3£22,0)
Malvidina 3-arabindsido (144,0£22,0)
Peonidina 3-arabinosido (6,4£0,5)
Delfinidina 3 acetil glucésido (27,9£4,1)
Petunidina 3 acetil glucosido (15,8+3,3)
Malvidina 3 acetil glucésido (36,1+4,6)
Antocianinas aciladas desconocidas (11,6+2,2)
mg antocianina/100 g de fruto fresco
282+ 3,3
(Paes et Vaccinium corymbosum Extraccion con solventes mg antocianina /100 g de residuos frescos
al., 2014) presurizados 21801
mg antocianina /100 g de liofilizado de residuos
142 +0,7

mg de antocianina/100 ml de extracto




(Avram et  Vaccinium corymbosum
al., 2017)  (Pomasa del fruto)

Extraccion Acelerada de
Solventes (ASE)

Delfinidina 3-galactésido
Delfinidina 3-glucdésido
Cianidina 3-galactosido
Delfinidina 3-arabinosido
Cianidina 3-glucésido
Petunidina 3-galactosido
Cianidina 3-arabindsido
Petunidina 3-glucdsido
Peonidina 3-galact6sido
Petunidina 3-arabinosido
Malvidina 3-galactésido
Malvidina 3-glucésido
Malvidina 3-arabindsido

Delfinidina 3 acetil glucosido
Petunidina 3 acetil glucésido
Malvidina 3 acetil glucésido

(8.7)
(5,0)
(0,8)
(7.2)
(0.4)
(4.7)
(0,6)
(4,0)
(0,9)
(3.3)
(9.4)
(7.8)
(6.4)
(0,6)
(0,3)
(0.9)

De Vaccinium corymbosum
Fonseca et
al., 2017

Extraccién de Liquidos
Presurizados (PLE)

mg antocianina/ g de residuo seco

Cianidina 3-galactésido
Cianidina 3-glucésido
Cianidina 3-arabindsido
Delfinidina 3-galactésido
Delfinidina 3-glucosido
Petudinina 3-glucdsido
Petudinina 3-galactosido
Petudinina 3-arabindsido
Peonidina 3- glucésido
Malvidina 3 -galactésido
Malvidina 3-glucésido
Malvidina 3-O-arabinésido

(0,19:0,04)
(0,10%0,05)
(0,02+0,02)
(0,01%0,01)
(0,10%0,05)
(0,010,02)
(0,10£0,01)
(0,01%0,01)
(0,10+0,01)
(0,18+0,03)
(0,15+0,02)
(0,060,01)




En este contexto, la extraccion sélido-liquido es el método usual para extraer antocianinas
debido al caracter polar que presenta este tipo de molécula. Sin embargo, para garantizar
la estabilidad del extracto y su concentracion es importante tomar en cuenta la relacion
solido-liquido, temperatura, tiempo, tipo de disolvente, concentracion de disolvente,
tamafio de particula (Silva et al., 2017) y modificacion estructural de la molécula con
grupos hidroxilo, metoxilo, glucosidos y grupos acilos, de esta manera se maximiza la
extraccion del pigmento minimizando la presencia de compuestos indeseables, asi como
también se limitan los mecanismos de degradacion del extracto (Prior y Wu, 2006). No
obstante, la extraccion cominmente se realiza con metanol o etanol y con la adicion de
acido (15% HCI 1M, lo cual permite obtener la forma del cation flavilio (estable en un
medio altamente &cido). Sin embargo, no se ha reportado diferencia significativa de
absorbancia o eficiencia de extraccién entre el etanol y el metanol. Cabe mencionar que,
el 4cido afadido puede causar hidrolisis parcial de las fracciones acilo en aquellas
antocianinas aciladas, especialmente de acidos como; el maldnico, por lo que se debe
escoger un acido débil para la extraccidon para mantener los sustituyentes dicarboxilicos
intactos (Aguilera et al, 2011).

Ademas, para la extraccion de antocianinas a partir de desechos sélidos se utilizan
tecnologias convencionales y alternativas, entre los métodos convencionales destacan la
extraccion Soxhlet, la maceracion, la extraccion por infusion y la destilacion de vapor
especialmente a escala industrial, mientras que la extraccion de fluidos supercriticos
(SFE), la extraccion de liquidos presurizados (PLE) y la asistencia con ultrasonido son
técnicas alternativas amigables con el medio ambiente (Tabla 5) (Hidalgo y Almajano,
2017)
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Tabla 5.

Ventajas y Desventajas de los diferentes metodos de extraccion

Método de Ventajas Desventajas
Extraccion
Maceracién No necesita energia adicional Tiempos muy largos de
extraccion
Extraccion Utilizado a escala industrial y muy conocido  Tiempos largos de extraccion,

con Solventes

algunos solventes no son

véalidos para la industria

alimenticia ni cosmética.

Alta eficiencia (disminuye el tiempo de

Procedimiento costoso

extraccion y el consumo del solvente).
Asistida por Extraccion segura de compuestos
ultrasonido termolabiles.
Método simple y amigable con el ambiente.
Asistida por Calentamiento mas rapido. Reducido tamafio Riesgo de quemar la muestra y
microondas del equipo y no se necesita solvente agregado. compuestos desnaturalizantes.

Adecuado para compuestos térmicamente

inestables.

Extracciones

con presiones

SFE-COq:

ausencia de aire y extractos ligeros muy puros.

CO. no toxico, extraccion en

Procedimiento costoso

asistidas Adecuado para ser combinado con otras
técnicas.
Método considerado como limpio.
Campos Adgquirida por la industria alimentaria para su  Necesidad de equipos muy
eléctricos proceso de innovacion. especializados.
pulsados

Fuente: (Wang et al., 2016; Diez-Sanchez et al., 2021)
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1.7.1. Extraccién con Solventes Convencionales
Las antocianinas son pigmentos hidrosolubles, por lo cual para su extraccion se utilizan
generalmente solventes como agua, etanol, metanol y acetona de manera individual o en
mezclas. Existen dos tipos: la maceracion donde la extraccion de sustancias antioxidantes
es producto de la liberacion de disolvente sin aplicacion de calor durante largos periodos
de tiempo y la extraccion con solventes (SE) en un fendmeno de transferencia de masa
que tiene por objetivo separar uno 0 mas componentes contenidos en una fase sélida
(solutos) utilizando una fase liquida (disolvente), que al aplicar calor y una variedad de

solventes acorta el tiempo de extraccion (Figura 7) (Hidalgo y Almajano, 2017).

Interfase entre el solvente y la
particula

Particula de sdlido
o » e
. / «-'.'--.r LI
« =4 . -1
- S
e * ) -
. /

i ’ -7-' i
fe, .
Soluto \\ﬁ: . .,

El solvente rodea la | O o
\

=y 5 L
particula o Extraccién 4 . R

— . * salido-liguido b '

Figura 7. Difusion del soluto en el disolvente

Para facilitar la liberacidn, solubilizacion y estabilizacion de antocianinas del tejido de la
fruta (Dai et al., 2009), el solvente puede ser acidulado en una cantidad del 1% de acido
clorhidrico o acético. Ademas para la extraccion de compuestos fendlicos se utiliza una
mezcla de agua y alcohol, especialmente etanol con una composicién que varia del 40%-
70% agua-EtOH debido a que los rendimientos de extraccidn presentan mayor efectividad
comparada con la acetona, hexano, acetato de etilo y metanol (Silva et al., 2017).
Numerosos estudios sugieren que en los sistemas de extraccion de polifenoles utilizando
solventes con una variaciéon del 0% a 50% de agua, la actividad oxidasa se retiene y
contribuye a la condensacion de antocianinas durante la extraccion (Hidalgo y Almajano,
2017). Ademas, posee asequibilidad econdmica, es reconocido como seguro y tiene un
enfoque en la quimica verde ya que proviene de una fuente renovable. Por otro lado, es
importante estudiar la relacién sélido-solvente considerando que al aumentar la relacion

se utilizara menos solvente con una mayor concentracion de compuestos antioxidantes en
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el extracto, aunque si se presenta escasez de solvente la transferencia de masa se
obstaculiza (Zapata, Carcel, et al., 2014). La temperatura juega un papel importante en la
extraccion ya que, al aumentar este parametro disminuye el tiempo de extraccion y
viceversa. Los aumentos de temperatura de 25 ° C a 40 ° C en un tiempo de 15 minutos
pueden aumentar el rendimiento de la extraccion hasta en un 20% debido a la mayor
solubilidad de los polifenoles en el solvente, mayor velocidad de difusion de las moléculas
extraidas y el mejoramiento de la transferencia de masa (Hidalgo y Almajano, 2017; Patil
et al., 2009). Cabe destacar entonces, que con el aumento del contacto entre el disolvente
y el tejido més completa serd la difusion de particulas sélidas al liquido hasta alcanzar un
equilibrio de particion (Silva et al., 2017). La temperatura juega un papel importante en
funcién de la accion cooperativa que tiene con el tiempo, es asi que al aumentar la
temperatura disminuye el tiempo de extraccion y viceversa para obtener la misma cantidad
de antioxidantes. Asi, a una temperatura de 70 °C disminuye la cantidad de antocianinas
con el tiempo debido a su degradacion térmica ya que las altas temperaturas en conjunto
con la exposicion al oxigeno molecular degradan estos compuestos bioactivos en los frutos
rojos (Silva et al., 2017). Por ejemplo, Wang y Xu, 2007 y Aurélio et al., 2008 observaron
que el calentamiento a una temperatura de 90° C sobre mora y pulpas de hibisco reduce
el 80% de la vida media de antocianinas produciendo niveles bajos de antocianinas

después de seis horas.

Es importante mencionar que la sensibilidad de las antocianinas aumenta cuando estan
presentes en los extractos, asi se demuestra en el trabajo propuesto por Cacace y Mazza,
2002 en donde la mejor temperatura para extraccion de antocianinas en las grosellas
negras oscilé entre los 30-35 °C, observando que a temperaturas mas altas existe
degradacidn por el calor dando como resultado menores contenidos de estos compuestos
(Silva et al., 2017). Por otro lado, Gorriti Gutierrez et al., 2009 describieron las
condiciones de extraccién de antocianinas a partir de corontas de maiz mora con
soluciones etandlicas al 20 % y pH 2 obteniendo que las mejores condiciones de
extraccion estan determinadas por una temperatura de 75°C a un tiempo de extraccion de

entre 120 y 240 minutos (Zapata et al., 2014). Fan et al., 2008 realizaron una investigaron
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sobre la extraccion de antocianinas presentes en batata o camote morado con soluciones
etandlicas acidificadas con &cido clorhidrico obteniendo las mejores condiciones de
proceso a una temperatura de 80 °C, relacién sélido- liquido 1:32 y tiempo de extraccion
60 minutos. En cuanto al tipo de solvente, Metivier et al., 2010 determind que el metanol
es un 20% maés efectivo que el etanol y un 73% mas eficiente que el agua en la extraccion
de antocianinas de la piel de uva (Barnes et al., 2009). Sin embargo, Jing y Giusti afirman
que el agua pura es mas efectiva en la extraccion de antocianinas en residuos de maiz que
el agua acidificada y el etanol (Jing y Giusti, 2007).

También se sabe que el tipo de acido utilizado afecta a cada solvente describiendo
comportamientos diferentes, por ejemplo; el metanol combinado con &cido citrico es
mejor para extraccion de antocianinas, la adicion de acido trifluoroacético conduce a un
aumento del rendimiento para la mayoria de los solventes con excepcion de la acetona
(Barnes et al., 2009), ademas el uso de acidos fuertes causa hidrolisis del enlace
glicosidico generando una antocianidina y un residuo de azucar. Esto fue observado por
Kapasakalidis et al., 2006 en la extraccidn de fenoles en una muestra de grosella negra

usando HCI 2 M encontrando como resultado Unicamente antocianidinas.

De igual manera, Barnes et al., 2009 observaron al estudiar la extraccion de antocianinas
en muestras de arandanos que existe un comportamiento diferente en las muestras no
acidificadas, siendo el etanol y la acetona significativamente mas efectivos que el metanol,
el isopropanol y el acetonitrilo (Tabla 6) (Velioglu et al., 1998; Zapata, Carcel, et al.,
2014).

Tabla 6. Estudios con el Método Convencional

Referencias Matriz Parametros de Resultados
Extraccion de
antocianinas

Zapata et Arandanos Etanol/agua: 50/50 v/v Antocianinas Totales:
al.,2014 Materia prima/solvente 879,0£12.9 mg cianidina-3-
1:3 kg/kg glucdsido/100 ml
Tiempo: 2 horas Fenoles totales: 1424+67 mg
Temperatura: 36 °C GAE/100 ml.
pH 3,5 DPPH: 4872+124 mg
EAA/100 mi
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Metanol/agua: HCI 1%
en MeOH

Antocianinas Totales: 11,9 +
0,03 mg C3G /g jugo de

(Suy Proporcion sélido: pomasa
Chien, Vaccinium solvente 1:30 Polifenoles Totales: 29,20 +
2007) ashei (residuo/volumen) 58 mg EAG/g jugo de
Tiempo: 60 min pomasa
Temperatura ambiente
Solvente: Acetona Antocianinas Totales: 194,5
(100%), re-extraccion mg EC3G/100 g residuo
(70:30 acetona-agua, v/v) Polifenoles Totales: 424,1 mg
Proporcion muestra- EAG/100 g residuo
(Leey Residuo solventes (1:2) Capacidad Antioxidante: 36,1
Wrolstad, Vaccinium Temperatura: 50 0 80°C  pmol ET/g residuo
2010) corymbosum  pH:2,9-3,2
cv Rubel Antocianinas Totales: 504,5
mg EC3G/100 g residuo
Polifenoles Totales: 924,1 mg
EAG/100 g residuo
Residuo Proporcion de Solvente Polifenoles Totales: 9,46 mg
Vaccinium (MeOH: H20): 1:20 EC3G/100 g de pomasa
corymbosum L Tiempo: 1-24 h
Temperatura: 40 °C
120 rpm
(Laroze et Residuo Proporcion de Solvente Polifenoles Totales: 17,3 mg
al., 2010) (Vaccinium  (MeOH: H20): 1:20 EC3G/100 g de pomasa
macrocarpon  Tiempo: 1-24 h.
L.) Temperatura: 40 °C
120 rpm
(Mayer- Residuo Solvente: MeOH 60%: Antocianinas: 11,9-19,5 g/kg
Miebach et Chokeberry  Agua:écido formico base himeda
al., 2012) (Aronia (85:12:3) Polifenoles Totales: 31,00 —
melanocarpa) 63,00 g/kg base humeda
Capacidad antioxidante: 240-
600 mmol/kg base himeda
Residuo Solvente: MeOH Antocianinas Totales: 10 +
(Voldetal.,,  Chokeberry  75% + &cido férmico 0,4 g C3G/kg muestra fresca
2013) (Aronia 0.1% Polifenoles Totales: 6310 £

melanocarpa)

50 mg EAG/ 100 g muestra
fresca

Capacidad antioxidante: 25,2
+ 1,1 g ET/kg muestra fresca
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Solvente: 15 ml H20
5g. muestra
Tiempo: 4 min.

Antocianinas Totales: 234 +
18 mg EC3G/100 g de

Temperatura: 100 °C residuo
(Aaby et Residuo
al., 2013) Bilberry Solvente: 15 ml H20O Polifenoles Totales: 1447 +
(Vaccinium  5g. muestra 33 mg EC3G/100 g de
myrtillus L.) ~ Tiempo: 15 min. residuo
Temperatura: 80 °C
Residuo Solvente: 15 ml H.O Polifenoles Totales: 349,17
Vaccinium 5¢. muestra mg EAG/g de materia seca.
(Deng et corymbosum L Tiempo: 4 min.
al., 2014) (hojas) Temperatura: 100 °C
Residuo Solvente: ETOH/H.O Polifenoles Totales: 1,43
(Salaheen Vaccinium 10% viv mg/ml EAG
etal., 2014)  corymbosum  Proporcion sélido-
L. solvente: 2,5¢/50 ml
Tiempo: 24h
Temperatura: 60 °C
Soxhlet Antocianinas Totales: 0,065 +
Solvente: 96% ETOH, 0,002 g/ 100 g polvo de
0,5% é&cido residuo
trifluoroacético, viv Polifenoles Totales: 1,21 +
Residuos 1 g liofilizado/10 ml 0,05 g/ 100 g polvo de
(Klavins et American Tiempo: 12 h residuo
al., 2017) Cranberry Temperatura: 80 °C
(Vaccinium 25 ciclos
macrocarpon  Agitacion Antocianinas Totales: 0,098 +
L.) Solvente: 96% ETOH, 0,002 g/ 100 g polvo de
0,5%, v/v 50 ml residuo
Tiempo 24 h Polifenoles Totales: 1,12 +
0,06 g/ 100 g polvo de
residuo
Antocianinas Totales: 17,41 +
Residuos Solvente: MeOH 70%; 0,28 mg C3G/g muestra
Vaccinium solido:solvente 1:10 Polifenoles Totales: 31,13 +

angustifolium

Tiempo: 60 min

0,34 mg EAG/g muestra seca
FRAP: 157,10 = 9,82 pmol
ET/g muestra
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(Ross et al., Residuos Solvente: MeOH 70%
2017) Cranberry Proporcion solido: Antocianinas Totales: 4,46 +
(Vaccinium  solvente 1:10 0,17 mg C3G/g muestra
macrocarpon) Tiempo:60 min Polifenoles Totales: 24,87 +
0,66 mg EAG/g muestra
FRAP: 104,51 + 3,52 pmol
ET/g muestra
Relacion masa/volumen  Antocianinas Totales: 219—
Residuos (1:3) 296 mg EC3G/ 100 g extracto
(Waterhou Vaccinium spp. Solvente: H.O seco
seetal, acidificada con &cido Polifenoles Totales: 3655—
2017) citrico pH 2 4369 mg EAG/ 100 g extracto
Tiempo: 1h seco

Temperatura: 50 °C
Incuba con agitacion 200
rpm

(Bittencour
tetal,

Residuo

Vaccinium spp.

Solvente: MeOH/H20
(50:50%v/v) y
acetona/agua
(70:30%v/v)

Tiempo: 60 min con cada

Antocianinas Totales: 44,26 +
5,04 mg EC3G/ 100 g de
residuo

Polifenoles Totales: 420,0 +
11,0 mg EAG/ 100 g de

2018) mezcla de solventes. residuo
Centrifugacion: 25009 FRAP: 1756,0 + 8,9 ET/100 g
por 15 min. de residuo
Solvente: HoO destilada  Diametro particula 310,7um:
Residuo con acido citrico 1%, v/v. 17,4 £ 0,3 mg antocianina/ g
(Luchese, Vaccinium Proporcion: 4mg/ml residuo seco.
Abdalla, et  Corymbosum  Tiempo: 30 min
al., 2018) L. Diametro particula 87,23 um:
31 + 1,04 mg antocianina/ g
residuo seco.
Solvente (EtOH/H.0): Antocianinas Totales: 87,92 +
50%v/v 7,65 mg EC3G/g de residuo
(Cujié- Residuo Proporcion solvente- Polifenoles Totales: 101,35 +
Nikoli¢ et Chokeberry  solido: 1:20 8,46 mg EAG/ g de residuo
al., 2019) Aronia Tiempo: 60 min.

melanocarpa

Temperatura: 25 °C
Agitacion fija: 170 rpm.
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Solvente: MeOH 70% +

Antocianinas Totales: 26,3

(Oliveira et Residuo 1% acido trifluoroacético mg/g residuo
al., 2019) Bilberry Tiempo: 18 h Polifenoles Totales:
(Vaccinium  Sonicacion: 15 min 51,87+0,38 mg EAG/g
myrtillus L)  Agitacion 15s residuo
Solvente: MeOH 75% Antocianinas Totales:
(Jara- Residuo (1% HCL 1 N) 1188,34+19,35
Palacios et Vaccinium Proporcion solido: mg/100 g muestra seca
al., 2019) corymbosum L solvente 1:5 Polifenoles Totales: 1954,54
Tiempo: 12 h + 177,82 mg EAG/100 g
Temperatura: 25 °C muestra seca
Solvente: Antocianinas Totales: 125,82
Residuos HCI/MeOH/H,0 + 5,89 mg C3G/ 100 g
(Tagliani et Vaccinium (1:80:10 v/v) muestra seca
al., 2019) corymbosum  Proporcion sélido: Polifenoles Totales: 285,14 +
solvente 1:20 4,48 mg EAG/100 g muestra
Tiempo: 2 h seca
Temperatura ambiente Capacidad antioxidante:
339,09 + 2.69 umol ET/g
muestra seca
Residuos Solvente: MeOH 80% Polifenoles Totales: 3,02 +
(Diez- Vaccinium Proporcion sélido: 0,12 mg EAG/100 g muestra
Sanchezet  corymbosum L solvente 1:100 seca
al., 2021) residuo/volumen
Solvente: metanol en Antocianinas Totales: 4,4 +
Residuos agua al 80 % (v/v) 0,2 mg C3G/ 100 g de
(Calabuig- Vaccinium Relacién peso-volumen:  pomasa seca
Jiménez et corymbosum  1:20 (p/v) para el orujo Polifenoles Totales: 74,5 +
al., 2022) var. Duke fresco 0,4 mg EAG/ 100 g de

Tiempo: 1 hora.
Centrifugacion a 10.000
rpm durante 5 min.

pomasa seca
Capacidad antioxidante:
145,7 £ 0,6 mg ET/g de
pomasa seca.

mg EC3G: miligramos equivalentes de Cianidina-3 glucésido; mg EAG: miligramos equivalentes de &cido
galico; mg ET: miligramos equivalentes de trolox; n/d: no definido; mg EAA: miligramos equivalentes de

acido ascorbico.

1.7.2. Extraccion acelerada de solventes ASE

La extraccion acelerada de solventes (ASE) es una técnica alternativa que combina

temperaturas y presiones evacuadas con solventes liquidos, por lo tanto, considera

parametros operativos como, presion, temperatura y volumen de solvente sobre las
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extracciones. Es decir, ASE utiliza tecnologia limpia que ajusta parametros del proceso,
para extraer selectivamente componentes de diferentes matrices vegetales de interés para
la industria en general (Avram et al., 2017). Con la técnica ASE, una muestra sélida se
encuentra encerrada en un cartucho de muestra que se llena con un fluido de extraccion y
se usa para extraer estaticamente la muestra bajo condiciones moderadas de temperatura
(40-100 ° C), presion (500-3000 psi) y tiempo (5-10 min). Ademas, se usa un gas
comprimido para purgar el extracto de muestra de la celda en un recipiente de recoleccién
y se aplica a las muestras semisolidas que se quedan retenidas en la extraccion celular
durante la extraccion (Bruce E. Jones B, Ezzell J y Porter N, 2015) (Heffels P, Weber Fy
Schieber A, 2008). El uso de disolventes liquidos y temperaturas deberia dar un mejor
rendimiento en comparacion con extracciones a temperatura ambiente o cerca de ella 'y

presion atmosférica debido a:

1.7.2.1.Efecto de la temperatura

La alta temperatura utilizada durante el proceso afecta las propiedades de un solvente, por
lo tanto, es uno de los parametros mas importantes para este tipo de extraccion debido a

que produce (Bruce E. Jones B, Ezzell J y Porter N, 2015):

e Aumento en la solubilidad de los analitos debido a que la solubilidad del agua en
solventes no polares aumenta a temperaturas mas altas y permite a los analitos
situados en los poros sellados por agua estar disponibles para que el solvente llegue
facilitando de esta manera la extraccion (Paes et al., 2014).

e Debilitamiento e interrupcion de interacciones fuertes entre analitos vy
componentes de la matriz, es decir, fuerzas de Van der Waals (dipolo-dipolo,
dipolo inducido por dipolo y dispersivo) enlaces hidrégeno y atracciones dipolo
de las moléculas del soluto y sitios activos de la matriz. Estas interacciones
dependen de la estructura quimica de matriz y analito; cohesivo (soluto-soluto) y
adhesivo (soluto-matriz), es asi que la energia térmica puede reducir la energia de

activacion para el proceso de desorcién (Feng et al., 2022).

49



e Una disminucion en la viscosidad y la tension superficial del solvente. Esto
permite una mejor penetracion en los poros y entre las particulas de la matriz, lo
que mejora la transferencia de masa. Ambos cambios facilitaran un mejor contacto
de los analitos, con el disolvente y mejorar la extraccion (Diez-Sanchez et al.,
2021).

1.7.2.2.Efectos de la presion

e Se usa alta presion durante el proceso de extraccion para mantener el solvente en
estado liquido a temperaturas elevadas por encima del punto de ebullicion.

e Mejoran la eficiencia de extraccidn al arrastrar los analitos que han quedado
atrapados en los poros de esta matriz haciéndolos disponibles. Sin embargo, no se
han encontrado relaciones entre la presion y la extracion, por lo tanto, las presiones

no necesitan ser excesivas (Heffels P, Weber F y Schieber A, 2008).

1.7.2.3.Efecto del tipo de solvente

Se puede utilizar una amplia gama de disolventes en el sistema ASE, excepto para aquellos
con autoignicion a temperaturas de 40 a 200 ° C (por ejemplo, disulfuro de carbono, éter
dietilico y 1,4-dioxano). En general, deben evitarse las bases y los &cidos fuertes como
disolventes. porque son corrosivos (Machado et al., 2017). Las condiciones de extraccion
utilizadas en el método convencional generalmente para ASE no requieren el cambio del
solvente. La técnica ASE proporciona una oportunidad para el uso de una variedad de
solventes, incluso aquellos que no son efectivos en el método convencional, esto es debido
a que intervienen parametros como, la temperatura y ajuste de presion durante el proceso
que aumentan el poder de la solubilizacién del solvente (Heffels P, Weber F y Schieber
A, 2008; (Mesa et al., 2021). Una gran ventaja de este procedimiento sobre los otros
métodos de extraccion a baja presion es que se mejora la solubilidad de los compuestos
de destino en el solvente y la cinética de desorcién de matrices solidas (Avram et al.,
2017), es por lo anterior que existen diversos estudios que demuestran la capacidad de
extraccion de este método en una variedad de matrices, algunos se describen a

continuacion en la (Tabla 7).
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Tabla 7.

Estudios con el método ASE

corymbosum L.

nitrégeno (sin

tiempo estatico y sin tiempo
de precalentamiento). Ciclo
de extraccion: 5-6 minutos
Tiempo de ejecucidn total de
25-30 min.

Referencia Materia Prima  Condicion de proceso Contenido analito
Solvente: metanol/agua (20-  Antocianinas: 1,51
80%) a 2,20 mg/g de peso
Muestra: 0,2 g de polvo en seco.
Heffels, P., Arandanos Volumen de la celda de
etal 2015 Lowbush extraccion: 10 ml
Tiempo estatico: 5 min.
Tiempo extraccion: 25 min
Ne° ciclos: 3
Temperatura: 40 °C
Solvente: etanol (100%) / Antocianinas
agua acidificada (acido (muestra fresca):
citrico 1:1 pH 2) 254+0,6 mg/100g
Paes etal., Vaccinium Muestra: 20 g para muestra
2014 myrtillus L. fresca y 4 g para muestra Antocianinas
liofilizada (muestra
Volumen de la celda de liofilizada): 263+0,7
extracciéon: 5 ml mg/100g
Tiempo estatico: 5 minutos
Tiempo de extraccion: 10
min.
Temperatura: 40 ° C
Disolvente: Agua Antocianinas
Presion: 68 bar, Totales: 61,0
Temperatura: 120 °C mg/100 ml extracto
cinco ciclos de extraccion,
(Avram et Residuo 70 % volumen de lavado Polifenoles Totales:
al., 2017) Vaccinium 90 s de tiempo de purga de 7,9 mg/ml extracto
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Solvente maximizar Antocianinas
polifenoles totales: MeOH  Totales:
acuoso (60-80%) 1%

Trifluoroacético Highbush
(Linards blueberries
Klavins et  Vaccinium spp. ETOH acuoso (40-70%)1% 84,12 + 4,08 mg/g
al., 2018) Trifluoroacético
Cranberries 43,53 +
Solvente maximizar 0,70 mg/g
antocianinas totales: MeOH
acuoso (40-60%) 1% American
Trifluoroacético cranberries 7,08 £
0,97 mg/g

ETOH acuoso (40-70%) 1%
Trifluoroacético Lingonberries
7,58 £2,63mgg

mg EC3G: miligramos equivalentes de Cianidina-3 glucésido; mg EAG: miligramos equivalentes de acido
galico; mg ET: miligramos equivalentes de trolox; n/d: no definido.

1.7.3. Extraccién asistida por presion

1.7.3.1. Extraccion con CO2 Supercritico (SFE- CO2)

Este proceso corresponde a un método no convencional de extraccion que utiliza
condiciones supercriticas tales como alta temperatura y presion permitiendo elevadas tasas
de transferencia de masa, por lo que el tiempo de extraccion es menor al conseguido con
disolventes liquidos. En este tipo de extraccion, el CO2 se comporta como un fluido. Asi,
este fluido supercritico puede ser un liquido o un gas a temperatura ambiente con una baja
viscosidad y un mayor coeficiente de difusion pudiendo alcanzar gran compresibilidad
térmica, implicando una separacion simple que al cambiar la temperatura o presion genera
un solvente con alta potencia que combina las ventajas de destilacion y la extraccion con
liquidos (Paes et al., 2014).

La molécula de dioxido de carbono es un solvente ideal para este tipo de extraccion por
presentar baja viscosidad y alta densidad permitiendo mejorar la transferencia de masa en
condiciones supercriticas, esta condicion supercritica se alcanza con temperaturas de
31,06 °C, presiones mayores a 70 bar, y una densidad de 0,460 g/cm?, segun su diagrama

de fase el cual permite establecer las regiones presion-temperatura en las que son estables
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las fases liquida, solida y gaseosa del CO». Entender estos mecanismos es de utilidad para
comprender el control de estas variables y producir transiciones entre estas fases. En el
diagrama se puede observar que entre la fase solida y liquida existe un equilibrio de fusion,
cuya linea inicia en el punto triple donde confluyen los tres estados de la materia, entre el
liquido y el gas se encuentra la linea de vaporizacion que inicia en el punto triple y termina
en el punto critico y la linea de sublimacion que divide el gas del sélido. Es entonces en
el punto critico donde el gas y la fase liquida estan fusionados formando una fase Unica,
fluida y homogénea conocida como la region supercritica (Figura 8) (Garcia-Mendoza et
al., 2017; Lizcano et al., 2019; Patil et al., 2009).

10000 =
ot ¥
1000  CO, solid
. 100k CO? ||qLHd
£ Sublimation point = 3
L. -785°C at 1
:; 10k -785°Cat1atm \'\Q\l‘d x N
5 Critical poirt
9 | TSRy
3 o
o Triple point
Al -56.6°Cat5.11 am
F '
001 ® ; CO, gas
U DD] ' l: A 1 1 2 I 1 L 2
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Temperature (°C)

Figura 8. Diagrama de Fases COz2. Presidn-Temperatura. (Garcia-Mendoza et al., 2017; Lizcano et al., 2019; Patil et
al., 2009)

El COz extrae compuestos no polares, por lo que para extraer moléculas polares en este
caso antocianinas se debe aumentar su solubilidad con un disolvente polar denominado
cosolvente generalmente representado por etanol. Para el caso de la extraccion de

moléculas en

arandanos se aumenta el rendimiento y mejora el contenido de antocianinas en los
extractos finales, asi para la extraccion de residuos de arandanos se recomiendan

proporciones de hasta el 10% (LOpez-Padilla et al., 2016; Roman Paez et al., 2016).
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Los fluidos supercriticos se utilizan para extraer los componentes de interés, asi se pueden

enumerar varias ventajas y desventajas respecto al uso de este método, como se muestra

en la Tabla 8.

Tabla 8.

Ventajas y Desventajas de Extraccion por Fluidos Supercriticos

Ventajas

Desventajas

Se evita el deterioro de aguellos componentes
térmicamente labiles de la matriz natural por el uso
de temperaturas moderadas.

Lograr el equilibrio de fases entre
soluto y solvente puede ser dificil.

Los fluidos poseen alta volatilidad, lo que se facilita
su eliminacion.

Los niveles del solvente residual en el producto
final son bajos, estos solventes utilizados no son
nocivos, por esto, los extractos son reconocidos
como seguros para Su uso como aditivos
alimentarios (GRAS).

Es un método atractivo para el desarrollo de
procesos sustentables, contribuyendo a la
denominada “quimica verde”.

Cuando se utilizan cosolventes para
cambiar la polaridad del fluido se

requiere  una  operacion  de
separacion posterior para
eliminarlos.

Reduce la cantidad de interferentes.

Las altas presiones complican la
adicion continua de solidos al
extracto

La extraccion se hace sin cambios de fase

Los costos de operacion son
elevados

Pueden extraerse compuestos volatiles y no-
volatiles, ajustando la densidad del fluido para
variar su poder solvente.

Baja disponibilidad de equipos y
reducido desarrollo de disefios

El agregado de un cosolvente también puede
ayudar a mejorar la selectividad en la separacion.

El cosolvente debe estar en
proporciones que a presion y
temperatura  establecida  sean
solubles en el fluido y la mezcla
pueda considerarse supercritica

En la extraccion de antocianinas el aumento del rendimiento con el aumento de presion es

debido a que la potencia de solvatacion del CO> con la densidad mejora, por lo que las

presiones que se utilizan generalmente son superiores a 220 bar, inhibiendo enzimas que

degradan las antocianinas, ademas que durante la extraccién por la ausencia de O
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atmosférico y luz se genera una reduccién de la oxidacién de antocianinas (Hidalgo y
Almajano, 2017; Silva et al., 2017).

Como se ha mencionado la alta temperatura acelera la degradacion de las antocianinas en
el proceso de extraccion. Sin embargo, las técnicas presurizadas permiten la extraccion
rpida de antocianinas y otros fenolicos a una temperatura > 50° C encontrdndose
resultados positivos al retardar la degradacién de antocianinas durante el procesamiento
(Dai et al., 2009).

Se debe tomar en cuenta que la proporcién de la fraccion etanol/agua debe ser soluble en
la mezcla supercritica de presidn y temperatura que se ha propuesto. Sin embargo, si se
usan proporciones superiores se tendran dos fases coexistiendo (liquida y supercritica)
afectando al rendimiento y la extraccion de antocianinas (Hidalgo y Almajano, 2017).

Paes et al. (2014) realizaron estudios para residuos de arandanos estableciendo como
condiciones Optimas una temperatura de 40 ° C y 200-210 bar utilizando etanol acuoso
como cosolvente (Silva et al., 2017; Paes et al., 2014), mientras que Ghafoor et al., 2010
determinaron las condiciones Optimas para la extraccion de antocianinas de cascara de uva
utilizando SFE, informando que a una temperatura de 45 °C y 160 bar en presencia de 6-
7% de etanol son las condiciones adecuadas en la extraccion de antocianinas, al igual que
otro estudio propuesto por Seabra et al., 2010 el cual reporta condiciones similares para

la extraccion de antocianinas en piel de salco (Tabla 9).

Tabla 9. Estudios con el Método CO:2 Supercritico
Referencias Materia Parametros Informacion Relevante para este estudio
Prima de
Extraccion
de
Antocianinas
Lopez- Vaccinium  Cosolvente: e El cosolvente  aumenta el
Padilla et meridionale EtOH rendimiento y mejora el contenido
al.,, 2016; proporciones de antocianinas en los extractos
Roman de hasta el finales
Paez et al., 10% e Proporciones superiores al 10% de
2016 Presion: 30 cosolvente causa la coexistencia de
MPa
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Temperatura: dos fases coexistiendo (liquida y
40°C supercritica) afectando al
rendimiento 'y obtencion de
antocianinas.
Hidalgo y  Vaccinium  Cosolvente: Aumento del rendimiento debido a
Almajano, myrtillus EtOH (10%) que a mayor presion aumenta el
2017; Silva Presiones poder solvente del CO2 por un
etal., 2017 mayores  a aumento de su densidad. Inhibe
220 bar enzimas que degradan las
Tiempo: 30 antocianinas.
min Ausencia de O, atmosférico y luz
Temperatura: generan una reduccion de la
45°C oxidacion de antocianinas.
Polifenoles Totales: 72,18 mg
EAG/g de peso seco.
Antocianinas Totales: 0.62 mg
EC3G/g de peso seco
DPPH: 102,66 ET/g de peso seco
FRAP: 10,30 ET/g de peso seco
Paes et al.,, Vaccinium  Cosolvente: Las condiciones descritas
2014 myrtillus L.  etanol 5% anteriormente segin el estudio
Presiones: citado fueron dptimas en el proceso
200-210 Dbar Polifenoles Totales: 3,5 £ 4 mg
Temperatura EAG/q residuo liofilizado
40 °C DPPH: 35 + 19 mg ET/ g residuo
liofilizado
Antocianinas Totales: 16,5 £ 111
mg EC3G/q residuo liofilizado.
(Laroze et Residuo Cosolvente: Polifenoles  Totales: 84 mg
al., 2010) (Vaccinium  EtOH EC3G/100 g de pomasa
macrocarpon  Presion: 250 Capacidad antioxidante: 50,4 pg
L.) bar. DPPH eliminado/g EAG
Tiempo: 2 h
Temperatura:
60 °C
(Tamkuté Residuo Cosolvente: ORAC: 79,69 + 3,74 mg ET/g de
et al., 2020) Cranberry 5% ETOH extracto
(Vaccinium  Presion: 42,4
macrocarpon) MPa
Temperatura:
53°C

mg EC3G: miligramos equivalentes de Cianidina-3 glucésido; mg EAG: miligramos equivalentes de acido
galico; mg ET: miligramos equivalentes de trolox; n/d: no definido.
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En los Gltimos afos, la extraccion por fluidos supercriticos (SFE), se ha convertido en un
método de extraccion conveniente por evitar reacciones de degradacion de los compuestos
fendlicos (Babova et al., 2016). Ademas, este método estd asociado a estrictas
regulaciones amigables con el medio ambiente y a pesar de que los costos del equipo son
elevados se debe hacer una comparacion con los costos de gestion si se necesita obtener
extractos puros ya que el SFE ademas de ofrecer la eliminacion de solventes no polares
también posibilita la obtencion de extractos considerados como seguros para uso en

aditivos alimentarios. (Silva et al., 2017).

1.7.4. Extraccion Asistida con Ultrasonido

La extraccion asistida con ultrasonido favorece la penetracion de disolventes y la
transferencia de masa, reduciendo de esta manera el uso de productos quimicos y
temperatura de extraccion, aumentando la tasa de extraccion y aumentando el rendimiento
del extracto, ademéas de ahorrar el costo del proceso (Wang et al., 2016). En este
procedimiento, las frecuencias de ultrasonido facilitan la hidratacion de la matriz vegetal
permitiendo de esta manera la liberacion de compuestos, ya que, conduce al
agrandamiento de los poros de la pared celular, es decir, colapsa las pareces celulares de
la planta debido a las burbujas de cavitacion durante la extraccion promoviendo la
transferencia de masa (Garcia-Mendoza et al., 2017; Silva et al., 2017).

La EAU presenta varias ventajas como su facilidad de uso, utilizacién de
cantidades reducidas de solventes, bajo costo del proceso, bajo consumo energético, bajo
nivel de mantencion de los equipos, amplia disponibilidad, factibilidad de escalar y
produccidn de un extracto seguro para la ingesta humana. Sin embargo, como desventaja

presenta altos costos de su equipamiento (Machado et al., 2017).

Las frecuencias del ultrasonido se dividen en dos bandas, una de baja potencia de
ultrasonido que considera una baja amplitud y alta frecuencia (100-1000 kHz) o
ultrasonido de alta potencia que por el contrario utiliza una alta amplitud y baja frecuencia

(20-100 kHz) cuya aplicacion se centra en el procesamiento y limpieza de alimentos
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gracias a la formacion de burbujas de cavitacion, cuya vibracion crea corrientes fluidas y
fuerzas disruptivas en células y particulas cercanas. Sin embargo, los fendmenos
cavitacionales provocan una elevacion considerable de la temperatura (70 °C en reactores
refrigerados) debido a la combinacién que se genera con los microchorros de fluido méas
la destruccion de burbujas de aire en la superficie celular provocado por el ultrasonido
(Silva et al., 2017). Ademas, utiliza frecuencias iguales o por encima de 20 kHz. Y es
ampliamente utilizada en la industria alimentaria. Es considerado un método simple y de
mayor eficiencia en comparacion con la extraccion convencional, debido a la reduccién
gasto de calor y solvente en beneficio del medio ambiente. Algunos autores mencionan
que el efecto de sonicacion a frecuencias bajas (20 kHz) son suficientes para extraer
antocianinas ya que frecuencias mas altas podrian causar degradacion de estos
compuestos. En este tipo de extraccion el tiempo es considerado un parametro de
importancia ya que, se ha observado que existe una caida en la actividad antioxidante
después de 30 minutos de sonicacion probablemente debido al efecto del ultrasonido y al
aumento de temperatura resultado de una alta frecuencia aplicada. Por otro lado, se ha
reportado que el tamafio de particula al someterse a tratamientos de sonicacién resulta en
una menor viscosidad aparente, especialmente en arandanos (Hidalgo y Almajano, 2017).
Como desventaja de este método se menciona que puede promover la degradacion de
antocianinas por la presencia del radical hidroxilo en su estructura y por el perdxido de
hidrogeno producido dentro de las burbujas de cavitacion bajo condiciones de alta
amplitud, baja temperatura y largo tiempo de proceso, esta situacion media la apertura de
los anillos en las moléculas de antocianina, formando chalcona y mejorando asi la
isomerizacion y produccion de moléculas organicas mas pequefias. También esta
degradacion se ve favorecida por la presencia de acidos organicos en los procesos
ultrasonicos debido a la oxidacion generada por los radicales libres formados a partir de

estos &cidos en sonicacion (Machado et al., 2017).

Varios autores reportan estudios con este método aplicados a diferentes matrices vegetales
obteniendo interesantes resultados en la obtencion de compuestos de interés como se

muestra en la (Tabla 10).
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Tabla 10.

Estudios con el método EAU

Referencia

Materia Prima

Condicion de proceso

Contenido analito

Demirci M et

Berberis crataegina

Relacion: sélido/liquido

Antocianinas:

al 2021 DC 150g/mi 2659.297 mg/L
N Tiempo: 13,86 min. Polifenoles Totales:
Temperatura: 57,41 °C 62,95 mg/100g
Amplitud 98%
Hidalgo y Vaccinium spp Relacion: solido/liquido  Antocianinas

Almajano et

1:10
Concentracién EtOH:

Totales: 520 mg
C3G/g fruto seco

al., 2017 H20: HCI (70:29:1) Polifenoles Totales:
Tiempo: 2 h 600 mg GAE/g de
Temperatura: 30 °C fruto seco
DPPH: 5500 mol
TE/g de extracto
Aliafo., et al Vaccinium Relacion etanol-residuo  Antocianinas
2020 corymbosum L de 8,66 ml/ g Totales: 10.18 mg/g

Concentracion de
metanol: 74,6%,
Tiempo: 5-15 min.
Temperatura: 34 °C
Amplitud: 70%

Polifenoles Totales:
32,18 mg/ g

pH: 4
ciclo: 0,7

PingretDetal., Residuo de manzana Relacidn agua-residuo  Polifenoles totales:
150g/ mi 555 mg equivalente

2012

Concentracion de
metanol: 0,764 W/cm?
Tiempo: 40 min.
Temperatura: 40 °C

catequina/ 100 g
peso seco

Anticona M.,

2016

Arandanos
(Vaccinium
Myrtillus L.)

Relacion agua-residuo
39/40 ml
Concentracion de
Acetona, agua, acido
acético: 70:29,5:0,5 v/iv
Tiempo: 60 min.
Temperatura: 22 °C

Polifenoles Totales
Arandano: 379 mg
EAG/100 g pulpa de
arandanos
Arandano
fresco:358,7 mg
EAG/100 g

Zumos de arandano:
234 mg EAG/100 g

Residuos American

Relacioén etanol-
residuo: 0,50 g
liofilizado/50ml

Antocianinas
Totales: 0,147 +
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(Klavins et al., Cranberry Concentracion de 0,004 g/ 100 g polvo

2017) (Vaccinium solvente: 96% ETOH, de residuo
macrocarpon L.)  0,5%, viv Polifenoles Totales:
Tiempo: Reemplazo de 1,68 £ 0,07 g/ 100 g
agua cada 20 min. polvo de residuo
Temperatura: 30 °C
360 W
Residuos Vaccinium Tiempo: 1h Antocianinas
(Zhang et al., ashei cv. Reade Potencia: 50 W/L de Totales: 38, 44
2017) ' ' agua (300 W/6L) 6,54 mg/ 100 g
Gardenblue Frecuencia: 28 KHz muestra polvo
Polifenoles Totales:
55,07 + 3,32 mg
EAG/ 100 g muestra
polvo
Solvente: metanol puro  Polifenoles Totales:
(Hu et al., Vaccinium spp. Tiempo: 30 min 12,49 mg C3G /g
2019) Temperatura: 25 °C PESO SeCo
Disolvente eutético Polifenoles Totales:
profundo (1,4- 9,32 £ 0,08 mg/g
(Xue et al., Vaccinium spp butanediol 1:3) /agua
2020) 30%

Tiempo: 30 min
Temperatura: 50 °C
Potencia: 300 W

mg EC3G: miligramos equivalentes de Cianidina-3 glucésido; mg EAG: miligramos equivalentes de acido
galico; mg ET: miligramos equivalentes de trolox; n/d: no definido.

De acuerdo a los antecedentes presentados se conoce que usualmente el contenido de
antocianinas extraidas varia segin la matriz que se esté analizando, ademas para el caso
de berries como el ardndano es importante considerar la variedad, estacion de cosecha,
estado de maduracion, ubicacion geogréafica, clima, riego, exposicién a luz solar de las
bayas entre otras, siendo pardmetros importantes y dificiles de controlar, ya que todos
estos factores influyen en el contenido de compuestos bioactivos. Ademas, la literatura
registra diferencias por el tipo de tecnologia aplicada para la extraccién tanto en los
perfiles como en el contenido de antocianinas y polifenoles presentes en el fruto fresco y

residuos, es asi que, la optimizacion de las técnicas de extraccion ocupa un lugar
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protagénico en los ultimos tiempos para conocer de manera cierta la presencia de
bioactivos y sus respectivas concentraciones reduciendo la variabilidad en los resultados
al analizar el tipo de cultivo de la matriz, el tipo de extraccion y las condiciones de proceso
que se utilicen para este fin. Cabe destacar que, existe informacion limitada en cuanto a la
caracterizacion de pomasa de arandano, de ahi la importancia del presente estudio para el
aprovechamiento de esta materia prima ya que, el ardndano y sus residuos agroindustriales
poseen un alto contenido de antocianinas, lo que hace relevante su estudio y

aprovechamiento comercial.
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II. HIPOTESIS

La extraccion de antocianinas a partir de los residuos de arandanos (Vaccinium
corymbosum L. cv. Legacy) depende tanto de las propiedades del solvente como del
método utilizado para su extraccion.

Por lo tanto, se postula que los extractos obtenidos por las metodologias ASE, EAU y
convencional que utilizan como solvente una mezcla hidroalcohdlica, seran capaces de
extraer compuestos polares, siendo estos extractos ricos en antocianinas y polifenoles en
comparacion con aquellos extractos obtenidos con el método de CO Supercritico que
utiliza una mezcla de solvente apolar con baja proporcion de solvente polar. Ademas,
dentro de las metodologias ASE y EAU tanto la concentracion de solvente como la
amplitud, respectivamente; serdn condiciones de proceso decisivas para la obtencion de

extractos enriquecidos en antocianinas y polifenoles.
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I1l.  OBJETIVOS

3.1.0BJETIVO GENERAL

Estudiar la extraccion de residuos de arandanos (Vaccinium corymbosum L. cv. Legacy)

con CO- Supercritico (SFE-COz), Extraccion Acelerada de Solvente (ASE), Extraccion

Asistida con Ultrasonido y solventes convencionales optimizando el contenido de

antocianinas y polifenoles totales como primer paso para el desarrollo de un ingrediente

funcional con potencial aplicacion en la industria alimentaria.

3.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar fisica y quimicamente la materia prima inicial (residuo obtenido del
procesamiento de jugo de arandano Vaccinium corymbosum L. cv. Legacy) en
base a su analisis quimico proximal, contenido de fibra, solidos solubles (SST),
actividad de agua y humedad.

Evaluar el efecto de la temperatura, presion y concentracion de co-solvente sobre
la extraccion de antocianinas y polifenoles con CO; supercritico a partir de
residuos de arandanos (Vaccinium corymbosum L. cv. Legacy) y optimizar estas
variables de proceso mediante la metodologia de superficie de respuesta (MSR)
para maximizar el contenido de compuestos fendlicos.

Evaluar el efecto de la amplitud, tiempo y concentracion de solvente sobre la
extraccion de antocianinas y polifenoles con ultrasonido a partir de residuos de
arandanos (Vaccinium corymbosum L. cv. Legacy) y optimizar estas variables de
proceso mediante la metodologia de superficie de respuesta (MSR) para
maximizar el contenido de compuestos fenolicos.

Evaluar el efecto de la temperatura, ciclos de extraccion y solvente sobre la
extraccion de antocianinas y polifenoles a partir de residuos de arandanos

(Vaccinium corymbosum L. cv. Legacy) con el método ASE y optimizar estas
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variables mediante la metodologia de superficie de respuesta (MSR) para
maximizar el contenido de compuestos fenolicos.

Evaluar el efecto de la temperatura, solvente y tiempo sobre la extraccion de
antocianinas y polifenoles a partir de residuos de ardndanos (Vaccinium
corymbosum L. cv. Legacy) con extraccion convencional y optimizar estas
variables mediante la metodologia de superficie de respuesta (MSR) para
maximizar el contenido de compuestos fenolicos.

Caracterizar fisica y quimicamente los extractos obtenidos por CO.-SC, ASE, EAU
y por extraccion convencional en base de su contenido de antocianinas individuales

y totales, polifenoles totales y capacidad antioxidante.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1.Materiales

Los estandares utilizados para la cuantificacion de antocianinas fueron: cloruro de
peonidina 3-glucdsido, cloruro de malvidina 3-glucésido, cloruro de petunidina 3-
glucésido, cloruro de delfinidina 3-glucosido, cloruro de cianidina 3-glucésido (Merck,
Darmstadt, Alemania).

Solventes y productos quimicos: CO- anhidro (AGA, Santiago, Chile), alcohol, metanol,
etanol de grado analitico, reactivo de Folin-Ciocalteu, trolox, estandar de DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidracilo), cloruro férrico hexahidratado, reactivo TPTZ, &cido aceético
glacial, hidroxido de sodio, acetona, acido férmico, acetonitrilo, carbonato de sodio,
acetato de sodio, hidroxido de sodio, &cido clorhidrico, célite 545, lana de vidrio
xilanizada y perlas de vidrio todos adquiridos de la Merck, Darmstadt, Alemania.

4.2.Materia prima

4.2.1. Arandanos

Este estudio se realizd con arandanos de la especie Vaccinium corymbosum L. cv. Legacy
comprados en mercados locales de la Region Metropolitana en Santiago de Chile. Después
se transportaron y almacenaron en una camara de refrigeracion ubicado en el laboratorio
del Departamento de Nutricion de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile a -
70 °C en un equipo de frio Sanyo Electric Ultra-low temperatura freezer modelo MDF-

U3086S, hasta su procesamiento.

4.2.2. Procesamiento del arandano

Los arandanos frescos se lavaron con agua potable, se retird el exceso de agua y luego se
extrajo el jugo a nivel de laboratorio. Los RA (pomasa) se obtuvieron a partir de la
fabricacion del jugo simulando las condiciones de procesamiento industrial, con un

extractor Ursus Trotter modelo Ut-Bronze 150 German Konzept, separando de esta
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manera el jugo de arandano del residuo/pomasa constituida por semillas, cascaras y pulpa

de la fruta.

4.2.3. Preparacion de la pomasa de la fruta

Se utilizé muestras de pomasa liofilizadas. La pomasa fue liofilizada en condiciones de:
-50 ° C x 72 h a5 mTorr en un liofilizador Freeze Dryer Operon Cientec modelo FDB-
5502, posteriormente se trituraron en un molino de martillos en un solo paso (Polymix Px
MFC 90d) y luego en un molinillo de café (20 x 3 m). La muestra alcanz6 un tamario de
particula de 30-40 mesh (425-600 um) al pasar atreves de una malla en acero inoxidable
tela mesh, obteniendo homogeneidad de la muestra. El residuo liofilizado (actividad de
agua=0,16; contenido de humedad= 3,44%) se almacend en un equipo de frio de -70° C

hasta su posterior uso.

Esta materia prima inicial, ademas fue sometida a un andlisis quimico proximal,
contenido de fibra, solidos solubles, actividad de agua y humedad de acuerdo a los

procedimientos del apartado 4.3.

4.3.Extraccion de residuos de arandanos

4.3.1. Extraccion convencional

Para la extraccién solido-liquido de antocianinas con el método convencional (EC), se
coloco 2,5 gramos de RA liofilizado en un matraz conico adicionando 40 ml de la mezcla
de etanol/agua (% v/v). Posteriormente, se llevd a un bafio de agua termostatico durante
periodos de tiempo en un rango de 60 y 120 minutos segun el disefio experimental
propuesto. La mezcla se centrifugd (Beckman Allegra™ 21R centrifuge) a 1500 rpm y el
sobrenadante se recogid y se transfirié a un matraz aforado de 50 ml almacenéandolo en
tubos cerrados Falcon en un equipo de frio a -70 °C para su posterior utilizacion en las

determinaciones fisicas y quimicas descritas en el apartado 4.4.

4.3.1.1.Disefo experimental de extraccion convencional

El disefio experimental en la extraccion convencional se realizo de acuerdo con un disefio

de Box-Behnken que considera un total de 15 experimentos de extraccion descritos en la
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Tabla 11, en los que se combinaron las siguientes variables independientes: porcentaje de

etanol/agua entre el 50-100% v / v, temperatura entre el 20 y 60 ° C y el tiempo de

extraccion entre los 60 y 120 minutos, sobre el contenido de antocianinas totales,

polifenoles totales y capacidad antioxidante como variables respuesta. Se utilizd la

metodologia de superficie respuesta (RSM) para optimizar procesos de extraccion usando
la funcion de deseabilidad (Coronado H. et al., 2015; Mazza et al., 2002; Silva et al.,

2017) EIl andlisis del disefio experimental se realizO con la ayuda del software
STATGRAPHICS Centurion XV. En base a la optimizacion multiple se obtuvo

posteriormente un extracto 6ptimo ECO.

Tabla 11. Disefio Experimental-Método Convencional
Experimento Solvente Temperatura Tiempo
Etanol/agua (% v/v) (°C) (min)
1 75 60 120
2 100 60 90
3 100 40 60
4 75 60 60
5 75 40 90
6 75 20 60
7 100 40 120
8 50 20 90
9 75 40 90
10 75 20 120
11 75 40 90
12 100 20 90
13 50 40 60
14 50 40 120
15 50 60 90
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4.3.2. Extraccion acelerada de solventes ASE

Para la extraccion de antocianinas con este método se utilizé un mecanismo automatizado
(Figura 9), en el ASE 300 Accelerated Solvent Extractor Dionex, colocando 4 gramos de
RA liofilizado en tubos de acero inoxidable con un didmetro exterior de 1/16 de pulgada
y de 0,02 pulgadas de didmetro interno (d.i) sin contrapresion. Las celdas de extraccion
son de acero inoxidable de 1500 psi, con volimenes de 16,0 ml (14 mm d.i x 100 mm) y

se calentaron en un blogue de calefaccidn construido internamente.

Vilvula de bomba Celda de
Extraccion
,/

—

Bomba
Vilvula Estatica

o {

Valvula de Purga ®

Solvente

Homo

Mitrogeno Vial de Recoleccion

Figura 9. Esquema de la Extraccion Acelerada de Solventes (ASE)

Para este estudio, todas las muestras fueron recogidas en viales de 40 ml y un sensor de
gas de hidrocarburo fue utilizado para monitorear fugas de solvente. Las muestras se
cargaron en las celdas de extraccion con un volumen extra (1g) de Celite 545 (Merck,
Darmstadt, Alemania) en el extremo de entrada de la celda. Cuando las celdas estaban
cargadas y apretadas, se realizo el precalentando de la celda antes de llenar con solvente
(método de precalentamiento). Se dejo equilibrar la célula durante un periodo estatico de
5 minutos, tiempo en el cual la valvula estatica y la bomba se abren, introduciendo el
disolvente en la celda a 8 ml/min hasta que se acumule aproximadamente 1 ml en el vial
de recoleccion, haciendo que la valvula estatica se cierre y la celda continle para
presurizar al punto de ajuste (200-3000 psi). Después del periodo estatico se introdujo
disolvente nuevo para limpiar las lineas y la celda, y el extracto se recogio en el vial. A
partir de aqui, se cierra la valvula de la bomba, se abre la valvula de purga y se presuriza
el nitrégeno (125-150 psi) forzando al solvente a salir de la celda de extraccion hacia el

frasco reservorio, el extracto se trasvasé para su almacenamiento a tubos cerrados Falcon
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en un equipo de frio a -70 °C hasta su posterior utilizacion en las determinaciones fisicas
y quimicas descritas en el apartado 4.4.

4.3.2.1.Disefio experimental de extraccion ASE

El disefio experimental en la extraccion mediante ASE se realizé de acuerdo con un disefio
de Box-Behnken que considera un total de 15 experimentos de extraccion descritos en la
Tabla 12, en los que se combinaron las siguientes variables independientes, evaluando el
efecto que presentan sobre el extracto: solvente etanol (20-80% v/v) con agua acidulada
con &cido acético (0,5%), temperatura (40-60 ° C) y ciclos de extraccion (1-5). El proceso
de extraccion ademas considerd un calentamiento de 5 min, un periodo estatico de 5 min,
flush del 30%, purga de 600 segundos. Las variables respuesta en la RSM correspondieron
al contenido de antocianinas totales, polifenoles totales y capacidad antioxidante con
optimizacion multiple usando la funcion de deseabilidad. Se utilizé el software
STATGRAPHICS Centurion XV. En base a la optimizacion multiple se obtuvo
posteriormente un extracto 6ptimo (EASE).

Tabla 12. Disefio Experimental-Método ASE

Experimento Solvente Temperatura N° de ciclos
Etanol/agua acidulada (°C)
(% viv)
1 50 50 3
2 20 40 3
3 50 50 3
4 80 60 3
5 80 50 5
6 20 50 1
7 80 50 1
8 20 60 3
9 50 40 1
10 50 50 3
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11 80 40 3
12 20 50 5
13 50 60 1
14 50 40 5
15 50 60 5

4.3.3. Extraccion supercritica con CO2 (SC-COy):

Para la extraccion a partir de residuos de ardndano mediante CO2-SC se utilizd un
extractor supercritico de laboratorio acoplado a una bomba Knauer HPLC K-501, Berlin
Alemania para agregar modificadores (Speed SFE, modelo 7071, Applied Separations,
Allentown PA). Para preparar la muestra se mezclaron 3 g de RA liofilizado con 6 g de
Celite 545 (Merck, Darmstadt, Alemania), que posteriormente se introdujo en una
columna de acero inoxidable de un volumen de 50 mL. En esta columna se colocd la lana
de vidrio xilanizada (Merck, Darmstadt, Alemania), seguido de Celite, perlas de vidrio,
lana de vidrio xilanizada, Celite, RA liofilizado, Celite y lana de vidrio xilanizada. Una
vez que se introdujo la muestra en la columna de extraccion se procedié a conectarla al
interior del horno del equipo de extraccion supercritico. Este equipo posee ademas un
enfriador (Julabo F200 con refrigerante R134a. Seelbach, Alemania), una bomba de alta
presion para CO2 para lograr un flujo de 2,5 L/min, una bomba para ingresar cosolvente,
horno, un regulador de presion, tubos de recoleccion del extracto y un medidor de flujo
de salida de COz (Figura 10) (Lizcano et al., 2019). El extracto obtenido se almacend en
tubos herméticamente cerrados con atmosfera de nitrégeno y colocados en un equipo de
frio a -70 °C hasta su posterior utilizaciéon en las determinaciones fisicas y quimicas
descritas en el apartado 4.4.
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Figura 10. Esquema Basico del equipo de SC-CO2
4.3.3.1.Diseflo experimental con SC-COz:

La extraccion con SC-CO: se realizara de acuerdo con un disefio Box-Behnken que
considera 15 experimentos de extraccion descritos en la Tabla 13, para evaluar el efecto
que tiene la presion (200-400 bar), temperatura (40-60 °C) y concentracion de cosolvente
(etanol) (0-10%) como variables independientes sobre el contenido de antocianinas
totales, polifenoles totales y capacidad antioxidante del extracto, tomadas como variables
de respuesta. Se utilizo la metodologia de superficie de respuesta (RSM) para optimizar
las variables de respuesta mediante la aplicacion de la funcion de deseabilidad. El extracto

obtenido en condiciones dptimas se denomin6 ESC.

Tabla 13. Disefio Experimental-Método SC-CO:2

Experimento Presion (bar) Temperatura Concentracion de
(°C) cosolvente (%)
1 300 50 5
2 400 40 5
3 200 50 0
4 300 50 5
5 300 40 10
6 200 40 5
7 300 60 10
8 400 50 0
9 400 60 5
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10 300 40 0

11 200 50 10
12 400 50 10
13 200 60 5
14 300 50 S)
15 300 60 0

4.3.4. Extraccion Asistida con Ultrasonido:

Para la extraccion a partir de residuos de ardndano mediante la extraccion asistida con
ultrasonido se utilizé el equipo Ultrasonic processor VCX500 (Sonics y Materials, Inc.
Newtown, USA) operando una frecuencia de 25 kHz. La extraccion se llevé a cabo en un
bafio de hielo para evitar el sobrecalentamiento de la mezcla y mantener esta variable entre
los 35-40 °C durante el desarrollo del método, aplicando alta potencia (alta amplitud y

baja frecuencia 20-100 kHz). Se pes6 5 gramos de la muestra de residuo liofilizado y un
volumen especifico de disolvente recomendada para la sonda de 1, utilizada con su

operacion segun las concentraciones segun las condiciones especificadas en el disefio
experimental. Después del tiempo de extraccidn establecido con pulsaciones On (10
segundos) y Off (10 segundos), se realizo el proceso de centrifugacion dos veces durante
5 minutos a 4000 rpm. El sobrenadante se filtro y traslad6 a un matraz aforado de 50 ml.
Se almacend en tubos herméticamente cerrados en un equipo de frio a -70 °C hasta su
posterior utilizacion en las determinaciones fisicas y quimicas descritas en el apartado 4.4.

4.3.4.1.Diseflo experimental con extraccion asistida con ultrasonido:

La extraccion asistida con ultrasonido se realizara de acuerdo con un disefio Box-Behnken
que considera 15 experimentos de extraccion descritos en la Tabla 14, para evaluar el
efecto que tiene la amplitud (20-90%), tiempo (10-60 minutos) y concentracion del
solvente (etanol-agua acidulada 0,5%) (20-80% v/v) como variables independientes sobre
el contenido de antocianinas totales, polifenoles totales y capacidad antioxidante del

extracto, tomadas como variables de respuesta. Se utilizé la metodologia de superficie de
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respuesta (RSM) para optimizar las variables de respuesta mediante la aplicacion de la
funcioén de deseabilidad. El extracto obtenido en condiciones dptimas se denominé EAU.

Tabla 14. Disefio Experimental-Método Asistido con Ultrasonido
Experimento Concentracion del Amplitud Tiempo (min)
solvente (% Vv/v) (%)
1 50 55 35
2 80 55 60
3 50 20 10
4 50 55 35
5 50 20 60
6 80 20 35
7 50 90 60
8 80 55 10
9 20 55 10
10 20 20 35
11 50 55 35
12 80 90 35
13 50 90 10
14 20 90 35
15 20 55 60

En todos los extractos Optimos obtenidos mediante los distintos métodos en este estudio
se determinaron antocianinas individuales por HPLC-DAD siguiendo la metodologia de
Lietal., 2015. También para estos extractos se identificaron antocianinas individuales por
UHPLC-DAD-MS, mientras que los extractos resultantes de los disefios Box- Behnken
en todos los métodos de extraccion fueron analizados para antocianinas totales por el
método de pH diferencial segun Vatai et al., 2009, contenido fendlico total segun
Singleton y Rossi y actividad antioxidante del extracto (FRAP y DPPH) segun Benzie y

Strain.
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4.4.Caracterizacion de las propiedades fisicas y quimicas de la materia prima
inicial y de los extractos obtenidos.

4.4.1. Materia prima inicial

4.4.1.1.Humedad

Para determinar la humedad se emple6 un equipo analizador de humedad modelo PMR
50/1.R de Radwag balances y scales, Poland (EU).

4.4.1.2.Actividad de agua (aw)

Se determin0 la actividad de agua a 21,6 °C en un equipo Smart water activity meter
modelo wam-1/2/3/4 de MRC, lIsrael.

4.4.1.3.Determinacién del contenido de proteina

Para la determinacion de proteina se empled el método de Nitrégeno Total y Proteina
Bruta de Kjeldahl AOAC 928.08, variante Steymark.

4.4.1.4.Determinacion de fibra dietética total/soluble/insoluble

Esta basado en el método AOAC 991.43 “Fibra Dietética Total, Soluble e Insoluble en

Alimentos”, empleando el método enzimatico gravimétrico.

4.4.1.5.Determinacién del contenido de materia grasa

Para la determinacion del porcentaje de materia grasa de los residuos de arandano, se
utilizé el método de extraccion directa Soxhlet y éter de petréleo como solvente para la
obtencion del extracto etéreo a partir de la muestra liofilizada y seca. EI contenido en las
muestras se expresdé como porcentaje de materia grasa en base seca (%MG b.s.).

4.4.1.6.Determinacién del contenido de cenizas

Se analiz6 el contenido de cenizas mediante el método AOAC 923.03 (AOAC, 2015)
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4.4.2. Extractos

4.4.2.1.S6lidos solubles

El contenido de solidos solubles se determind mediante el método refractométrico descrito
por la AOAC 932.12 (AOAC, 1990), utilizando un refractometro digital para mediciones
de sacarosa HI 96801 Hanna Instruments Inc., Woonsocket, Rhode Island,02895, USA.
Los resultados fueron expresados en °Brix.

4.4.2.2.Contenido de antocianinas individuales

4.4.2.2.1. ldentificacion y cuantificacion de antocianinas por HPLC-DAD

Se utilizd cromatografia liquida de fase inversa (RP-HPLC) (Waters Alliance 2695
Separation Module) acoplado a un arreglo de diodos 2998 PDA Detector (DAD) y
ajustado a A entre 280 y 600 nm. Para cuantificar las antocianinas presentes en los
extractos, las muestras fueron centrifugadas por 15 minutos a 9000 rpm se realiz6 y luego
se analizaron en un sistema equipado con una columna analitica C-18 (Column- XBridge
C18, 4.6 x 50 mm, 3.5). La temperatura de la columna se mantuvo a 30 °C, el volumen de
la inyeccion de cada muestra y la solucion estandar fue de 20 pL. Los disolventes
utilizados fueron agua ultrapura (A), agua/acido férmico/acetonitrilo (87:10:3) (B),
acetonitrilo de grado HPLC (C) y agua/éacido férmico/acetonitrilo (40:10:50) (D) a un
caudal de 0,8 ml/min. El programa de gradiente fue de la siguiente manera: comenzando
con 90% B a 10% D (0-40 min), 86% B a 14% D (en minuto 40), 80% B a 20% D (40-44
min), 70% B a 30% D (44-50 min), 90% B a 10% D (50-55 min), 90% B a 10% D (55-60
min). La fase mévil de HPLC se prepard diariamente y fue desgasificada antes de
inyectarse en la columna. El control del sistema y el analisis de datos se procesaron con

el Software Empower de Waters.

Las antocianinas se detectaron a 520 nm. Cinco antocianinas como estandares:
Delfinidina-3-O-glucésido, Cianidina-3-glucdésido, Petunidina-3-O-glucdsido, Peonidina-

3-O-glucosido 'y Malvidina-3-glucésido fueron utilizado para la separacion y
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cuantificacion de antocianinas. Los resultados del contenido de antocianinas fueron

expresados en mg de antocianina/g de residuo liofilizado.

4.4.2.2.2. ldentificacion de antocianinas por UHPLC-DAD-MS

Las antocianinas de los extractos optimos obtenidos por extraccion convencional, ASE,
EAU y SC-CO:; se identificaron mediante cromatografia liquida de ultra rendimiento en
un equipo de UHPLC Dionex Ultimate 3000 con Detector MS Exactive plus, Thermo. El
sistema estd compuesto por una bomba cuaternaria modelo LPG-3400RS, un horno para
columnas modelo TCC-3000RS, un automuestrador modelo WPS-3000TRS y un detector
UV 3000 (Thermo Scientific, Bremen, Germany). El detector es un espectrémetro de
masas Orbitrap Exactive Plus (Thermo Scientific, Bremen, Germany) equipado a un
ionizador electrospray (ESI). Los datos son obtenidos con el software Xcalibur 2.8
(Thermo). EI volumen de inyeccién fue ajustado a 5 pL. Se utilizd6 una columna

Phenomenex Luna C18 (5 um x 250 x 4.6 mm).

Para la identificacion de antocianinas se utilizaron como fases moviles: agua con un 0,1%
de acido férmico como disolvente Ay Acetonitrilo con 0,1% acido formico como solvente
B, a un caudal de 0,50 mL/min. La determinacion de los analitos se llevo a cabo mediante
un electrospray fuente que funciona en modo de ionizacion positiva bajo las siguientes
condiciones: resolucion = 140000, temperatura del horno = 35 °C, escaneo 100-1000 m/z,
lujo de gas auxiliar=11 (unidades arbitrarias), flujo de gas envolvente= 35 (unidades
arbitrarias), voltaje de pulverizacién= 4 kV, temperatura del calentador de gas auxiliar=
150°C, temperatura capilar= 350°C. EIl gradiente empleado fue el siguiente: 0 minutos,
5% B; 4 minutos, 5% B; 25 minutos, 20% B; 32 minutos, 50% B; 38 minutos, 50% B; 45

minutos, 5% B, 50 minutos, 5% B. El tiempo total de ejecucion fue de 50 minutos.

4.4.2.3.Contenido de antocianinas totales

El contenido de antocianinas totales se determind por el método espectrofotométrico de
pH diferencial (AOAC, 2005.02).
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Para la determinacion se mezcl6 una alicuota de extracto (100 ul) con un aforo de 10 ml
de buffer de cloruro de potasio 0,025 M a pH 1,0 ajustado con &cido clorhidrico y otra
alicuota (100 pl) con el mismo aforo de 10 ml de buffer de acetato de sodio 0,4 M a pH
4,5 ajustado con acido clorhidrico y se medié la absorbancia tanto a 520 y 700 nm. Las
porciones diluidas de prueba se leyeron frente a un blanco de agua destilada, esta
absorbancia se midié entre 20 y 50 minutos después de la preparacion. Posteriormente, se
midié la absorbancia a 700 nm con el proposito de corregir la medida por la presencia de

neblina debida a la presencia de compuestos degradados o sustancias interferentes.

La concentracion molar de antocianinas se determinara segun la siguiente ecuacion:
.. A
Antocianinas totales (mg/L) = 3 xMWxDFx103

Donde;

C: concentracion molar (mg/L)

A: (A520 nm - A700 nm) pH1,0 - (A520 nm - A700 nm) pH 4,50

MW: peso molecular de cianidina-3-glucosido (449,2 g/mol)

DF: factor de dilucion establecido para la muestra

103: factor de conversion de g a mg

&: coeficiente de extincion molar de cianidina-3-glucosido (26900 L x mol* x cm™)

L: longitud de recorrido en la cubeta del espectrofotémetro (1cm)

La diferencia en la absorbancia a la longitud de onda de maxima absorcion (520 nm) es
proporcional al contenido de antocianinas. Los resultados se expresaron en base a mg de

equivalentes de cianidin-3-glucésido (EC3G) /g de RA liofilizado.

4.4.2.4.Contenido de polifenoles totales

La determinacion del contenido fendlico total fue determinada segln el método de Folin-
Ciocalteu descrito por Singleton VL y Rossi JA (1965). Para el analisis se agregaron 100
ul del extracto en un matraz de aforo de 10 ml y se adicionaron 4,9 ml de agua destilada.
Seguidamente, se adicionaron 0,5 ml del reactivo Folin-Ciocalteu y se esper6 entre 3y 8
minutos para luego agregar 1,7 ml de una solucién de carbonato de sodio al 20%, se afor6

con agua destilada, se agitd y se dejé reposar por 30 minutos en la oscuridad. Pasado ese
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tiempo se midi6 la absorbancia en una cubeta de 10 mm a 765 nm en un espectrofotémetro
de absorcion UV Perkin Elmer lambda 25, contra un blanco de agua que se preparo en las
mismas condiciones de la muestra. Ademas, para el analisis se elaboré una curva de
calibracion con concentraciones conocidas de acido galico (Anexo 1). Se midio la
absorbancia de la muestra por duplicado en un espectrofotémetro de absorcion UV Perkin
Elmer lambda 25 a 765 nm en cubeta de paso éptico de 10 mm contra un blanco de agua,
utilizando el software Lambda 25. Los resultados fueron expresados como mg de

equivalentes de &cido galico (mg EAG) / g de RA liofilizado.

4.4.2.5.Capacidad antioxidante:

Se determin6 mediante el método de poder antioxidante de reduccion férrica (FRAP) y
mediante el método del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH).

4.4.25.1. Ensayo de FRAP

Se prepard una solucion FRAP en proporcion de 10:1:1 con un buffer de acetato 300
mmol/L a un pH 3,6, reactivo TPTZ, y solucion acuosa de cloruro férrico hexahidratado
20 mmol/l. En ausencia de luz, la solucion sera incubada a 37 ° C por 10 min, y se
preparard la muestra con 2700ul de solucion FRAP, 270ul de agua mili Q y 30ul del
extracto (diluido). Después del tiempo de incubacion la absorbancia de la muestra se
medi6 a 593 nm en una cubeta de paso 6ptico de 10 mm utilizando el software Lambda
25, cada 30 segundos durante 10 minutos. Las absorbancias finales de las muestras fueron
comparadas con una curva de calibracion de concentraciones conocidas de Trolox (Anexo
2) y los resultados fueron expresados como pmol equivalente de Trolox equivalente (umol
ET) / g de RA liofilizado (Benzie y Strain, 1996).

4.4.25.2. Ensayo DPPH:

Se prepar6 una solucion stock del radical DPPH de concentracion 10 mg aforados a 10 ml

de metanol. Para las determinaciones analiticas se utilizé una solucion de trabajo de DPPH
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con una dilucion 1/50 (v/v) de la solucion madre con metanol. Para medir la capacidad
antioxidante del extracto se utilizo una alicuota de 500 ul de la muestra en un matraz de
aforo de 10 ml con metanol. Posteriormente, de esta solucion anteriormente preparada se
tomaron 0,1 ml y se mezclaron con 3,9 ml de la solucion de trabajo de DPPH, esta
operacion se realizo para cada muestra por triplicado. Para el blanco se tom6 0,1 ml de la
muestra diluida con 3,9 ml de metanol y para el control se mezclaron 3,9 ml de la solucién
de trabajo de DPPH con 0,1 ml de metanol, una vez agregada la solucién de DPPH se
incubaron las soluciones preparadas durante 30 min en la oscuridad. Finalmente, se medi6
la absorbancia de la muestra en un espectrofotometro de absorcion UV Perkin Elmer
lambda 25a 517 nm en una cubeta de paso Optico de 10 mm contra un blanco y el control.
El porcentaje de degradacion del DPPH (Bondet et al., 1997) para las diferentes
soluciones sera calculado mediante la capacidad atrapadora de radicales libres, segun la
siguiente ecuacion:

% decoloracion = 100 — (Absorbancia de la muestra) x 100
Absorbancia control

Ademas, las absorbancias finales de las muestras fueron comparadas con una curva de
calibracion de concentraciones conocidas de Trolox aforado con metanol (Anexo 3) y los

resultados fueron expresados como pumol ET/ g de RA liofilizado.
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V. ANALISIS ESTADISTICO

La optimizacion se hizo mediante la correlacion entre las variables independientes y las
variables respuesta expresadas en funcion de un modelo de regresion polinomial
cuadratico minimizando la variacion de residuales, segun la siguiente ecuacion:

y=Bo + X1 BoXi + Tic; BUXiXj + Xisy BUX? + &
Donde y es la respuesta esperada, Xi son las variables, Po es el coeficiente constante, 3,
Bii, Bij, son los coeficientes de interaccion, lineales y cuadraticos respectivamente, que

evallan dichos efectos (Jaramillo et al., 2013; Yaguas, 2017).

Para optimizar simultdneamente las respuestas con una combinacion deseable de valores
gue encuentre un punto factible donde converjan con una desviacién minima, se utilizo la
herramienta de deseabilidad, la cual arrojo valores ideales u 6ptimo (Derringer y Suich,
1980). Cada respuesta en una funcién individual de deseabilidad varia entre 0 y 1
representando la cercania de una respuesta al valor ideal. Para conocer si el modelo
describe adecuadamente la superficie de respuesta real y si la ecuacion polinémica es la
adecuada, se utilizo el software STATGRAPHICS Centurion XV mediante el cual se
establecio un coeficiente de determinacion (R?) a partir del analisis de la varianza
ANOVA para evaluar la significancia estadistica del modelo, asi como también la

significancia de las variables de este mediante un nivel de probabilidad del 5% (p <0.05).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1.Caracterizacion de las propiedades fisicas y quimicas de la materia prima
inicial
La materia prima inicial (residuo/pomasa) proveniente de la elaboracion de jugo de
ardndanos cv. Legacy muestra caracteristicas fisicas y quimicas descritas en la Tabla 15;
también se pueden apreciar los resultados obtenidos en el andlisis proximal del mismo

residuo, pero en este caso después de ser liofilizado.

Tabla 15. Caracterizacion fisica y quimica del residuo de
arandano (Vaccinium corymbosum L. cv. Legacy)
Parametros Residuo Fresco

pH 3,74+0,01
Solidos Solubles (°Brix) 14,8+0,28
Humedad (%) 76,24+0,36
Actividad de Agua 0,958+0,05
Residuo Liofilizado
Humedad (%) 3,44+0,12
Actividad de Agua 0,141+0,05

Residuo Liofilizado
(x+D.E. g/100 g RA b.s.)

Carbohidratos 66,06+0,48
Fibra Total 46,79+0,37
Fibra insoluble 39,35+0,73
Fibra soluble 7,44+0,51
Proteinas 3,49+0,40
Lipidos 0,42+0,08
Cenizas 1,09+0,01

Segun los resultados obtenidos en la caracterizacion fisica y quimica, el residuo fresco de
arandano (Tabla 15) muestra un alto contenido de humedad (76,24+0,36%), valor similar
a los reportados en la literatura, 81,45+0,46% con diferencias que se pueden explicar por
la cantidad de agua disponible en el suelo durante la cosecha (Reque et al., 2015). En
cuanto a la fruta fresca se reportan valores de humedad de 85,78+0,62, por lo que se puede
decir que, tanto la fruta fresca como la pomasa analizada en este estudio tienen un alto

contenido de agua susceptible al deterioro por accion microbiana, factor importante a
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tomar en cuenta cuando esta materia prima es sometida a procesos industriales y en la
evaluacion de pérdidas al formular productos. Por lo tanto, trabajar con residuos
liofilizados contribuy6 al control y conservacion de la muestra al preservar sus atributos
y compuestos bioactivos presentes.

Por otro lado, el residuo de arandano conserva una gran cantidad de compuestos con valor
nutricional como se observa en la Tabla 15. Estos resultados pueden ser comparados con
aquellos descritos por Reque et al., 2015 en su estudio realizado a arandanos (Vaccinium
spp.) en términos de fruta fresca, pomasa y fruta en base seca. En el cual, los carbohidratos
del RA (51,39 %=+1,37), pH (4,67+0,19) y solidos solubles (10,50 °Brix) son menores a
los valores obtenidos en este estudio a excepcion del pH donde ocurre que el valor es
mayor a los presentados en el presente estudio (66,06+0,48% para carbohidratos, 3,74
para el pH y 14,8+0,28 °Brix para sélidos solubles). De la misma forma en cuanto al
contenido de proteinas (4,67+0,19%), lipidos (0,67+0,02%) y cenizas (1,59+0,06%);
Reque et al., 2015 presentan valores superiores a los descritos en el presente estudio ya
que, para proteinas se obtuvieron valores de 3,49+0,40%, 0,42+0,08% para lipidos y
1,09+0,01% para cenizas. En este estudio también se demostré que la pomasa de arandano
cv Legacy contiene un alto nivel de fibra dietética total, soluble e insoluble obteniendo
valores iguales a 46,79+0,37%, 7,44+0,51% y 39,35+0,73, respectivamente. Igualmente,
en un estudio realizado a polvos deshidratados obtenidos a partir de bagazo de ardndano
Ilevado a cabo por Mediana (2017) se registraron porcentajes similares de 13+0,2% para
fibra dietética soluble, 26,1+0,2% de fibra dietética insoluble y 39,1+0,2% de fibra
dietética total, lo que sigiere que la pomasa de arandano es ademas una buena fuente de

fibra abriéndose la posiblidad de obtenerla como suplemento alimenticio.

Las diferencias obtenidas en cuanto a la composicion fisica y quimica con relacién a los
estudios tomados como referentes puede deberse especialmente al tipo de cultivo de
arandano analizado, ya que la composicion del fruto va a depender de su estacion de
cosecha, condiciones y ubicacién geografica del suelo de sembrio, el estado de
maduracion del fruto incluso las condiciones climaticas y condiciones de riego pueden

afectar los resultados obtenidos. Sin embargo, se coincide en que la pomasa de arandano
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comparada con el fruto entero fresco segun datos entregados por la USDA (Departamento
de Agricultura de Estados Unidos, 2013) y Vasco et al., 2009, posee un contenido
destacable de nutrientes como se muestra en la Tabla 16. De esta manera analizando y
comparando los resultados se tiene que en promedio en la pomasa se obtienen
aproximadamente un 50% de carbohidratos del total reportados para el fruto entero, en
cambio para proteinas, lipidos, cenizas, pH, sélidos solubles y humedad la diferencia entre
el fruto entero y la pomasa son minimas (0,3% aproximadamente). Al contrario, la fibra
dietética total, soluble e insoluble resulta superior en el analisis de la pomasa de arandano
con relacion al fruto entero en un 16% aproximadamente, esto puede deberse a que la
pomasa esta constituida de restos de piel, pulpay semillas del fruto ricas en polisacaridos,

hemicelulosa, lignina y celulosa.

Tabla 16. Andlisis proximal del fruto entero y pomasa del ardndano azul

Parametro Frutoentero (% b.s) Pomasa (% b.s)
Referencia Reque et Vascoet USDA | Reque et Anélisis
al.,2015 al.,2009 al.,2015 propio
Medina,
2017

Carbohidratos 93,37 88,95 91,77 |51,39+£1,37 66,06+0,48
Proteinas 4,10+0,08 3,68 431 | 4,67£0,19 3,49+0,40
Lipidos 0,73+0,06 5,26 0,33 | 0,67+0,02 0,42+0,08
Cenizas 1,80+0,01 2,11 1,52 | 1,59+0,06 1,09+0,01
pH 2,92+0,00  2,56-3,15 - 2,94+0,00 3,74+0,01
Sélidos Solubles 10,67+0,29 - - 10,50+0,00 14,8+0,28
(°Brix)
Humedad 85,7840,62  81+2,00 84,21 | 81,45+0,46 76,24+0,36
Fibra soluble - 6.0+1,0 - 13.0+0,2  7,44+0,51
Fibra insoluble - 32,5425 - 26,1+0,2  39,35+0,73
Fibra Total - 38+2,2 - 39,1+0,2  46,79+0,37

Resultados presentados como promedio + desviacién estandar y expresados en g/100 g de residuo (base seca) (Reque
et al., 2015; Vasco et al., 2009)
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6.2. Experimentos de extraccion convencional de antocianinas a partir de
residuos de arandanos.
En el presente estudio, utilizando el método de extraccion convencional se pretende
maximizar la extraccion de antocianinas a partir de residuos de arandano mediante la
combinacién de multiples factores que afectan este proceso, en especifico, temperatura,
tiempo y la concentracion del disolvente. Los resultados del disefio experimental Box-
Behnken se observan en la Tabla 17. Se aprecia en general una tendencia al aumento en
la extraccidn de antocianinas totales, polifenoles totales y de la actividad antioxidante al
aplicar valores intermedios o altos de etanol, temperatura y tiempo determinados. Por
ejemplo, el incremento de etanol (50:50 — 75:25 % v/v), temperatura (aprox. 60 °C) y
tiempo (aprox. 90-120 min) causan un aumento de las cuatro variables respuestas
estudiadas con el valor mas alto en relacion con los otros experimentos. Una situacion
distinta se observa al combinar el nivel superior de etanol (100%) con un nivel inferior de
temperatura (20 °C) e intermedio de tiempo (90 min), donde las mismas variables
respuesta disminuyeron en comparacion a los valores anteriores. Desglosando los
resultados, en cuanto al contenido total de antocianinas para la misma temperatura de 20
°C, un tiempo de 60 minutos y una concentracion de 75% v/v (etanol) se obtuvieron
valores mas altos, mientras que, con una concentracién de disolvente del 100% de etanol,
una constante de 90 minutos y una temperatura de 20 °C disminuy6 el contenido de
antocianinas totales. Con respecto al contenido de polifenoles totales, se muestra que a
una temperatura de 60 °C, a una concentracion constante de 50% v/v (etanol) y en un
tiempo de 90 minutos se obtuvieron los valores mas elevados con respecto a los demas
experimentos, al contrario, con temperaturas de 20 °C, tiempo de 90 minutos y una
concentracion del 100% etanol, los valores que se obtuvieron en el disefio fueron los mas
bajos. Para la actividad antioxidante, en cuanto a la metodologia de FRAP se observaron
valores superiores en los experimentos con una combinacion de temperatura de 60 °C, una
constante de concentracion de etanol del 50 %v/v y un tiempo de 90 min, al igual que en
el caso del contenido de antocianinas y polifenoles totales los valores inferiores entre los

experimentos resultaron de una combinacion entre una temperatura de 20 °C, una
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concentracion de etanol al 100% y un tiempo de 90 minutos. Finalmente, para DPPH, los
valores mas altos también se observaron a un nivel intermedio del disolvente (50% etanol),
una constante de 60 min y una temperatura de 120 °C, en contraste, los valores mas bajos
en el grupo de experimentos se obtuvieron con la combinacion de una constante en la
concentracion de disolvente (100% etanol), tiempo de entre 40 minutos y una temperatura
aproximada de 60 °C.

Por lo tanto, estos resultados muestran la relevancia de una correcta eleccion de solventes

o0 de sus mezclas y de la temperatura en la extraccion de este grupo de compuestos.

Tabla 17. Caracterizacion quimica de los extractos obtenidos con extraccion
convencional
Exp. Tiempo Etanol Temperatura Antocianinas Polifenoles FRAP DPPH
(min) (% V/v) (°C) Totales Totales

1 120 75 60 11,83+0,38 30,30+0,42 177,43+1,78 25595 +7,17
2 90 100 60 1254+0,19 1970+0,32 12340+207  171,66+0,35
3 60 100 40 9,58 +0,76 125+0,17  8532+238 12596+ 4,66
4 60 75 60 11,08 +0,12  31,2+032 18380+150  23172+7,62
5 90 75 40 11,72 +0,47  2620+0,39 174,81+191 231,01 +4,07
6 60 75 20 12,75+0,40 24704035 14129+136 21564+975
7 120 100 40 937+0,33  1300+035 9683+094  132,11+9,68
8 90 50 20 12,28 +0,75 30,00+0,39 18652+1,66 262,60 +0,92
9 90 75 40 11,66 +0,30  26,50+0,38 15828 +021 229,36 + 9,14
10 120 75 20 12,70+0,40  2590+059 174,07+1,34 190,93 +4,05
11 90 75 40 1243+046 28,00+045 177,44+2,02 262,99 +8,15
12 90 100 20 733+033  940+035 71,75+251  177,22+133
13 60 50 40 11,71+045  336+028 20022+1,65 279,70 +2,67
14 120 50 40 10,77+0,09 3434010 19467+1,87 320,06 +1,80
15 90 50 60 1226 +0,05  442+059 231,71+121  310,93+4,23

Resultados presentados como promedio + desviacion estandar. Antocianinas totales: mg equivalentes de Cianidina

3-glucésido/g RA liofilizado. Polifenoles totales: mg equivalentes de &cido galico/g RA liofilizado. FRAP:

umol equivalentes de Trolox/g RA liofilizado. DPPH: umol equivalentes de Trolox/g RA liofilizado.
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6.3. Caracterizacion de las propiedades fisicas y quimicas de los extractos
obtenidos con la extraccion convencional

6.3.1. Contenido de Polifenoles Totales
En la Tabla 17 se presenta el contenido de polifenoles totales obtenidos en las diferentes
experiencias del disefio propuesto. La concentracion de polifenoles totales fluctu6 entre
un minimo de 9,4 y un maximo de 44,2 mg EAG/g residuo liofilizado.
El valor superior del coeficiente de determinacion (R?=98,66) del modelo seleccionado
para predecir la concentracion de polifenoles totales de los extractos permitid interpretar

los resultados mediante graficos de superficies de respuesta (Figura 11).
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Figura 11. Gréafico de Superficie Respuesta estimada para Polifenoles Totales (mg equivalentes de &cido galico/ g de
residuo de ardndano Vaccinium corymbosum L. cv. Legacy con extraccion convencional y variables independientes de
Temperatura, tiempo y concentracion de etanol

En la Figura 11, laregién azul intenso del grafico tridimensional de Superficie Respuesta
indica que con la combinacién temperaturas moderadas (60 °C), un aumento de tiempo
(95 min) y concentraciones intermedias de disolvente (50% v/v) como condiciones de
proceso mediante el método convencional se puede obtener la mayor concentracion de
polifenoles totales (44,9 mg EAG/g RA) a partir de residuos de arandanos cv Legacy como

se muestra en la Tabla 18.

Tabla 18. Optimizacion de la Variable Respuesta maximizando la cantidad de
polifenoles totales
Factor Bajo Alto  Optimo
Concentracion EtOH/H20 (% v/v) 50,0 100,0 50,0
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Temperatura (° C) 20,0 60,0 59,9

Tiempo (min) 60,0 120,0 95,1
Valor 6ptimo = 42,99 mg EAG/g RA

Por otra parte, al realizar el analisis de varianza (Anexo 4.1) para la cantidad de polifenoles
totales y aplicando el modelo seleccionado, se obtuvo que la influencia de la concentracion
de etanol y la temperatura tuvieron efectos significativos (p<0.05). Esto se puede
corroborar en el diagrama de Pareto (Anexo 4.1), donde se puede apreciar que tanto la
concentracion de etanol (mayor incidencia) y la temperatura fueron significativas. Sin
embargo, se puede asumir también que el efecto lineal de la concentracion del disolvente
tiene una influencia negativa al llegar a cierto punto debido a que un aumento en la
concentracion de etanol (100%) y una disminucion de temperatura (20 °C) puede influir
de manera negativa en el proceso y dar como resultado un menor contenido de polifenoles
totales en el extracto, mientras que el efecto lineal de la temperatura por si sola resulta ser
positiva demostrando de esta manera que al aumentar la temperatura a valores moderados

(60 °C), se obtienen mayores rendimientos de polifenoles totales en los extractos.

6.3.2. Contenido de Antocianinas Totales
La Tabla 17 muestra el contenido de antocianinas totales resultantes de los diferentes
tratamientos aplicados en el disefio experimental. La concentracion de antocianinas totales
fluctu6 entre un minimo de 7,33 y un maximo de 12,75 mg EC3G/ g de residuo de
arandano liofilizado.
El valor del coeficiente de determinacion (R>=73,5) del modelo seleccionado para predecir
la concentracion de polifenoles totales de los extractos permitio interpretar los resultados

mediante el grafico de superficies de respuesta (Figura 12).
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Figura 12. Gréfico de Superficie Respuesta estimada para Antocianinas Totales (mg equivalentes de cianidin-3
glucdsido/ g de residuo de arandano Vaccinium corymbosum L. cv. Legacy con extraccion convencional y variables
independientes de Temperatura, tiempo y concentracion de etanol

En la Figura 12, la region de color purpura intenso del grafico tridimensional de
Superficie Respuesta indica que con la combinacion temperaturas iguales a 60 °C, un
aumento de tiempo (60 min) y concentraciones intermedias de disolvente (78,4 % v/v) se
puede obtener la mayor concentracion de antocianinas totales (12,75 mg EC3G/g residuo
liofilizado). Siendo estas las condiciones éptimas para la maximizacion del contenido de
antocianinas totales en los extractos del método convencional a partir de residuos de

arandanos como se observa en la Tabla 19.

Tabla 19. Optimizacion de la Variable Respuesta maximizando la cantidad de
antocianinas totales
Factor Bajo  Alto Optimo
Concentracion EtOH/H20 (% v/v) 50,0 100,0 78,45
Temperatura (°C) 20,0 60,0 60,0
Tiempo (min) 60,0 120,0 60,0

Valor 6ptimo = 12,61 mg EC3G/g RA

Segun el analisis de varianza (Anexo 4.2) para la cantidad de antocianinas totales y
aplicando el modelo seleccionado, se obtuvo que el efecto lineal de la concentracion de
etanol tuvo un efecto significativo (p<0.05), de igual manera la interaccion entre la

concentracion de etanol y la temperatura. Esto se puede corroborar en el diagrama de
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Pareto (Anexo 4.2), donde se puede apreciar que la concentracion de etanol (mayor
incidencia) tiene una influencia negativa en el modelo, es decir que, un aumento en la
concentracion de etanol (100%) disminuye el contenido de antocianinas totales en el
extracto, mientras que la interaccion entre la concentracion de etanol y la temperatura
resulta ser positiva demostrando de esta manera que al aplicar una temperatura de 60 °C y
al mantener la concentracion de etanol a valores intermedios (78,4 %v/v), se obtienen

mayores rendimientos de antocianinas totales en los extractos.

6.3.3. Actividad Antioxidante: FRAP

La Tabla 17 muestra la capacidad antioxidante de los extractos obtenidos por el método
convencional aplicando las diferentes experiencias en términos de FRAP. Los valores que
se observaron fluctdan entre un minimo de 71,75 y un méaximo de 231,71 umol ET/ g de
residuo de arandano liofilizado. El valor del coeficiente de determinacion (R?=98,9) del
modelo seleccionado para predecir la capacidad antioxidante (FRAP) de los extractos
permitié interpretar los resultados mediante graficos de superficies de respuesta (Figura
13).
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Figura 13. Grdfico de Superficie Respuesta estimada para FRAP (umol equivalentes de trolox/ g) de residuo de

arandano Vaccinium corymbosum L. cv. Legacy con extraccion convencional y variables independientes de
Temperatura, tiempo y concentracion de etanol

En la Figura 13 la region de color celeste intenso del grafico tridimensional de Superficie

Respuesta indica que con la combinacion temperaturas moderadas (60 °C), un aumento de
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tiempo (82,6 min) y concentraciones intermedias de disolvente (50 % v/v) se pueden
obtener valores elevados de capacidad antioxidante del extracto obtenido (231,71 pumol
ET/g residuo liofilizado). A estas condiciones dptimas se pueden maximizar los valores
de FRAP en los extractos del método convencional a partir de residuos de arandanos como

se observa en la Tabla 20.

Tabla 20. Optimizacion de la Variable Respuesta maximizando actividad
antioxidante FRAP
Factor Bajo  Alto Optimo
Concentracion EtOH/H20 (% v/v) 50,0 100,0 50,0
Temperatura (° C) 20,0 60,0 60,0
Tiempo (min) 60,0 120,0 82,69

Valor 6ptimo = 231,13 umol ET/g RA.

Por otra parte, al realizar el analisis de varianza (Anexo 4.3) para FRAP y aplicando el
modelo seleccionado, se obtuvo que la influencia de la concentracion de etanol y la
temperatura ademas de sus efectos cuadraticos tuvieron efectos significativos (p<0.05).
Esto se puede corroborar en el diagrama de Pareto (Anexo 4.3), donde se puede apreciar
que el efecto lineal de la concentracion del disolvente tienen una influencia negativa, al
Ilegar a cierto punto debido a que un aumento en la concentracion de etanol (100%) puede
influir de manera negativa en el proceso y dar como resultado valores inferiores de FRAP
en el extracto ya que esta variable es la de mayor incidencia, mientras que el efecto lineal
de la temperatura por si sola resulta ser positiva demostrando de esta manera que al
aumentar la temperatura a valores moderados (60 °C), se obtienen mayores de FRAP en
los extractos.
6.3.4. Actividad Antioxidante: DPPH

La Tabla 17 muestra la capacidad antioxidante de los extractos obtenidos por el método
convencional aplicando las diferentes experiencias mediante DPPH. Los valores que se
observaron fluctdan entre un minimo de 125,96 y un maximo de 320,06 umol ET/ g de
residuo de arandano liofilizado. El valor del coeficiente de determinacion (R?=93,9) del

modelo seleccionado para predecir la capacidad antioxidante (DPPH) de los extractos
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permitié interpretar los resultados mediante graficos de superficies de respuesta (Figura
14).

Superficie de Respuesta Estimada
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Figura 14. Grafico de Superficie Respuesta estimada para DPPH (umol equivalente de Trolox/ g de residuo) de
aradndano Vaccinium corymbosum L. cv. Legacy con extraccion convencional y variables independientes de
Temperatura, tiempo y concentracion de etanol

En la Figura 14 la region violeta intensa del gréafico tridimensional de Superficie
Respuesta indica que con la combinacion temperaturas moderadas (60 °C), un aumento de
tiempo (103,6 min) y concentraciones intermedias de disolvente (50% v/v) se puede
obtener la mayor actividad antioxidante en términos de DPPH (325,5 umol ET/ g de
residuo) describiendo de esta manera el mejor modelo de seleccion para predecir dicha
actividad, a estas condiciones Gptimas se puede obtener una maximizacién de la actividad
antioxidante (DPPH) en los extractos del método convencional a partir de residuos de

arandanos cv Legacy como se observa en la Tabla 21.

Tabla 21. Optimizacion de la Variable Respuesta maximizando la actividad
antioxidante DPPH
Factor Bajo  Alto Optimo
Concentracion EtOH/H20 (% v/v) 50,0 100,0 50,0
Temperatura (° C) 20,0 60,0 60,0
Tiempo (min) 60,0 120,0 103,6

Valor 6ptimo = 325,57 umol ET/ g RA
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Segln el analisis de varianza (Anexo 4.4) para la actividad antioxidante (DPPH) y
aplicando el modelo seleccionado, se obtuvo que Unicamente la influencia de la
concentracion de etanol tuvo un efecto significativo (p<0.05). Esto se puede corroborar
en el diagrama de Pareto (Anexo 4.4), donde se puede apreciar que si bien concentracion
de etanol tiene influencia en el disefio dicho efecto es negativo en el proceso, es decir que
a mayor concentracion de etanol menores seran los valores de capacidad antioxidante que
se obtengan en términos de DPPH.
6.3.5. Optimizacion del tiempo, temperatura y concentracion de disolvente para
la metodologia de extraccion convencional sobre el contenido de

antocianinas totales, polifenoles totales, FRAP y DPPH

Para determinar el tiempo, temperatura y concentraciéon de disolvente (etanol) 6ptimos
para la extraccion convencional se procedio a transformar las variables respuesta
(contenido total de antocianinas, polifenoles totales, FRAP y DPPH) en una variable
llamada “Desirability” o “Deseable”, por lo cual se requiere determinar cudl es la
combinacién de tiempo, temperatura y concentracion del disolvente en el proceso de
extraccion para determinar el valor maximo de las cuatro variables respuesta en los

residuos de ardndano Vaccinium corymbosum L. cv. Legacy.

Superficie de Respuesta Estimada
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Figura 15. Superficie respuesta del valor deseable de concentracion de antocianinas y polifenoles totales en los
extractos obtenidos por el método convencional a partir de residuos de ardndano
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Como se puede apreciar en la Figura 15 de superficie respuesta, el valor deseable maximo
de antocianinas, polifenoles totales, DPPH y FRAP se encuentran en la zona mas oscura
del gréafico (naranja), en la cual se obtuvieron valores para una combinacion 6ptima de
temperatura (60 °C), a un tiempo (84,6 minutos) y concentracion de etanol (50,4 % v/v)
en el proceso de extraccion convencional como se muestra en la Tabla 22. Resultados
similares para optimizar la extraccion y mejorar los rendimientos de polifenoles totales,
antocianinas totales y capacidad antioxidantes (DPPH) a partir de arandanos enteros por
el método convencional se obtuvieron en el trabajo realizado por Wang et al., 2016
estableciendo como parametros 6ptimos una concentracion de disolvente 60% metanol,
50 °C y 1 hora de extraccion. Se puede notar que la concentracion utilizada tanto con
metanol como etanol son bajas esto puede deberse a que existe una disociacion de
antocianinas poliméricas en menos mezcla de solventes polares, lo cual se comprueba con
la literatura que menciona que en la extraccion convencional se usan concentraciones del
60 al 80% de metanol, etanol y acetona para extraer estructuras complejas de antocianinas
con diferentes polaridades. Por otro lado, referente al tipo de solvente diversos estudios
han comprobado que la utilizacion de acetona resulta en la mejora del contenido de
polifenoles totoles recuperados en el extracto debido a que las antocianinas poliméricas
menos polares son mas faciles de extraer en solventes menos polares por ejemplo en una
mezcla de metanol-acetona puede mejorar la extraccion. Segun el estudio realizado por
Deng et al., 2014 muestra que en la extraccion convencional de arandanos, los mejores
resultados en la obtencién del contenido de polifenoles totales y antocianinas totales se
obtuvieron cuando la extraccion se hizo con metanol como disolvente en comparacion con
etanol y acetona. Otro estudio realizado por Cheok et al., 2012 igualmente demostré que
el metanol es el mejor disolvente en la extraccion convencional para la obtencion de
polifenoles de cascaras de mangostan comparada con etanol, acetona, isopropanol, acetato
de etilo y agua destilada (Wang et al., 2016).
Tabla 22. Optimizacion de las cuatro Variables Respuesta maximizando la

concentracion de antocianinas totales, polifenoles totales, actividad antioxidante DPPH y

FRAP
Factor Bajo  Alto Optimo
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Concentracion EtOH/H20 (% v/v) 50,0 100,0 50,40

Temperatura (° C) 20,0 60,0 60,0

Tiempo (min) 60,0 120,0 84,66
Valor deseabilidad= 0,893

Por otro lado, Zapata, Heredia, et al., 2014 en su trabajo para la optimizacion de
extraccion de arandanos obtuvo los siguientes pardmetros para una mejor extraccion de
compuestos fendlicos: temperatura 45 °C, tiempo de extraccion 2 horas y etanol
acidificado con 1% de acido citrico como solvente en la extraccidn, obteniendo resultados

favorables para el contenido de antocianinas en arandanos frescos.

Con relacion a estudios realizados a residuos de arandano (Vaccinium spp.) aplicando
metodologia convencional destacan los realizados por Li et al., 2013 sobre residuos de
arandano Vaccinium ashei cuyos parametros de extraccién reportados corresponden a una
concentracion de solvente EtOH 70%+ &cido acético 0,5%, tiempo: 24 h y temperatura: 4
°C en la oscuridad con la obtencién de 2694 + 29 mg EAG/100 g pomasa liofilizada para
polifenoles totales, otro realizado por Flores et al., 2014 sobre residuos de arandano
(Vaccinium corymbosum) cuyos parametros aplicados en relacion a la concentracion de
solvente ETOH acuoso (80% v/v), temperatura: 22 °C y tiempo: 24 h resultan en una
obtencidn de 1,88 mg C3G/g muestra para antocianinas totales y 4,04 mg EAG/ g muestra
para polifenoles totales. Machado et al.,, 2017 analizando residuos de arandanos
(Vaccinium myrtillus) mediante la extraccion convencional aplicando una temperatura de
80 °C, concentracion de solvente (EtOH): 100%, en un tiempo de 5 horas obtuvieron 2,58
+ 0,13 mg EC3G/qg residuo seco de antocianinas totales, 6,83 + 0,86 mg EAG/g residuo
seco de antocianinas totales y DPPH: 40,38 + 1,42 umol ET/g residuo seco. Kityté et al.,
2020 por otro lado reporta para residuos de Vaccinium vitis-idaea L con extraccién
convencional aplicando una concentracion de solvente (ETOH: H.0): 70/30 vlv,
temperatura: 20 °C por 720 minutos con resultados para polifenoles totales igual a 19 mg
EAG/g pomasa. Con estos datos registrados en la bibliografia se puede notar que la
mayoria de autores coinciden en que la concentracion de solvente adecuada para la
extraccion de antocianinas y polifenoles a partir de residuos de arandano oscila entre un

70-100% v/v EtOH-H-0 con una temperatura que va desde los 4 a los 80 °C y tiempos de
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5 a 24 horas obteniendo valores de antocianinas totales de 1,88-2,58 mg EC3G/qg residuo,
de polifenoles totales de 4,04-26,94 mg EAG/g pomasa y DPPH de 40,38 + 1,42 umol
ET/g residuo seco. Se puede notar el amplio rango de las condiciones de extraccion, asi
como también la variacién en sus rendimientos. Sin embargo, un trabajo recientemente
realizado por Mesa et al., 2021 sobre residuos de Vaccinium corymbosum cuya
optimizacion de pardmetros resulta en una concentracion de solvente: etanol-agua: 45%
(pH: 2), tiempo: 108 min y temperatura: 50 °C obteniendo antocianinas totales=2,72 mg
EC3G/g residuo, polifenoles totales=3,35 mg EAG/g residuo y DPPH= 5,28 mg ET/g
residuo siendo estos pardmetros comparables con el presente estudio porque segun la
aplicacion de las condiciones 6ptimas reportadas para el proceso experimental bajo una
concentracion de EtOH-H.0 de 50,40 %v/v, temperatura de 60 °C en un tiempo de 84,66
min se lograron obtener rendimientos de antocianinas totales igual a 25,61 mg EC3G/ g
residuo, polifenoles totales igual a 53 mg EAG/ g residuo, FRAP igual a 381,29 umol
ET/g residuo seco y DPPH igual a 197,48 umol ET/g residuo seco, Tabla 23; lo que
indicaria que a pesar de aplicar similares condiciones de proceso se consiguieron valores
superiores, es asi que la optimizacion se puede considerar necesaria para cada cultivo de
ardndano. Las diferencias entre los valores predichos y experimentales obtenidos se
pueden explicar debido a que, en el modelo un porcentaje no es explicado por los
parametros analizados asi se demuestra con los valores de regresion utilizados para el
estudio de cada variable respuesta y de esta manera sobre o subestimando estas variables.
Tabla 23. Valores de las variables respuesta (polifenoles totales, antocianinas

totales, FRAP, DPPH) en el Extracto Convencional Optimo del modelo predicho y
experimental de residuos de arandano liofilizado.

Respuesta Optimo Optimo experimental
predicho

Antocianinas Totales 11,08 25,61+ 1,31

Polifenoles Totales 41,6 53 + 6,65

FRAP 230,72 381,29 + 13,54

DPPH 319,86 197,48 + 8,25

Resultados presentados como promedio + desviacion estandar. Antocianinas totales: mg equivalentes de cianidina 3-
glucdsido/g de residuos de arandanos liofilizados. Polifenoles totales: mg equivalentes de acido galico/g de residuo de
arandanos liofilizados. FRAP: pumol equivalentes de Trolox/g de residuo de arandano liofilizado. DPPH: pmol
equivalente de Trolox/g de residuo de arandano liofilizado
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La extraccion de residuos de ardndano mediante el método convencional con solventes es
utilizada tradicionalmente para la obtencion de polifenoles totales y antocianinas, en este
estudio igualmente fue eficiente. En los analisis los resultados indican que, de las variables
con significancia escogidas para este estudio capaces de mejorar la extraccion del
contenido de polifenoles totales, antocianinas totales, FRAP y DPPH en general fueron:
la concentracion del disolvente (-) (Etanol: agua acidulada con &cido acético al 0,5%) y la

temperatura (+), mientras que el tiempo no mostrd ninguna significancia en el modelo.

A partir de lo anterior, se nota la diferencia de criterios a la hora de escoger las
condiciones de proceso para la extraccion partiendo desde el tipo de solvente y su
concentracion para la obtencion de compuestos fendlicos. Para este parametro la polaridad
de los compuestos es el factor que debe tomarse en cuenta a la hora de realizar una
extraccion por el método convencional tomando en cuenta la polaridad de los solventes

que pueden utilizarse (polaridad: acetona <etanol <metanol <agua) (Wang et al., 2016).

De esta manera, para esta tesis la extraccion convencional de antocianinas, polifenoles y
andlisis de capacidad antioxidante (FRAP y DPPH) a partir de residuos de arandano cv
Legacy se escogi6 al etanol como solvente debido a que, la estructura polifendlica de las
antocianinas contienen grupos hidroxilo y oxigeno cargado en el anillo de pirano por lo
gue son compuestos polares, asi la mezcla hidroalcohdlica proporciona méaxima eficiencia
de extraccion ademas de la mayor desorcion de la materia vegetal. Con este tipo de
solvente se obtuvieron resultados comparables con otros estudios que utilizan metanol en
sus modelos, ademas el etanol presenta la ventaja de ser un solvente seguro para su
utilizacion en la industria alimentaria. En estas mezclas el agua ayuda a detener el
complejo que se forma entre la matriz y el soluto por su alta polaridad (Garcia-Mendoza
et al.,, 2017; Paes et al., 2014). Ademas de que reduce la constante dieléctrica del
disolvente acuosos mejorando la difusién de moléculas (Bamba et al., 2018). También
cabe destacar que, la adicion de un acido débil como el acido acético genera un entorno
ligeramente acido, favorable para el cation flavilo evitando la rotura de enlaces de acido

acilico aromatico o grupos acilo dicarboxilo alifatico en antocianinas actuando
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positivamente sobre los valores altos en el contenido recuperado (Wang et al., 2016). Los
disolventes acidificados desnaturalizan las membranas de la células, mejorando la
solubilizacion de las antocianinas que en principio se encuentran en las vacuolas de las

células vegetales pigmentadas (Paes et al., 2014).

Analizando la influencia que tiene la temperatura en el método de extraccion la
literatura menciona que la temperatura generalmente acelera los procesos de reaccion, es
asi que si se llega a los 50 °C se puede aumentar la solubilidad de las antocianinas y el
coeficiente de difusion por ello el método se favorece. Sin embargo, las temperaturas
superiores podrian degradar las antocianinas extraidas por efecto del calor debido a que la
antocianina pierde el azlcar glicosilante en la posicion 3 de la molécula y hay apertura del
anillo polifendlico (Luchese, Abdalla, et al., 2018) con la posterior produccion de
chalconas (compuestos incoloros) por una disociacion de las antocianinas poliméricas a
estructuras méas pequefias (Ichiyanagi et al., 2002), es decir se produce una degradacion
inducida por el calor (Silva et al., 2017; Wang et al., 2016).

Junto con la utilizacién de disolventes con pH bajo y temperaturas altas se liberan fenoles
de bajo peso molecular en la extraccion maximizando el contenido de antocianinas en el
extracto, las mismas que son mas estables en medio &cido ya que encuentran condiciones
favorables para la formacidn de iones flavilicos que dan como resultado coloraciones rojas
de las antocianinas monoméricas (Garcia-Mendoza et al., 2017). Por ello son ldgicos los
resultados obtenidos en este estudio ya que tanto la concentracion del disolvente como la
temperatura son importantes en este tipo de extraccion, mientras que el tiempo es uno de
los factores alternativos para mejorar potencialmente el método, lo cual queda
comprobado ya que en este caso el tiempo no fue significativo ni para la extraccién del
contenido de polifenoles totales, antocianinas totales, FRAP ni DPPH.

En base a lo expuesto, cuando hubo una combinacién entre la concentracién de etanol
(50%v/v) y temperaturas intermedias (60 °C) se obtuvieron mayores contenidos de
antocianinas y polifenoles totales. Ademas, se observd que a medida que se aumenta la

concentracion del disolvente y cuando se disminuye la temperatura, menores fueron las
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concentraciones obtenidas. Esto puede ser debido a que la temperatura hace que se
incremente la solubilidad de las antocianinas de esta manera, el coeficiente de difusion del
disolvente liquido (etanol) en la matriz solida favorece la cinética de desorcion de los

compuestos de la matriz (Heras et al., 2013).

Por otro lado, se transformaron los valores del residuo seco a fresco utilizando la
humedad del residuo (n=24). En cuanto al valor mas alto recuperado que se obtuvo para
el contenido de polifenoles totales (10,60 mg EAG/g RA fresco) se puede comparar con
los valores obtenidos en el trabajo realizado por Luchase et al., 2018 al analizar residuos
de arédndano (16,81mg de acido galico/g de fruta fresca).

Para el contenido de antocianinas mediante extraccion convencional se obtuvieron valores
maximos de 12,75 mg EC3G/ g de residuo de ardndano liofilizado similares a los
obtenidos en el trabajo realizado por Luchase et al., 2018 a residuos de ardndano 17,4 mg

antocianina / g bagazo seco.

Se puede decir que los valores obtenidos son similares a los resultados mostrados en otros
trabajos donde igualmente se analizan residuos de arandano atribuyéndose estas
diferencias a las condiciones climaticas durante el cultivo o por las diferentes regiones
donde se plantaron los arandanos (Skrovankova et al., 2015). Sin embargo, también hay
que sefialar que como indica Luchese., 2018, los valores obtenidos con FRAP como
método evaluador de la capacidad reductora por transferencia de electrones y con DPPH
como método evaluador de la capacidad de la muestra para neutralizar radicales libres, no
justificarian el alto contenido de antocianinas totales y menos aun el contenido de
polifenoles totales obtenidos por el mismo método de extraccion, ya que de otra manera
si el valor hubiera sido superior probablemente indicaria que los valores obtenidos para la
capacidad antioxidante, ademas de corresponder al contenido de antocianinas totales
también los extractos posee otros compuestos, lo que bien se indican al comparar las
respectivas obtenciones méximas aplicando las condiciones éptimos (25,61 mg EC3G/g
RA liofilizado para antocianinas y 53 mg EAG/ g RA liofilizado para polifenoles totales),

estos compuestos fendlicos pueden ser acidos fenolicos, flavonoides-flavonoles, taninos
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y acido ascorbico (Luchese, Abdalla, et al., 2018), ya que son compuestos que se
encuentran contenidos en gran cantidad en las bayas y actian como fuentes antioxidantes.
El trabajo realizado por Silva et al., 2017 muestra que el residuo de arandano (orujo)
analizado, contiene aproximadamente el 52% de la actividad antioxidante de la fruta
entera demostrando que los compuestos presentes en la piel contribuyen a las propiedades
antioxidantes del ardndano debido a la mayor presencia de antocianinas en esta estructura.
El jugo de ardndano tiene baja capacidad antioxidante (11,14 umol ET/ ml), aunque es
mas alto que la capacidad antioxidante del ardndano como fruto entero (0,77 a 2,17 g ET
/L) (Silvaetal., 2017).

6.4. Experimentos de extraccidon asistida con solventes (ASE) a partir de
residuos de arandanos.
En el presente estudio, segin el método de extraccion con ASE, se pretende maximizar la
extraccion de antocianinas y polifenoles totales a partir de residuos de ardndano mediante
la combinacion de multiples factores que afectan este proceso, especificamente: Ciclos
estaticos de extraccion, temperatura y concentracion del disolvente. Los resultados del
disefio experimental Box-Behnken se observan en la Tabla 24. Se aprecia en general una
tendencia al aumento en la extraccion de antocianinas totales, polifenoles totales y de la
actividad antioxidante al aplicar valores altos de etanol, temperaturas moderadas y ciclos
de extraccion minimos. En general, el incremento de etanol (80:20 % v/v), temperatura
(50 °C) y ciclos estaticos (1) causan un aumento de las cuatro variables respuestas
estudiadas con el valor més alto en relacion con los otros experimentos realizados en el
disefio. Una situacion distinta se observa al combinar el nivel bajo de etanol: agua (20:80%
v/v) con un nivel inferior de temperatura (40 °C) y un aumento en los ciclos estaticos (3),
donde las mismas variables respuesta disminuyeron en comparacién a los valores

anteriores.
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Tabla 24. Caracterizacion Quimica de los extractos obtenidos con extraccion
acelerada de solvente

Exp. Etanol Temperatura Ciclos Antocianinas Polifenoles FRAP DPPH
(% viv) (°C) estaticos Totales Totales
1 50 40 1 1491 +£0,31 37,70 £0,51 331,00+£4,15 232,15+5,08
2 20 40 3 8,24 +0,13 16,60 +0,61 150,00 +3,20 108,47 +1,88
3 80 40 3 14,16 £ 0,44 38,20£0,63 296,91 +158 23559 + 3,96
4 50 40 5 9,08 £ 0,04 17,80+£0,06 151,33+3,16 111,87 +1,15
5 50 50 3 11,79 £ 0,08 25,70+0,22 22351+356 150,76 + 1,57
6 50 50 3 9,05 + 0,02 20,40+£0,49 179,50+0,86 138,80 + 3,97
7 50 50 3 17,11 £ 0,06 4450+132 157,89+129 136,25+ 2,68
8 20 50 1 11,92 £0,27 27,20+0,01 252,01 +4,69 213,85+0,59
9 80 50 1 18,46 £0,29 46,20 +0,40 377,16 £5,34 273,42 £6,53
10 20 50 5 9,05 £ 0,26 18,30 £0,13  171,99+4,04 196,68 + 1,46
11 80 50 5 16,68 + 0,04 3480+0,45 236,88+0,00 138,24+3,78
12 50 60 1 11,75+£0,18 33,70£0,31 198,90+1,19 157,35+0,99
13 20 60 3 13,39£0,19 31,60+054 19845+231 136,06 2,67
14 80 60 3 14,04 £ 0,48 28,90+0,19 170,87 +4,69 120,51+ 3,04
15 50 60 5 14,41 £0,32 37,70£0,25 190,01 £4,90 156,35+ 3,21

Resultados presentados como promedio + desviacion estandar. Antocianinas totales: mg equivalentes de Cianidina
3-glucésido/g RA liofilizado. Polifenoles totales: mg equivalentes de &cido gélico/g RA liofilizado. FRAP:

umol equivalentes de Trolox/g RA liofilizado. DPPH: pmol equivalentes de Trolox/g RA liofilizado.

6.5. Caracterizacion de las propiedades fisicas y quimicas de los extractos
obtenidos con la Extraccion Acelerada con Solventes.

6.5.1. Contenido de Polifenoles Totales

En la Tabla 24, se presenta el contenido de polifenoles totales obtenidos en las diferentes
experiencias del disefio propuesto. La concentracion de polifenoles totales fluctud entre
un minimo de 16,6 y un méaximo de 42,2 mg EAG/qg residuo liofilizado.

El valor del coeficiente de determinacion (R?=69,1) que refleja una menor calidad de
ajuste; sin embargo, el modelo se ha seleccionado para predecir la concentraciéon de
polifenoles totales de los extractos permitio interpretar los resultados mediante graficos

de superficies de respuesta (Figura 16).
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Figura 16. Grafico de Superficie Respuesta estimada para Polifenoles Totales (mg equivalentes de &cido galico/ g de
residuo de ardndano Vaccinium corymbosum L. cv. Legacy con ASE y variables independientes de Temperatura,
ciclos de extraccion y concentracion de etanol.

En la Figura 16, la regién azul intenso del grafico tridimensional de Superficie Respuesta
indica que con la combinacion temperaturas igual a 40 °C, ciclos estaticos de extraccion
(1) y concentraciones altas de disolvente (Etanol-agua acidulada 79 % v/v) se puede
obtener la mayor concentracion de polifenoles totales (50,93 mg EAG/g RA), siendo estas
las condiciones de proceso favorables para la maximizacion del contenido de polifenoles
totales en los extractos del método ASE a partir de residuos de ardndanos como se observa
en la Tabla 25. Como dato adicional, en promedio las extracciones del disefio
experimental con 1 ciclo de extraccion se extraen aproximadamente en 25 minutos,
aquellas en las que se extrajeron con 3 ciclos se demoraron un aproximado de 45 minutos
y finalmente aquellas en las que se utilizaron 5 ciclos estaticos de extraccion, el proceso

duré un aproximado de 1 hora 15 minutos.

Tabla 25. Optimizacion de la Variable Respuesta maximizando la cantidad de
polifenoles totales

Factor Bajo Alto  Optimo
Concentracion Et-OH/H20 20,0 80,0 79,15
Temperatura (°C) 40,0 60,0 40,0
Ciclos de Extraccién (unidades) 1,0 5,0 1,0

Valor 6ptimo = 50,93 mg EAG/g RA
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Por otra parte, al realizar el analisis de varianza (Anexo 5.1) para la cantidad de polifenoles
totales y aplicando el modelo seleccionado, se obtuvo que Unicamente la influencia de la
concentracion de etanol tuvo un efecto significativo (p<0.05). Esto se puede corroborar
en el diagrama de Pareto (Anexo 5.1). Donde se puede apreciar que la concentracion de
etanol fue significativa en el modelo. Sin embargo, se puede asumir también que el efecto
lineal de la concentracion del disolvente tiene una influencia positiva, es decir que,
mientras mas se aumente la concentracion de etanol (79%) mayor sera el contenido de

polifenoles totales recuperados presentes en el extracto.

6.5.2. Contenido de Antocianinas Totales

La Tabla 24 muestra el contenido de antocianinas totales resultantes de los diferentes
tratamientos aplicados en el disefio experimental. La concentracion de antocianinas totales
fluctué entre un minimo de 8,24 y un maximo de 18,46 mg EC3G/ g de residuo de
arandano liofilizado.

El valor del coeficiente de determinacion (R?=65,4 %) del modelo seleccionado para
predecir la concentracion de antocianinas totales de los extractos permitié interpretar los
resultados mediante graficos de superficies de respuesta (Figura 17), a pesar de que se

presenta un modelo de menor calidad de ajuste.

Superficie de Respuesta Estimada

Ciclos Estéaticos (unidades)=3.0

Antocianinas Totales (mg EC3G/g)
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Figura 17 Gréfico de Superficie Respuesta estimada para Antocianinas Totales (mg equivalentes de cianidin-3

glucosido/ g de residuo de arandano Vaccinium corymbosum L. cv. Legacy con ASE y variables independientes de
Temperatura, ciclos estaticos de extraccion y concentracion de etanol
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En la Figura 17, la region de color rosa intenso del gréafico tridimensional de Superficie
Respuesta indica que con la combinacion temperaturas de 40 °C, ciclos estaticos de
extraccion igual a 1 y concentraciones altas de disolvente (77 % v/v) se puede obtener la
mayor concentracion de antocianinas totales (18,67 mg EC3G/g residuo liofilizado),
considerandose a éstas como condiciones 6ptimas para la maximizacién del contenido de
antocianinas totales en los extractos del método ASE a partir de residuos de arandanos

como se observa en la Tabla 26.

Tabla 26. Optimizacion de la Variable Respuesta maximizando la cantidad de
antocianinas totales

Factor Bajo Alto Optimo
Concentracion Et-OH/H20 20,0 80,0 77,1
Temperatura (°C) 40,0 60,0 40,0
Ciclos de Extraccién (unidades) 1,0 5,0 1,0

Valor 6ptimo = 18,67 mg EC3G/g RA

Segun el analisis de varianza (Anexo 5.2) para la cantidad de antocianinas totales y
aplicando el modelo seleccionado, se obtuvo que el efecto lineal de la concentracion de
etanol tuvo un efecto significativo (p<0.05). Esto se puede corroborar en el diagrama de
Pareto (Anexo 5.2), donde se puede apreciar que la concentracion de etanol (mayor
incidencia) tiene una influencia positiva en el modelo, es decir que, un aumento en la
concentracion de etanol (77,1%) aumentando el contenido de antocianinas totales en el

extracto.

6.5.3. Actividad Antioxidante: FRAP

La Tabla 24 muestra la capacidad antioxidante de los extractos obtenidos por el método
ASE aplicando las diferentes experiencias en términos de FRAP. Los valores que se
observaron fluctian entre un minimo de 150 y un méaximo de 377,16 umol ET/ g de
residuo de arandano liofilizado. El valor superior del coeficiente de determinacion
(R?=94,5%) del modelo seleccionado para predecir la capacidad antioxidante (FRAP) de
los extractos permitié interpretar los resultados mediante graficos de superficies de

respuesta, Figura 18.
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Figura 18. Gréfico de Superficie Respuesta estimada para FRAP (umol equivalentes de trolox/ g de residuo de
arandano) Vaccinium corymbosum L. cv. Legacy con ASE y variables independientes de Temperatura, ciclos de
extraccion y concentracion de etanol

En la Figura 18, la region de color celeste intenso del gréfico tridimensional de Superficie
Respuesta indica que con la combinacion temperaturas intermedias (40 °C), un solo ciclo
de extraccidn y concentraciones elevadas de disolvente (80:20 % v/v) se pueden obtener
valores elevados de capacidad antioxidante del extracto obtenido (437,98 umol ET/g
residuo liofilizado). Estas se toman como las condiciones 6ptimas para maximizar FRAP
en los extractos del método ASE a partir de residuos de arandanos como se observa en la

Tabla 27.

Tabla 27. Optimizacion de la Variable Respuesta maximizando actividad
antioxidante FRAP

Factor Bajo Alto  Optimo
Concentracion Et-OH/H20 20,0 80,0 80,0
Temperatura (°C) 40,0 60,0 40,0
Ciclos de Extraccion (unidades) 1,0 50 1,29

Valor 6ptimo = 437,98 umol ET/g RA.

Por otra parte, al realizar el anélisis de varianza (Anexo 5.3) para FRAP y aplicando el
modelo seleccionado, se obtuvo que el efecto lineal de la concentracion de etanol, ciclos
de extraccion y la temperatura, ademas la interaccion entre la concentracion de etanol-
temperatura, temperatura-ciclos de extraccion y el efecto cuadréatico de la variable ciclos
de extraccion tuvieron un efecto significativo (p<0.05). Esto se puede corroborar en el

diagrama de Pareto (Anexo 5.3), donde se puede apreciar que el efecto de la concentracion
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de disolvente como la interaccidn temperatura-ciclos de extraccion tienen una influencia
positiva mientras que la variable referente a los ciclos de extraccion (mayor incidencia) y
la interaccion entre concentracidn de etanol y temperatura tienen una influencia negativa,
es decir que mientras mas elevada sea la concentracion de etanol mayor sera la obtencion
en cuanto a la capacidad antioxidante. Lo mismo sucede con la interaccion entre
temperatura y ciclos de extraccion que muestra una mayor extraccion cuando se utilizan
temperaturas bajas y menores ciclos de extraccion. Ademas, en el caso de las variables
que presentan una influencia negativa, se indica que mientras mayor sea la cantidad de
ciclos de extraccion menores valores de FRAP se obtuvieron, lo mismo sucedio en cuanto
a la interaccion entre concentracion de etanol y temperatura ya que aplicandose una
combinacion inversamente proporcional entre ellas se obtienen valores de FRAP

inferiores con relacion a los demas experimentos.

6.5.4. Actividad Antioxidante: DPPH

La Tabla 24 muestra la capacidad antioxidante de los extractos obtenidos por el método
ASE a través del analisis DPPH. Los valores que se observaron fluctdan entre un minimo
de 108,47 y un méaximo de 273,42 umol ET/ g de residuo de arandano liofilizado. El valor
del coeficiente de determinacion (R?=93,9) del modelo seleccionado para predecir la
capacidad antioxidante (DPPH) de los extractos permitio interpretar los resultados

mediante graficos de superficies de respuesta (Figura 19).
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Figura 19. Grafico de Superficie Respuesta estimada para DPPH (umol equivalente de Trolox/ g de residuo) de

arandano Vaccinium corymbosum L. cv. Legacy con ASE y variables independientes de Temperatura, ciclos de
extraccion y concentracion de etanol

En la Figura 19, la regién violeta intensa del grafico tridimensional de Superficie
Respuesta indica que con la combinacion temperaturas moderadas (40 °C), ciclos de
extraccion (1) y concentraciones elevadas de disolvente (74,7 % v/v) se pudo obtener la
mayor actividad antioxidante en términos de DPPH (273,42 umol ET/ g de residuo)
describiendo de esta manera el mejor modelo de seleccion para predecir dicha actividad,
considerando estas condiciones como Optimas para la maximizacién de la actividad
antioxidante (DPPH) en los extractos del método ASE a partir de residuos de arandanos

cv Legacy como se observa en la Tabla 28.

Tabla 28. Optimizacion de la Variable Respuesta maximizando la actividad
antioxidante DPPH

Factor Bajo Alto  Optimo
Concentracion Et-OH/H20 20,0 80,0 74,72
Temperatura (° C) 40,0 60,0 40,0
Ciclos de extraccion (unidades) 1,0 5,0 1,0

Valor 6ptimo = 325,245 umol ET/ g RA
Segun el analisis de varianza (Anexo 5.4) para la actividad antioxidante (DPPH) y
aplicando el modelo seleccionado, se obtuvo que el efecto lineal de la variable ciclos de
extraccion, la interaccién entre la concentracion de etanol-temperatura, temperatura-ciclos

de extraccion y la interaccion de la concentracion de etanol-ciclos de extraccion y el efecto
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cuadréatico de la variable correspondiente a los ciclos de extraccién tuvieron un efecto
significativo (p<0.05), corroborado por el diagrama de Pareto, el cual se muestra en el
(Anexo 5.4), donde se puede apreciar que tanto el efecto cuadratico de los ciclos de
extraccion como la interaccion entre temperatura-ciclos de extraccion resultan tener un
efecto positivo sobre los tratamientos ya que, a mayor temperatura de extraccion y
menores ciclos de extraccion se obtuvieron valores elevados de la capacidad antioxidante
de los extractos en términos de DPPH. Por otro lado, la variable que corresponde a los
ciclos de extraccion (mayor incidencia), la interaccion entre la concentracion de etanol-
temperatura y la interaccion concentracion de etanol-ciclos de extraccion tiene influencia
en el disefio de manera negativa en el proceso, es decir que, a mayor concentracion de
etanol, mayor temperatura y cantidad de ciclos de extraccion se obtuvieron menores
valores de capacidad antioxidante en términos de DPPH.
6.5.5. Optimizacion de temperatura, concentracion de disolvente y ciclos
estaticos para la metodologia de ASE sobre el contenido de antocianinas
totales, polifenoles totales, FRAP y DPPH

Para determinar la temperatura, concentracion de disolvente (etanol) y ciclos estaticos
Optimos para la extraccién con ASE se procedié a transformar las variables respuesta
(contenido total de antocianinas, polifenoles totales, FRAP y DPPH) en una variable
llamada “Desirability” o “Deseable”, por lo cual se requiere determinar cudl es la
combinacidn la temperatura, concentracion de disolvente (etanol) y ciclos estaticos en el
proceso de extraccion para determinar el valor maximo de las cuatro variables respuesta

en los residuos de ardndano Vaccinium corymbosum L. cv. Legacy.
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Figura 20. Superficie respuesta del valor deseable de concentracion de antocianinas y polifenoles totales en los
extractos obtenidos por el método ASE a partir de residuos de ardndano.

Como se puede apreciar en la Figura 20 de superficie respuesta del valor deseable, donde
el valor médximo de antocianinas, polifenoles totales, DPPH y FRAP se encuentran en la
zona mas oscura del grafico (naranja), en la cual se obtuvieron valores maximos de las
variables respuesta para una combinacién de temperaturas iguales a 41,3 ° C, ciclos de
extraccion estatica (1) y concentracion de etanol (79,8 % v/v) en el proceso de extraccion
ASE como se muestra en la Tabla 29. Pardmetros similares son reportados por Garcia-
Mendoza et al., 2017; donde la temperatura ideal se encuentra a los 40 ° C para el solvente
utilizado, etanol-agua acidulada (50% v/v). En el mismo estudio se mostraron los
resultados del contenido de polifenoles totales de ardndano obteniendo 23,55 mg EAG / g
de fruto seco, comparando estos valores con los obtenidos a partir de los residuos de
arandano en el presente estudio (47,80 mg EAG/g de RA liofilizado). Es interesante notar
que el residuo constituido por pulpa, piel y semillas del ardndano (pomasa) tiene una
extraccion del doble de los polifenoles encontrados en el fruto fresco. Por otro lado, el
estudio realizado por Paes et al., 2013 reporté una mayor concentracion de polifenoles
totales (99,5 mg EAG/g) a 40 °C usando agua acidificada y mezclas hidroetandlicas (50%
v/v) como solventes en ASE a partir de residuos de arandanos liofilizados (Vaccinium
myrtillus L.) representando un 50% maés del obtenido en este estudio (47,8 mg EAG/g de
residuo); ademas reporta resultados de antocianinas totales (2,34 mg/g) y DPPH (1809
umol ET/g), notandose a partir de estos datos que, en comparacion con el presente estudio

los valores para antocianinas totales (15,77 mg EC3G/g de residuo) son superiores en un

108



87%, mientras que el andlisis de capacidad antioxidante con DPPH (230,35 umol ET/g de
residuo), aproximadamente los valores reportados por Paes et al., 2013 son superiores en
un 84% con respecto al presente estudio. Estos trabajos demuestran que, los cambios
radicarian tanto por el tipo, especies y cultivo de arandanos, ya que el género Vaccinium
posee caracteristicas cariotipicas y filogenéticas determinadas para cada cultivar; ademas,
de que existe una diferencia en el solvente utilizado para cada estudio siendo mayor la
concentracion de la mezcla hidroalcoholica utilizada como solvente en la extraccion
arrojando mejores resultados para el caso de la extraccion de antocianinas totales.

Tabla 29. Optimizacion de las cuatro Variables Respuesta maximizando la
concentracion de antocianinas totales, polifenoles totales, actividad antioxidante

DPPH y FRAP
Factor Bajo Alto  Optimo
Concentracion Et-OH/H20 20,0 80,0 79,8
Temperatura (°C) 40,0 60,0 41,3
Ciclos de Extraccién (unidades) 1,0 5,0 1,13

Valor deseabilidad= 1,0

Al igual que en la extraccion convencional, la metodologia ASE se realiz6 con disolventes
organicos en mezclas con agua dando buenos resultados. Segun la literatura, las
condiciones del parametro temperatura se vuelven severas y contraproducentes por
encimade los 70 °C y valores inferiores del contenido de polifenoles totales a temperaturas
de 40 °C. Similares resultados se obtuvieron en el presente estudio diferenciandose de la
literatura Gnicamente en la concentracion de etanol ya que en el estudio de Mendoza et
al., 2017 los valores inferiores se obtuvieron cuando se utilizaron concentraciones al 100%
de etanol puro mientras que en el presente estudio esos valores inferiores se obtuvieron
con concentraciones de etanol bajas (20/80%v/v) (Dai et al., 2009; Garcia-Mendoza et
al., 2017). También se menciona que hubo un aumento del 51% en el contenido total de
polifenoles cuando se aplican temperaturas de 40 °C a 60 °C mientras que el aumento de
temperatura de 60 °C a 80 °C elevd el contenido de polifenoles totales en un 53%, lo cual
se corrobora con este estudio ya que, en la optimizacion del método la temperatura
adecuada resulta ser un aproximado de 40 °C. Asimismo, el disolvente acidulado con pH

bajo cercano a 2; favorecio a la extraccion debido a que se produce una rotura de las
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membranas de la célula de la matriz vegetal en especial cuando la temperatura aumenta y
se liberan fenoles de bajo peso molecular (Garcia-Mendoza et al., 2017), ademéas de
favorecer a una mayor estabilidad de las antocianinas (Heffels et al., 2015). Del mismo
modo en un estudio realizado por Heffels et al., 2015 al aplicar concentraciones de
metanol como solvente al 80% v/v obtuvo valores de antocianinas totales presentes en
ardndano Lowbush que varian entre 1,51 a 2,20 mg/g de fruto seco, los mismos que son
superiores a los conseguidos con una concentracion de solvente del 20%v/v. Se puede
notar la diferencia en la extraccion de antocianinas entre Heffels y el presente estudio a
pesar de que se utilizan muestras liofilizadas de ardndano, las variaciones se pueden
atribuir al tipo y cultivo analizado ya que segun los resultados (15,77 mg EC3G/ g de RA
liofilizado) obtenidos con etanol al 80% v/v son a partir de residuos de arandano Highbush

y no Lowbush como en el trabajo mencionado.

Otros trabajos han utilizado esta metodologia de extraccion en residuos de ardndanos, asi
se puede mencionar el realizado por Machado et al., 2017 sobre residuos de arandano
Vaccinium myrtillus bajo condiciones de 80 °C de temperatura durante un tiempo de 30
min y utilizando como solvente (EtOH/H20): 70 %v/v obtuvieron valores de 1,69 + 0,01
mg EC3G/qg residuo seco para antocianinas totales, 6,92 + 0,21 mg EAG/g residuo seco
para polifenoles totales y para capacidad antioxidante los valore de DPPH fueron 38,22 +
3,53 umol ET/g residuo seco y FRAP 73,65 + 3,2 umol ET/g residuo seco. Segun lo
expuesto, los autores coinciden en que las mejores condiciones para extraer fenélicos de
los residuos de ardndano apuntan a una temperatura oscilante entre 40 y 80 °C de
temperatura con concentraciones de etanol-acuoso que oscilan entre los 50-100% v/v de
30 a 45 minutos observandose discrepancia en las condiciones de procesos reflejando
igualmente extracciones de fendlicos diferentes. Sin embargo, este estudio presenta
similitudes con un trabajo recientemente realizado por Kitryté et al., 2020 sobre residuos
de Vaccinium vitis-idaea L que utilizaron como parametros para la extraccion fendlica
una mezcla de solvente EtOH:H>O bajo 70 °C de temperatura y 3 ciclos estéticos de
extraccion obteniendo antocianinas totales iguales a 2,31 mg EC3G/g pomasa secay 42,98
mg EAG/g pomasa seca de polifenoles totales. Comparando los parametros utilizados para
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la extraccion y los resultados descritos en la Tabla 29 y 30 del presente estudio con la
literatura se coincide en la utilizacion del tipo de solvente y analizando resulta favorable
la utilizacion de una mezcla de ETOH: H2O al 79,8 % v/v a 41 °C y Unicamente sometida
a 1 ciclo estatico de extraccion obteniendo de esta manera altos rendimientos de fenolicos
comparables o inclusos superiores a los reportados en los estudios antes mencionados
(antocianinas totales= 15, 77 + 0,16 mg EC3G/g pomasa, polifenoles totales= 47,8 £ 0,51
mg EAG/g pomasa, FRAP= 378,68 + 15,32 umol ET/g pomasa y DPPH= 230,35 + 0,98
umol ET/g pomasa). Este analisis sirve para reforzar nuevamente la hipétesis de que los
perfiles de compuestos son diferentes no Unicamente si se aplican diferentes métodos de
extraccion sino también depende del tipo de matriz vegetal utilizada para el estudio.
Tabla 30. Valores de las variables respuesta (polifenoles totales, antocianinas

totales, FRAP, DPPH) en el Extracto ASE Optimo del modelo predicho y
experimental de residuos de arandano liofilizado.

Respuesta Optimo Optimo
predicho experimental
Antocianinas Totales 18,49 15,76 £ 0,16
Polifenoles Totales 49,31 47,8 +0,51
FRAP 438,29 378,68 + 15,32
DPPH 328,59 230,35+ 0,98

Resultados presentados como promedio + desviacion estdndar. Antocianinas totales: mg equivalentes de cianidina 3-
glucosido/g de residuos de arandanos liofilizados. Polifenoles totales: mg equivalentes de &cido galico/g de residuo de
arandanos liofilizados. FRAP: pmol equivalentes de Trolox/g de residuo de arandano liofilizado. DPPH: pumol
equivalente de Trolox/g de residuo de arandano liofilizado

La extraccion acelerada por solvente (ASE) también conocida como extraccion liquida
presurizada (PLE) permite la extraccién rapida de compuestos con un bajo consumo de
disolventes. En el proceso se utilizan valores altos de presion que mantiene los solventes
liquidos a temperaturas mas altas generalmente por encima del punto de ebullicion del
disolvente, lo cual permite que la solubilidad de los compuestos, la penetracion a la matriz

vegetal y el mojado de la muestra por el solvente mejoren (Silva et al., 2017).

Analizando los resultados obtenidos en la extraccion con ASE, se puede notar que la

concentracion del disolvente (+), los ciclos de extraccion (-), temperatura (-), la
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interaccién entre la concentracion del disolvente-temperatura (), la interaccion
temperatura-ciclos de extraccion (+), concentracion de etanol-ciclos de extraccion (-) y el
efecto cuadratico de los ciclos de extraccion (+) son los parametros que influye en el
método para la extraccion del contenido de polifenoles totales, antocianinas totales, DPPH
y FRAP. Explicando de esta manera que, en el modelo mientras mayor fue la
concentracion de etanol mayores extracciones se obtuvieron. Por otra parte, mientras
mayores fueron los ciclos extraccion combinados con concentraciones de etanol bajas
menores resultados se obtuvieron y siguiendo esta linea mientras mayores fueron los
ciclos en la obtencion del extracto combinados con temperaturas mayores a la éptima de
igual manera se obtuvieron extracciones bajas en comparacion a los resultados maximos.
Finalmente, es interesante analizar uno de los pardmetros que en general no estan descrito
en la literatura para este método; el nimero de ciclos estaticos en el extracto, resulté que
tiene efecto significativo en el modelo y si bien teéricamente, el uso de varias extracciones
secuenciales deberia permitir un proceso mas completo no necesariamente significan
mayores rendimientos de extraccion (Silva et al., 2017). En este estudio se demuestra que
por el contrario las mejores extracciones se obtienen aplicando un solo ciclo de extraccion
debido a que el método ASE presenta como principal desventaja el hecho de que en la
extraccion la degradacién de las antocianinas comienza casi cuando comienza la
extraccion. Es por ello que, entre menos ciclos se apliqguen mejores resultados se

obtuvieron en cuanto a antocianinas totales, polifenoles totales, FRAP y DPPH.

Al ser un método automatizado esta técnica es de interés y atractiva para aplicaciones en
el rubro industrial ya que ha sido aplicada en diversas matrices vegetales como arandanos,
cebolla morada y batata (Silva et al., 2017). A pesar de que el tiempo en este modelo no
fue considerado como factor manipulable en la extraccion de compuestos por el tipo de
equipo usado (ASE 300 Accelerated Solvent Extractor Dionex), hay que mencionar que
el tiempo total de los métodos fue de aproximadamente 25 minutos para aquellos
sometidos a un solo ciclo de extraccién y para aquellos sometidos a 3 0 a 5 ciclos de
extraccion el tiempo fue de 45 minutos y una hora 15 minutos respectivamente; y que

segun los resultados recuperados se puede decir que entre mas tiempo de extraccion
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menores los valores obtenidos como resultados por lo que se puede presumir de una
degradacidon durante la extraccion, especialmente de compuestos fendlicos. Por lo tanto,
se coincide con Heffels et al., 2015 que en su trabajo igualmente utiliza 25 minutos como
tiempo de extraccidon con ASE ya que en ese tiempo es posible alcanzar un equilibrio entre
las fases sélida y liquida y obtener méas extraccion de antocianinas aplicando ademas
temperatura de 40 ° C porque la extraccion se favorece por la elevacion de temperatura al
aumentar la solubilidad de los compuestos antocianicos y mejorar el coeficiente de
difusion (Zapata, Heredia, et al., 2014).

6.6.Experimentos de extraccion asistida por ultrasonido (EAU) de
antocianinas a partir de residuos de arandanos.
En el presente estudio, segin el método de extraccion asistida por ultrasonido, se pretende
maximizar la extraccion de antocianinas a partir de residuos de ardndano mediante la
combinaciéon de multiples factores que afectan este proceso, en especifico, tiempo,
porcentaje de amplitud y la concentracion del disolvente. Los resultados del disefio
experimental Box-Behnken se observan en la Tabla 31, se aprecia en general una
tendencia al aumento en la extraccion de antocianinas totales, polifenoles totales y de la
actividad antioxidante al aplicar valores intermedios o altos de etanol, un porcentaje de
amplitud intermedia y un tiempo moderado de extraccion. Cabe destacar que, todos los
tratamientos fueron sometidos a una temperatura de 35-40 ° C, y en general el incremento
de etanol (50:50 — 80:20 % v/v), amplitud aproximada de 55 — 90% y tiempo (aprox. 10-
35 min) causan un aumento de las cuatro variables respuestas estudiadas con el valor mas
alto en relacion con los otros experimentos. Una situacién distinta se observa al combinar
un nivel inferior de etanol (20:80 %v/v) con un nivel inferior de amplitudes (20 %) y
tiempos moderados (35-60 minutos), donde las mismas variables respuesta analizadas
disminuyeron en comparacion a los valores anteriores. Desglosando los resultados, en
cuanto al contenido total de antocianinas para una amplitud del 55%, un tiempo de 10
minutos y una concentracion de 80:20 % v/v (etanol: agua acidulada 0,5%) se obtuvieron
valores mas altos, mientras que, con una concentracion de disolvente del 20:80 % de

etanol: agua acidulada, un tiempo de 35 minutos y una amplitud del 20% se disminuyeron
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los valores en el contenido de antocianinas totales en relacion con los valores elevados.
Con respecto al contenido de polifenoles totales, se muestra que, con un tiempo de 10
minutos, a una concentracion constante de 80:20% v/v (etanol) y una amplitud del 55%
se obtuvieron los valores mas elevados con respecto a los demas experimentos, al
contrario, con amplitud del 20%, tiempo de 35 minutos y una concentracion del 20:80%
v/v etanol-agua acidulada 0,5%, los valores que se obtuvieron en estos experimentos
fueron los més bajos. Para la actividad antioxidante, en cuanto a la metodologia de FRAP
se observaron valores superiores en los experimentos con una combinacion de amplitudes
iguales al 90%, una constante de concentracion de etanol del 50:50 %v/v y un tiempo de
60 min, al igual que en el caso del contenido de antocianinas y polifenoles totales los
valores inferiores entre los experimentos resultaron de una combinacion entre amplitudes
del 20%, una concentracion de etanol al 20:80% v/v y un tiempo de 35 minutos.
Finalmente, para DPPH, los valores més altos también se observaron a un nivel intermedio
del disolvente (50% etanol), una constante de 35 min y una amplitud de 55%, en contraste,
los valores mas bajos en el grupo de experimentos se obtuvieron con la combinacién de
una constante en la concentracion de disolvente (20:80% v/v etanol-agua acidulada),
tiempo de 60 minutos y una amplitud de 55%.

Por lo tanto, estos resultados muestran la importancia que presenta la concentracion de
disolvente y temperatura como parametros muy influyentes en la extraccién de este grupo
de compuestos.

Tabla 31. Caracterizacion Quimica de los extractos obtenidos por Extraccion
Asistida por Ultrasonido (EAU)

Exp. Etanol Amplitud Tiempo Antocianinas  Polifenoles FRAP DPPH
(% viv) (%) (min) Totales Totales
1 50 55 35 9,79 £0,08 20,24 £0,22 26,94+0,11 50,20 + 0,65
2 80 55 60 10,93 £ 0,01 17,056+0,41 2569+122 1470+1729
3 50 20 10 12,06 £ 0,17 2241+0,21 29,00+4,03 36,62+2,00
4 50 55 35 10,78 £ 0,25 21,80+0,02 28,07+2,68 53,27 +2,68
5 50 20 60 11,75+ 0,30 32,40+0,26 30,27 +£0,93 41,96+ 3,22
6 80 20 35 12,80 £ 0,15 16,91+0,02 23,61+1,13 8,63 £ 0,52
7 50 90 60 10,05 + 0,62 2191+0,17 30,64+1,00 41,43+246
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8 80 55 10 13,11+£0,39 20,13+0,02 26,18+146 15,26 +0,69

9 20 55 10 7,13+0,23 9,50 0,09 16.16 = 0,09 9,66 + 3,53
10 20 20 35 6,83 0,18 9,59 +£0,24 14,76 + 0,02 7,06 £2,27
11 50 55 35 11,86 + 0,58 20,74+£0,19 2781+1,17 51,06+282
12 80 90 35 12,21 +£0,16 18,79+0,92 2444+011 3502+294
13 50 90 10 11,76 £ 0,93 2150+0,36 28,34+0,78 50,26 +0,93
14 20 90 35 9,92+0,18 12,17+0,46 2580+0,24 22,19+227
15 20 55 60 6,86 £ 0,04 12,49+0,28 16,10 £0,06 3,16 £ 0,16

Resultados presentados como promedio + desviacion estandar. Antocianinas totales: mg equivalentes de Cianidina
3-glucdsido/g RA liofilizado. Polifenoles totales: mg equivalentes de acido galico/g RA liofilizado. FRAP:

umol equivalentes de Trolox/g RA liofilizado. DPPH: umol equivalentes de Trolox/g RA liofilizado.

6.7. Caracterizacion de las propiedades fisicas y quimicas de los extractos
obtenidos con extraccidn asistida por ultrasonido.

6.7.1. Contenido de Polifenoles Totales

En la Tabla 31 se presenta el contenido de polifenoles totales obtenidos en las diferentes

experiencias del disefio propuesto. La concentracion de polifenoles totales fluctu6 entre

un minimo de 9,50 y un méximo de 32,40 mg EAG/g residuo liofilizado.

El valor del coeficiente de determinacion (R?=83,5) refleja una menor calidad de ajuste

del modelo seleccionado; sin embargo, se puede predecir la concentracion de polifenoles

totales de los extractos, lo cual permitié interpretar los resultados mediante graficos de

superficies de respuesta (Figura 21).

Superficie de Respuesta Estimada
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Figura 21. Grafico de Superficie Respuesta estimada para Polifenoles Totales (mg equivalentes de acido galico/ g de

residuo de arandano Vaccinium corymbosum L. cv. Legacy con EAU y variables independientes de amplitud, tiempo y
concentracion de etanol
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En la Figura 21, la region azul intenso del grafico tridimensional de Superficie Respuesta
indica que con la combinacién amplitudes de 20%, un tiempo minimo de 60 minutos y
concentraciones intermedias de disolvente etanol/agua (57 % v/v) se puede obtener la
mayor concentracion de polifenoles totales (28,51 mg EAG/g RA). Considerando estas
condiciones como Optimas para la maximizacion del contenido de polifenoles totales en
los extractos obtenidos por el método asistido por ultrasonido a partir de residuos de
arandanos como se observa en la Tabla 32.

Tabla 32. Optimizacion de la Variable Respuesta maximizando la cantidad de
polifenoles totales

Factor Bajo  Alto Optimo
Concentracion Et-OH/H20 20,0 80,0 57,0
Amplitud (%) 20,0 90,0 20,0
Tiempo (min) 10,0 60,0 60,0

Valor 6ptimo = 28,51 mg EAG/g RA

Por otra parte, al realizar el analisis de varianza (Anexo 6.1) para la cantidad de polifenoles
totales y aplicando el modelo seleccionado, se obtuvo que el efecto lineal y cuadratico de
la concentracidn de etanol y la interaccion entre la concentracién de amplitud-tiempo
tuvieron efectos significativos (p<0.05). Esto se puede corroborar en el diagrama de
Pareto, el cual se muestra en la (Anexo 6.1), donde se puede apreciar que tanto el efecto
de la concentracion de etanol influye de manera positiva en el proceso mientras que su
efecto cuadrético y la interaccion entre la amplitud-tiempo influyen de manera negativa
en el proceso, de esta manera mientras mas elevada sea la concentracion del etanol como
disolvente se obtuvieron cantidades superiores de polifenoles totales en el extracto. Por
otro lado, la interaccién el porcentaje de amplitud y tiempo y el efecto cuadratico de la
concentracion de etanol al tener influencia negativa durante el proceso, se pudo asumir
que mientras menos prolongados fueron los tiempos de extraccidbn y menores
concentraciones de disolvente (etanol) aplicados, se obtuvieron menores cantidades de

polifenoles totales en los extractos.
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6.7.2. Contenido de Antocianinas Totales

La Tabla 31 muestra el contenido de antocianinas totales resultantes de los diferentes
tratamientos aplicados en el disefio experimental. La concentracion de antocianinas totales
fluctué entre un minimo de 6,83 y un maximo de 13,11 mg EC3G/ g de residuo de
arandano liofilizado.

El valor del coeficiente de determinacion (R?=90,7) del modelo seleccionado para predecir
la concentracion de polifenoles totales de los extractos permitio interpretar los resultados

mediante graficos de superficies de respuesta (Figura 22).

Superficie de Respuesta Estimada
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Figura 22. Gréfico de Superficie Respuesta estimada para Antocianinas Totales (mg equivalentes de cianidin-3
glucosido/ g de residuo de ardndano) Vaccinium corymbosum L. cv. Legacy con EAU y variables independientes de
amplitud de proceso, tiempo y concentracion de etanol

En la Figura 22, la region de color pdrpura intenso del gréfico tridimensional de
Superficie Respuesta indica que, con la combinacion de tiempos minimos de 10 minutos,
un aumento en la concentracion de etanol (80:20%v/v) y amplitudes del 20% se puede
obtener la mayor concentracion de antocianinas totales (14,54 mg EC3G/g residuo
liofilizado). Las condiciones dptimas para la maximizacion del contenido de antocianinas
totales en los extractos del método EAU a partir de residuos de arandanos se obtuvieron
con un tiempo de 10 minutos, una amplitud del 20,7% y una concentracion de etanol de

80 % v/v como se observa en la Tabla 33.
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Tabla 33. Optimizacion de la Variable Respuesta maximizando la cantidad de
antocianinas totales

Factor Bajo Alto Optimo
Concentracion Et-OH/H20 20,0 80,0 80,0
Amplitud (%) 20,0 90,0 20,0
Tiempo (min) 10,0 60,0 10,0

Valor dptimo = 14,54 mg EC3G/g RA

Segun el analisis de varianza (Anexo 6.2) para el contenido de antocianinas totales y
aplicando el modelo seleccionado, se obtuvo que el efecto lineal de la concentracion de
etanol y su interaccion tuvieron un efecto significativo (p<0.05) en el modelo. Esto se
puede corroborar en el diagrama de Pareto (Anexo 6.2), donde se puede apreciar que el
efecto de la concentracion de etanol tiene una influencia positiva en el modelo (mayor
incidencia) mientras que su interaccion cuadratica resulta negativa en el modelo, es decir
que, un aumento en la concentracién de etanol (80% v/v) aumenta el contenido de

antocianinas totales en el extracto.

6.7.3. Actividad Antioxidante: FRAP

La Tabla 31 muestra la capacidad antioxidante de los extractos obtenidos por el método
EAU aplicando las diferentes experiencias en términos de FRAP. Los valores que se
observaron fluctdan entre un minimo de 14,76 y un maximo de 30,64 umol ET/ g de
residuo de arandano liofilizado. El valor del coeficiente de determinacion (R?=89,1) del
modelo seleccionado para predecir la capacidad antioxidante (FRAP) de los extractos
permitié interpretar los resultados mediante graficos de superficies de respuesta (Figura
23).
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Figura 23. Grafico de Superficie Respuesta estimada para FRAP (umol equivalentes de trolox/ g de residuo de
arandano) Vaccinium corymbosum L. cv. Legacy con EAU y variables independientes de amplitud del proceso,
tiempo y concentracion de etanol

En la Figura 23 la region de color celeste intenso del gréafico tridimensional de Superficie
Respuesta indica que con la combinacion de amplitudes del 90%, un aumento de tiempo
(60 min) y concentraciones intermedias de disolvente (51,7 % v/v) se pueden obtener
valores elevados de capacidad antioxidante del extracto obtenido (31,21 pumol ET/g
residuo liofilizado), que segln la optimizacion del proceso serian las condiciones que
favorecen maximizar la capacidad antioxidante en términos de FRAP en los extractos del
método EAU a partir de residuos de ardndanos cv. Legacy como se observa en la Tabla
34.

Tabla 34. Optimizacion de la Variable Respuesta maximizando actividad
antioxidante FRAP

Factor Bajo  Alto Optimo
Concentracion Et-OH/H20 20,0 80,0 51,78
Amplitud (%) 20,0 90,0 90,0
Tiempo (min) 10,0 60,0 59,9

Valor 6ptimo = 31,21 umol ET/g RA.

Por otra parte, al realizar el analisis de varianza (Anexo 6.3) para FRAP y aplicando el
modelo seleccionado, se obtuvo que el efecto lineal de la concentracién de disolvente y
su efecto cuadrético tuvieron efectos significativos (p<0.05), estos resultados se pueden
observar en el diagrama de Pareto (Anexo 6.3), donde se puede apreciar que tanto la

concentracion de etanol como su interaccion cuadratica (mayor incidencia) fueron
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significativas. Siendo que el efecto lineal de la concentracion del disolvente, tienen una
influencia positiva en el proceso de extraccion por lo cual, se observo que a medida de
que aumento la concentracion del disolvente (51,78 % v/v) se obtuvieron como resultado
valores superiores de FRAP en el extracto, no asi en el caso del efecto de la interaccién
cuadratica de la concentracion de etanol que resulté tener un efecto negativo en el proceso,
de esta manera, se explicaria que la concentracion de disolvente en el proceso sélo deberia
aumentar hasta valores intermedios para obtener resultados favorables ya que a niveles
superiores se obtuvieron menores valores de FRAP en los extractos.

6.7.4. Actividad Antioxidante: DPPH

En la Tabla 18, la capacidad antioxidante de los extractos obtenidos por el método EAU
aplicando las diferentes experiencias mediante DPPH. Los valores que se observaron
fluctdan entre un minimo de 3,16 y un maximo de 51,51 pumol ET/ g de residuo de
arandano liofilizado. El valor del coeficiente de determinacion (R?=97,5) del modelo
seleccionado para predecir la capacidad antioxidante (DPPH) de los extractos permitid
interpretar los resultados mediante graficos de superficies de respuesta (Figura 24).
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Figura 24. Grafico de Superficie Respuesta estimada para DPPH (umol equivalente de Trolox/ g de residuo de

arandano) Vaccinium corymbosum L. cv. Legacy con EAU y variables independientes del porcentaje de amplitud,
tiempo y concentracion de etanol

En la Figura 24, la region violeta intensa del grafico tridimensional de Superficie
Respuesta indica que con la combinacion de una amplitud (90%), una disminucion en el
tiempo de extraccion (27,55 min) y concentraciones intermedias de disolvente (53,1 %

v/v) se puede obtener la mayor actividad antioxidante en términos de DPPH (58,97 pumol
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ET/ g de residuo). Siendo éstas las condiciones dptimas resultantes para la maximizacién
de la actividad antioxidante (DPPH) en los extractos del método EAU a partir de residuos

de arandanos cv. Legacy como se observa en la Tabla 35.

Tabla 35. Optimizacion de la Variable Respuesta maximizando la actividad
antioxidante DPPH

Factor Bajo Alto Optimo
Concentracion Et-OH/H20 20,0 80,0 53,17
Amplitud (%) 20,0 90,0 90,0
Tiempo (min) 10,0 60,0 27,57

Valor 6ptimo = 59,87 umol ET/ g RA

Segun el analisis de varianza (Anexo 6.4) para la actividad antioxidante (DPPH) y
aplicando el modelo seleccionado, se obtuvo que el efecto lineal y cuadratico de la
concentracion de etanol, el efecto cuadratico del tiempo y el efecto lineal de la amplitud
tuvieron un efecto significativo (p<0.05), esto se puede observar en el diagrama de Pareto
(Anexo 6.4), donde se puede apreciar que tanto la concentracién de etanol como la
variable amplitud tienen una influencia positiva en el disefio, es decir que a mayor
concentracion etanol se obtuvieron mayores valores de DPPH, de igual manera con la
variable amplitud que a mayor porcentaje aplicado mayores fueron los valores obtenidos.
Por otro lado, en cuanto al efecto cuadratico de concentracion de etanol y tiempo poseen
una influencia negativa en el proceso, por lo que se obtuvieron valores inferiores en
aquellos tratamientos a los cuales se les aplicaron mayores concentraciones de etanol;
asimismo, cuando se aplicaron mayor tiempo los experimentos en las que la duracion del
proceso fue superior a los 35 minutos aproximadamente también se obtuvieron valores
inferiores en el andlisis de capacidad antioxidante de los extractos obtenidos bajo estos
parametros.
6.7.5. Optimizacion del porcentaje de amplitud, tiempo y concentracion de
disolvente para la metodologia de extraccion EAU sobre el contenido de
antocianinas totales, polifenoles totales, FRAP y DPPH

Para determinar el tiempo, porcentaje de amplitud y concentracion de disolvente (etanol)

optimos para la extraccion con EAU se procedio a transformar las variables respuesta
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(contenido total de antocianinas, polifenoles totales, FRAP y DPPH) en una variable
llamada “Desirability” o “Deseable”, por lo cual se requiere determinar cuél es la
combinacion del tiempo, porcentaje de amplitud y concentracion de disolvente (etanol) en
el proceso de extraccion para determinar el valor maximo de las cuatro variables respuesta

en los residuos de arandano Vaccinium corymbosum L. cv. Legacy.
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Figura 25. Superficie respuesta del valor deseable de concentracion de antocianinas y polifenoles totales en los
extractos obtenidos por el método de EAU a partir de residuos de arandano

Como se puede apreciar en la Figura 25 de superficie respuesta del valor deseable, el
valor maximo de antocianinas, polifenoles totales, DPPH y FRAP se encuentran en la
zona mas oscura del grafico (amarillo), en la cual se obtuvieron valores para una
combinacion 6ptima del porcentaje de amplitud (90%), tiempo (10 minutos) y
concentracion de etanol (59,9 % v/v) en el proceso de extraccion EAU como se muestra
en la Tabla 36.

Tabla 36. Optimizacion de las cuatro Variables Respuesta maximizando la
concentracion de antocianinas totales, polifenoles totales, actividad antioxidante

DPPHy FRAP
Factor Bajo Alto Optimo
Concentracion Et-OH/H20 20,0 80,0 57,97
Amplitud (%) 20,0 90,0 90,0
Tiempo (min) 10,0 60,0 10,0

Valor deseabilidad= 0,86
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Segun el estudio realizado por He et al., 2016 a residuos de vino de arandano (Vaccinium
ashei) aplicando condiciones de temperatura (34-61,03 °C), tiempo de sonicacion de 23,67
minutos y relacion sélido-liquido 21,70 ml/g de pomasa seca se obtuvieron resultados que
oscilan entre 3,41 a 4,11 mg EC3G/g de pomasa secay 7,19 a 16,01 mg EAG/g de pomasa
seca, mientras que segun Aliafio-Gonzélez et al., 2020 mostrd las condiciones dptimas
para extraccion asistida con ultrasonido de arandanos, temperatura 34 °C, 74,6% v/v de
metanol: agua (pH=4) y amplitud del 70% por 5 minutos con obtenciones de 10,18 mg /
g de arandano (Vaccinium corymbosum L.) y para polifenoles totales se encuentran
extracciones de 32,18 mg/ g de arandano con 33,3 °C, 44%v/v metanol: agua (pH=7) y 70
% de amplitud durante 15 minutos pero no encontraron diferencias a los 20 minutos.
Comparando estos resultados con las mayores obtenciones de este estudio; 13,11 mg
EC3G/g de RA liofilizado para antocianinas totales y 50,50 mg EAG/g de RA liofilizado
para polifenoles totales se nota que los residuos de arandano Vaccinium corymbosum cv
Legacy superan a los encontrados en arandanos Vaccinium ashei, aproximadamente en un
68 % superior con respecto a antocianinas y polifenoles totales. Ademas, en relacion con
las extracciones demostradas por Aliafio-Gonzélez et al., 2020, también se muestra que el
ardndano como fruto entero bajo las condiciones propuestas por el autor se obtienen
aproximadamente un 22% y un 56% menos de contenido de antocianinas y polifenoles
totales. Por lo tanto, los resultados superiores obtenidos en este trabajo podrian deberse al
tipo de cultivo y a la utilizacion de etanol en vez de metanol ya que tanto el tipo como la
concentracion del solvente (facilita el acceso del disolvente al soluto). En la literatura
ademas se menciona que cuando se utiliza EAU con etanol como solvente la obtencién de
los compuestos fenolicos fue mayor (Di Donato et al., 2018) y se considera como uno de
los factores relevantes para la extraccion de polifenoles totales y DPPH. Ademas, del
tiempo y la concentracidn del solvente para la obtencidn de antocianinas totales segun el

estudio realizado por Wang et al., 2016.

En la literatura se pueden encontrar diversos trabajos como el realizado por Holtung et al.,
2011 y Bamba et al., 2018 sobre residuos de arandano Vaccinium corymbosum en donde

los autores del primero aplican como condiciones de proceso un tiempo de 15 minutos y
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90 °C de temperatura obteniendo resultados para antocianinas totales de 6,86 £ 12 mg
C3G/g muestray 20,04 £ 17 mg EAG/g muestra para polifenoles totales, mientras que en
el segundo estudio para la extraccion se aplican temperaturas de 20-40 °C, una
concentracion de solvente etanol-agua al 50 %v/v durante 40 minutos se obtuvieron como
resultados para antocianinas totales (31,32 mg EC3G/100 g de materia seca), polifenoles
totales (22,33 mg EAG/ 100 g de materia seca) y DPPH (41,79 mg Trolox/g de materia

seca).

Otros estudios realizados sobre residuos de Vaccinium myrtillus por Machado et al., 2017
y Dos Santos et al., 2021, las condicones de extraccion aplicadas en el primer estudio
fueron: sonicacién de 90 min, temperatura de 80 °C y una concentracion de solvente
(EtOH/H20) del 70 %v/v obteniendo valores para antocianinas totales de 2,33 £ 0,08 mg
EC3G/g residuo seco, polifenoles totales de 5,75 £+ 0,02 mg EAG/g residuo seco, DPPH:
42,51 + 2,84 umol ET/g residuo seco Y FRAP: 54,82 + 2,54 umol ET/g residuo seco.
Mientras que para el segundo estudio se aplico un tiempo de 45 min, una intensidad del
100% y una temperatura de 60 °C resultando en la extraccion de antocianinas totales
(0,59+0,04 pg C3G/mg de extracto), polifenoles totales (5,02+0,32 ug EAG/mg de
extracto), FRAP (129.28+17,25 uM ET/ mg de extracto) Y DPPH (1,64+ 0,12 uM ET/
mg de extracto). Con los resultados reportados por los autores a partir de residuos de
arandanos de tipo Vaccinium corymbosum se encontr6 que en comparacién con el presente
estudio Tabla 36 y 37, la utilizacion de largos tiempos de extraccién provoca una
reduccion del contenido de compuestos bioactivos en los extractos. Sumado a esto las
temperaturas altas igualmente contribuyen a la reduccion en la extraccién de fenolicos.
Una situacion similar se evidencia en aquellos estudios que utilizaron residuos de
Vaccinium myrtillus como materia prima en los experimentos.
Tabla 37. Valores de las variables respuesta (polifenoles totales, antocianinas

totales, FRAP, DPPH) en el Extracto EAU Optimo del modelo predicho y
experimental de residuos de ardndano liofilizado.

Respuesta Optimo Optimo
predicho experimental
Antocianinas Totales 12,51 12,57 £ 0,08
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Polifenoles Totales 24,19 32+2,13
FRAP 30,16 29,54 +7.09
DPPH 54,08 50,07 + 1,85

Resultados presentados como promedio + desviacion estandar. Antocianinas totales: mg equivalentes de cianidina 3-
glucosido/g de residuos de arandanos liofilizados. Polifenoles totales: mg equivalentes de acido galico/g de residuo de
arandanos liofilizados. FRAP: pmol equivalentes de Trolox/g de residuo de arandano liofilizado. DPPH: pmol
equivalente de Trolox/g de residuo de arandano liofilizado

Los pardmetros obtenidos como Optimos en este estudio fueron: concentracién etanol-
agua acidulada al 0,5% con acido acético (57,97 %v/v), amplitud al 90%, y tiempo (10
minutos). Los parametros mas significativos para la extraccion correspondieron a:
Concentracion etanol (+), efecto cuadratico de la concentracion de etanol y tiempo (-), la
amplitud (+) y la interaccion amplitud-tiempo (-). Resultados similares fueron obtenidos
en el estudio realizado por Rezende et al., 2017 en su trabajo de optimizacion de
Extraccion Asistida por Ultrasonido a residuos de acerola, donde las variables
significativas fueron: el tiempo de extraccion para polifenoles totales, concentracion de
etanol para antocianinas totales, capacidad antioxidante medida por DPPH vy la relacion
etanol-residuo, siendo esta Ultima la Unica variable que mostrd ser estadisticamente
significativa y con efecto positivo similar a FRAP (Rezende et al., 2017). Estos resultados
también coinciden con los estudios donde las extracciones mejoran cuando se usan un
menor porcentaje de solventes durante menores tiempos; ya que, los contenidos de
compuestos fenolicos comienzan a disminuir mientras mas tiempo se utiliza en el proceso.
Probablemente esto ocurra porque tanto las antocianinas como los polifenoles totales estan
intimamente relacionado con la degradacion de los compuestos. Este concepto es similar
a lo expresado por algunos autores recomendando que en ningln proceso de extraccion se
someta al extracto a mas de 10 min. Sin embargo, existen trabajos como los de Wang et
al., 2016 en los que se notifican una mejora de extraccion en el contenido de antocianinas
monomeéricas totales usando 70% de metanol a 30 ° C y 20 min de extraccion; con esto se
puede decir que existe un rango de tiempo de 10 a 20 minutos para evitar pérdida de
compuestos fendlicos totales y un rango de 5 a 10 minutos para el caso de antocianinas
totales dependiendo del tipo ardndano y solvente utilizado, esto se explicaria ya que la

energia vibratoria del ultrasonido se disipa como calor durante la extraccion. Por lo tanto,
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al usar 20 kHz la exposicion a tiempos superiores a 10 minutos provocaria una reduccion
del contenido total de antocianinas. Sin embargo; otros autores plantean que el uso de 40
kHz en la extraccion durante 180 minutos resultd en excelentes extracciones (Silva et al.,
2017).

Los valores de amplitud altas son favorables para la obtencion de antocianinas y
polifenoles totales debido a que la extraccion asistida por ultrasonido utiliza una onda de
presion sonora oscilante con una frecuencia de 20 kHz que rompe las paredes celulares
aumentando de esta manera la transferencia de masa entre el disolvente y la matriz vegetal

facilitando la extraccion (Aliafio-Gonzalez et al., 2020; Rein y Yliopistopaino, 2005).

Cabe mencionar que, al igual que en el trabajo realizado por He et al., 2016, en
este estudio se usaron temperaturas oscilantes entre los 35 y 40 ° C para mantener la
estabilidad de las antocianinas presentes en el extracto debido a que si se aplican
temperaturas altas se da un aumento del vapor del solvente, presién y disminucion de la
tension superficial conforme la temperatura aumenta lo que afecta la formacion de la
burbuja de cavitacion colapsando con menos intensidad provocando menos alteracion
celular durante la sonicacion (Bamba et al., 2018). Ademas, aunque el ultrasonido puede
degradar los compuestos antocianicos tiene como posibilidad la utilizacién de las llamadas
pulsaciones que no son mas que ciclos de tiempo, de esta manera se podria minimizar
efectos no deseados. Por ello, en el presente estudio se usaron ciclos de 10 segundos de
ultrasonido y 10 segundos de pausa en parte para evitar el sobrecalentamiento del equipo
y por otra parte para evitar la elevaciéon brusca de temperatura durante el proceso de

extraccion.

En cuanto a la actividad antioxidante determinada a través de las metodologias de FRAP
y DPPH estudios revelan que los resultados muestran una mayor obtencion en los
extractos pertenecientes a procesos con Soxhlet seguidos de extraccidn asistida con
ultrasonido, en este estudio no es diferente ya que las extracciones fueron altas, para FRAP
(30,64 umol ET/g de RA liofilizado) y para DPPH (51,51 umol ET/g de RA liofilizado)

correspondiéndose estos valores a los hallados para antocianinas y polifenoles totales ya
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que, la capacidad antioxidante depende directamente de los compuestos fendlicos
recuperados tomando en cuenta que tanto la polaridad del disolvente como la temperatura
de extraccion juegan un papel importante (Garcia-Mendoza et al., 2017). Ademas, en la
literatura se menciona que se obtienen mejores rendimientos con ultrasonido debido a que
el proceso de sonicacion puede conducir a la formacion de radicales libres que pueden
mejorar reacciones de polimerizacion / despolimerizacion sin disociar la antocianina y
gracias a la cavitacion se produce una serie de efectos mecanicos, colisiones de particulas
y ruptura de la pared celular, que promueve la penetracion del disolvente dentro de la
matriz de la muestra aumentando las tasas de transferencia de antocianinas totales y
reduciendo los tiempos de sonicacion, por eso muchos autores ademas consideran una
relacién de etanol-residuo como efecto influyente en los procesos de extraccion. Este
parametro no fue analizado en el presente estudio. Sin embargo, al utilizar una punta de
% pulgada el volumen al que ser recomienda extraer son 50 ml como minimo; por lo tanto,
la relacion entre sélido y liquido fue de 10 ml/g de pomasa liofilizada la mitad de lo
utilizado por He et al., 2016. De la misma manera, la temperatura es considerada para ese
tipo de proceso. A pesar de esto, considerando las experiencias anteriores de extraccion
realizadas en este mismo estudio y segun la literatura se conoce el efecto que tiene la
temperatura en la extraccion asistida con ultrasonido determinando de manera practica
que la temperatura adecuada oscila entre los 35 y 40 °C (Aliafio-Gonzélez et al., 2020;
Pingret et al., 2012). La temperatura a un nivel suficientemente alto favorece la solubilidad
y difusividad de la matriz vegetal en el solvente para que el rendimiento de extraccion
aumente. En adicion, la temperatura tiene un mayor efecto sobre el umbral de cavitacion,
lo que provoca una cavitacion acustica generando la formacion de nucleos cavitacionales.
Este efecto genera una fuerza de corte relativamente mayor que rompe y explota el ndcleo
de cavitacion. Ademas, rompe las paredes celulares en la extraccién aumentando la tasa
de transferencia de masa y como consecuencia mayor eficiencia de extraccion (Demirci
et al., 2021). De otra forma, una temperatura mas alta que la éptima puede causar que
compuestos termosensibles como las antocianinas se degraden (He et al., 2016). Algunos

autores incluso estudiaron la cinética de degradacion de las antocianinas durante el
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proceso térmico y sugieren una cinética de reaccion de primer orden, donde la constante
de degradaciéon aument6 a medida que aumentaba la temperatura (Demirci et al., 2021).
También para una mejor extraccion se debe tomar en cuenta que a condiciones neutras y
alcalinas existe mayor degradacion de antocianinas en comparacion al uso de solventes
acidificados ya que mejoran su estabilidad. En esta tesis se utiliz agua acidificada con
acido acético, aunque también la literatura recomienda utilizar acido clorhidrico para

ajustar el pH de las soluciones (Di Donato et al., 2018; He et al., 2016).

He et al., 2016 afirma que para obtener un maximo de extraccién con el método EAU
los pardmetros clave son: tiempo de sonicacion, temperatura y relacién liquido-solidos;
tomando en cuenta lo anterior este estudio aporta con la importancia que tiene ademas el
porcentaje de amplitud ya que en el modelo presenta significancia para maximizar el

contenido de antocianinas, polifenoles, FRAP y DPPH.

6.8.Experimentos de extraccion con CO2 Supercritico (CO2-SC) de
antocianinas a partir de residuos de arandanos.
En el presente estudio, segun el método de extraccién con el método (CO2-SC), se
pretende maximizar la extraccion de antocianinas a partir de residuos de ardndano
mediante la combinacion de multiples factores que afectan este proceso, en especifico,
temperatura, presion y adicion de cosolvente en este caso etanol. Los resultados del disefio
experimental Box-Behnken se observan en la Tabla 38. Se aprecia una tendencia al
aumento en la extraccion de antocianinas totales, polifenoles totales y de la actividad
antioxidante al aplicar valores intermedios de temperatura, porcentajes altos de cosolvente
y valores de presion elevados. De esta manera, un incremento de temperatura (50 °C),
presion de 400 bar y aplicacion de una concentracion al 10% de cosolvente (etanol) causan
un aumento de las cuatro variables respuestas estudiadas con el valor mas alto en relacion
con los otros experimentos. Por el contrario, se obtuvieron valores inferiores para el
contenido de polifenoles y antocianinas totales con una concentracion de cosolvente al

0%, temperatura de 40 ° C y presion de 300 bar.
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Tabla 38. Caracterizacion Quimica de los extractos obtenidos con Extraccién
mediante CO2 Supercritico

Exp. Cosolvente Temperatura Presion Antocianinas Polifenoles FRAP DPPH
Etanol (°C) (bar) Totales Totales
(%)
1 5 50 300 1,55+0,01 1,50 £0,17 1145+0,25 6,51+0,39
2 5 40 400 0,19 £ 0,04 0,20 £ 0,08 4,39 +0,19 1,51 +£0,00
3 0 50 200 0,03 £0,03 0,20 £0,01 1,11 + 0,09 0,22 £0,01
4 5 50 300 1,90 £ 0,26 2,50 £0,22 16,54 £0,27 11,58 £0,92
5 10 40 300 1,98 £ 0,05 2,10+£0,20 1394+0,37 9,33+0,25
6 5 40 200 0,57 £ 0,00 0,90 £ 0,05 6,62 £ 0,08 2,91 £ 0,04
7 10 60 300 2,45 £ 0,04 1,40 £ 0,42 1540+£0,04 11,86+0,16
8 0 50 400 0,01 + 0,00 0,10 £0,01 0,50+0,06 0,13+0,01
9 5 60 400 1,13 £0,00 3,90 £0,03 9,91+£0,28 6,98 + 0,14
10 0 40 300 0,01 £ 0,00 0,10 £0,03 0,35+0,00 0,12+0,01
11 10 50 200 3,60 £0,03 390+046  3347%0,36 22,03+0,30
12 10 50 400 6,69 £ 0,11 7,50 £0,32 51,57 +2,43 34,48 +1,10
13 5 60 200 0,86 + 0,06 1,40 £0,14 756+0,26  5,75+0,02
14 5 50 300 2,26 £ 0,05 1,10 + 0,16 6,12 + 0,06 3,81 +£0,00
15 0 60 300 0,02 £ 0,02 0,10 £0,01 0,26 £0,00 0,07x0,02

Resultados presentados como promedio + desviacion estandar. Antocianinas totales: mg equivalentes de Cianidina

3-glucésido/g RA liofilizado. Polifenoles totales: mg equivalentes de acido galico/g RA liofilizado. FRAP:

umol equivalentes de Trolox/g RA liofilizado. DPPH: pmol equivalentes de Trolox/g RA liofilizado.

6.9. Caracterizacion de las propiedades fisicas y quimicas de los extractos
obtenidos con CO2 Supercritico (CO2-SC)

6.9.1.

Contenido de Polifenoles Totales

En la Tabla 38, se presenta el contenido de polifenoles totales obtenidos en las diferentes

experiencias del disefio propuesto. La concentracion de polifenoles totales fluctud entre

un minimo de 0,10 y un méaximo de 7,50 mg EAG/qg residuo liofilizado.
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El valor superior del coeficiente de determinacion (R?=78,3%) del modelo seleccionado

para predecir la concentracion de polifenoles totales de los extractos permitid interpretar

los resultados mediante graficos de superficies de respuesta (Figura 26).
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Figura 26. Grafico de Superficie Respuesta estimada para Polifenoles Totales (mg equivalentes de &cido galico/ g de
residuo de arandano Vaccinium corymbosum L. cv. Legacy con Extraccion CO2-SC y variables independientes de

concentracion de cosolvente, temperatura y presion.

En la Figura 26, la regidn azul intenso del grafico tridimensional de Superficie Respuesta

indica que con la combinacion temperaturas moderadas (55 ° C), un aumento en la presion

(400 bar) y concentraciones de cosolvente elevados (10%) se pudieron obtener la mayor

concentracion de polifenoles totales (6,54 mg EAG/g RA). Siendo estas condiciones

resultantes como Optimas para la maximizacion del contenido de polifenoles totales en los

extractos obtenidos por el método con CO.-SC a partir de residuos de arandanos cv.

Legacy como se describe en la Tabla 39.

Tabla 39. Optimizacion de la Variable Respuesta maximizando la cantidad de

polifenoles totales

Factor Bajo Alto Optimo
Presion (bar) 200,0 400,0 400,0
Temperatura (°C) 40,0 60,0 55,05
Cosolvente (%) 0,0 10,0 9,99

Valor 6ptimo = 6,54 mg EAG/g RA

Por otra parte, al realizar el analisis de varianza (Anexo 7.1) para la cantidad de polifenoles

totales y aplicando el modelo seleccionado, se obtuvo que el efecto que tiene la variable
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cosolvente es la Unica que tuvo significancia (p<0.05). Esta informaciéon se puede
corroborar en el diagrama de Pareto, el cual se muestra en la (Anexo 7.1), donde se puede
apreciar que la concentracion de etanol como cosolvente tuvo una influencia positiva en
el método, ya que cuando mayor ha sido su concentracion, mayores fueron los resultados

que se obtuvieron para el contenido de polifenoles totales en los extractos.

6.9.2. Contenido de Antocianinas Totales

La Tabla 38 muestra el contenido de antocianinas totales resultantes de los diferentes
tratamientos aplicados en el disefio experimental. La concentracion de antocianinas totales
fluctud entre un minimo de 0,01 y un maximo de 6,69 mg EC3G/ g de residuo de arandano
liofilizado.

El valor del coeficiente de determinacion (R>=86,5) del modelo seleccionado para predecir
la concentracion de polifenoles totales de los extractos permitio interpretar los resultados

mediante gréaficos de superficies de respuesta (Figura 27).
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Figura 27. Gréfico de Superficie Respuesta estimada para Antocianinas Totales (mg equivalentes de cianidin-3
glucosido/ g de residuo de arandano Vaccinium corymbosum L. cv. Legacy con Extraccién CO2-SC y variables
independientes de concentracion de cosolvente, temperatura y presion.

En la Figura 27, la region de color parpura intenso del grafico tridimensional de
Superficie Respuesta indica que con la combinacién temperaturas intermedias (50,7 °C),
una presion elevada de 400 bar y una concentracion de cosolvente (etanol) al 10% se pudo
obtener la mayor concentracion de antocianinas totales (5,51 mg EC3G/g residuo

liofilizado), tomando estas como condiciones éptimas para la maximizacion del contenido
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de antocianinas totales en los extractos del método CO,-SC a partir de residuos de
ardndanos cv. Legacy como se observa en la Tabla 40.

Tabla 40. Optimizacion de la Variable Respuesta maximizando la cantidad de
antocianinas totales

Factor Bajo Alto Optimo
Presion (bar) 200,0 400,0 400,0
Temperatura (°C) 40,0 60,0 50,77
Cosolvente (%) 0,0 10,0 9,99

Valor éptimo = 5,51 mg EC3G/g RA

Segun el analisis de varianza (Anexo 7.2) para la cantidad de antocianinas totales y
aplicando el modelo seleccionado, se obtuvo que el efecto lineal concentracion de etanol
como cosolvente y el efecto cuadratico de la temperatura tuvieron un efecto significativo
(p<0.05) en el modelo como se puede observar en el diagrama de Pareto (Anexo 7.2),
donde se puede apreciar que el efecto del porcentaje de cosolvente tienen una influencia
positiva en el proceso, es decir que, cuanto mayor fue la concentracion de etanol como
cosolvente se obtuvieron valores superiores en el contenido de antocianinas totales del
extracto, mientras que la temperatura si bien tuvo significancia, la influencia de la variable
en el modelo es negativa, es decir que al disminuir o aumentar a los rangos de temperatura
hacia los extremos usados en las diferentes experiencias se obtuvieron menores valores de

antocianinas totales recuperados en los extractos.

6.9.3. Actividad Antioxidante: FRAP

La Tabla 38 muestra la capacidad antioxidante de los extractos obtenidos por el método
de extraccion con CO.-SC aplicando las diferentes experiencias en términos de FRAP.
Los valores que se observaron fluctdan entre un minimo de 0,26 y un maximo de 51,57
umol ET/ g de residuo de arandano liofilizado. El valor del coeficiente de determinacion
(R?=82,6) del modelo seleccionado para predecir la capacidad antioxidante (FRAP) de los
extractos permitid interpretar los resultados mediante graficos de superficies de respuesta
(Figura 28).
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Figura 28. Grafico de Superficie Respuesta estimada para FRAP umol equivalentes de trolox/ g de residuo de
arandano Vaccinium corymbosum L. cv. Legacy con con Extraccion CO2-SC y variables independientes de
concentracion de cosolvente, temperatura y presion.

En la Figura 28, la region de color celeste intenso del grafico tridimensional de Superficie
Respuesta indica que con la combinacion temperaturas intermedias (50 ° C), presiones
elevadas (400 bar) y concentraciones superiores de etanol como cosolvente (10%) se
pueden obtener valores elevados de capacidad antioxidante del extracto obtenido (51,57
umol ET/g residuo liofilizado). Las condiciones Optimas para maximizar FRAP en los
extractos del método CO> -SC a partir de residuos de ardndanos se obtuvieron con una
temperatura de 51 ° C, una concentracion de etanol de como cosolvente al 10 % y

presiones de 400 bar como se observa en la Tabla 41.

Tabla 41. Optimizacion de la Variable Respuesta maximizando actividad
antioxidante FRAP

Factor Bajo Alto Optimo
Presion (bar) 200,0 400,0 400,0
Temperatura (°C) 40,0 60,0 50,53
Cosolvente (%) 0,0 10,0 9,99

Valor 6ptimo = 42,73 umol ET/g RA.

Por otra parte, al realizar el analisis de varianza (Anexo 7.3) para FRAP y aplicando el

modelo seleccionado, se obtuvo que el efecto lineal de la concentracion de etanol como
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cosolvente fue la Unica variable que presenta efectos significativos (p<0.05). Esto se puede
corroborar en el diagrama de Pareto (Anexo 7.3), donde se puede apreciar que la
concentracion de etanol como cosolvente tuvo una influencia positiva en el proceso, por
lo que, se puede decir que cuando se utilizaron porcentajes elevados de esta variable se

obtuvieron como resultado valores superiores de FRAP en el extracto.

6.9.4. Actividad Antioxidante: DPPH

La Tabla 38 muestra la capacidad antioxidante de los extractos obtenidos por el método
con CO2-SC aplicando las diferentes experiencias mediante DPPH. Los valores que se
observaron flucttian entre un minimo de 0,07 y un méaximo de 34,48 umol ET/ g de residuo
de arandano liofilizado. El valor del coeficiente de determinacion (R?=83,2) del modelo
seleccionado para predecir la capacidad antioxidante (DPPH) de los extractos permitio

interpretar los resultados mediante graficos de superficies de respuesta (Figura 29).
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Figura 29. Grafico de Superficie Respuesta estimada para DPPH (umol equivalente de Trolox/ g de residuo de
arandano Vaccinium corymbosum L. cv. Legacy) con Extraccion CO2-SC y variables independientes de concentracion
de cosolvente, temperatura y presion.

En la Figura 29, la region violeta intensa del grafico tridimensional de Superficie
Respuesta indica que con la combinacion temperaturas intermedias (51,1 °© C), presiones
elevadas (400 bar) y concentraciones elevadas de cosolvente (10%) se puede obtener la

mayor actividad antioxidante en términos de DPPH (28,59 pumol ET/ g de residuo),
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estableciéndose éstas como las condiciones dptimas para la maximizacién de la actividad
antioxidante (DPPH) en los extractos del método de extraccion con CO2-SC a partir de

residuos de ardndanos cv Legacy como se observa en la Tabla 42.

Tabla 42. Optimizacion de la Variable Respuesta maximizando la actividad
antioxidante DPPH

Factor Bajo Alto Optimo
Presion (bar) 200,0 400,0 400,0
Temperatura (°C) 40,0 60,0 51,13
Cosolvente (%) 0,0 10,0 10,0

Valor 6ptimo = 28,59 umol ET/ g RA

Segun el analisis de varianza (Anexo 7.4) para la actividad antioxidante (DPPH) y
aplicando el modelo seleccionado, se obtuvo que Unicamente la influencia de la
concentracion de etanol como cosolvente tuvo un efecto significativo (p<0.05). Esto se
puede corroborar en el diagrama de Pareto (Anexo 7.4), donde se puede apreciar queé si
bien la concentracion de etanol tiene influencia en el disefio dicho efecto tiende a ser
positivo en el proceso, es decir que a mayor concentracion de etanol (cosolvente) mayores

fueron los valores de capacidad antioxidante que se obtengan en términos de DPPH.

6.9.5. Optimizacion de la temperatura, presion y concentracién de cosolvente
para la metodologia de extraccion con CO: Supercritico sobre el

contenido de antocianinas totales, polifenoles totales, FRAP y DPPH

Para determinar la temperatura, presion y concentracion de cosolvente (etanol) dptimos
para la extraccion con CO; - SC se procedio a transformar las variables respuesta
(contenido total de antocianinas, polifenoles totales, FRAP y DPPH) en una variable
llamada “Desirability” o “Deseable”, por 1o cual se requiere determinar cuél es la
combinacién de la temperatura, presion y concentracion de cosolvente (etanol) en el
proceso de extraccion para determinar el valor maximo de las cuatro variables respuesta

en los residuos de arandano Vaccinium corymbosum L. cv. Legacy.
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Figura 30. Superficie respuesta del valor deseable de concentracion de antocianinas y polifenoles totales en los
extractos obtenidos por el método con Extraccion CO2-SC a partir de residuos de arandano

Como se puede apreciar en la Figura 30 de superficie respuesta del valor deseable el valor
maximo de antocianinas, polifenoles totales, DPPH y FRAP se encuentran en la zona mas
oscura del gréfico (naranja), en la cual se obtuvieron valores para una combinacion 6ptima
de temperatura (51,8 ° C), presion (400 bar) y una concentracién de cosolvente al 10% de
etanol puro como se muestra en la Tabla 43.

Tabla 43. Optimizacion de las cuatro Variables Respuesta maximizando la
concentracion de antocianinas totales, polifenoles totales, actividad antioxidante

DPPH y FRAP ]
Factor Bajo Alto Optimo
Presion (bar) 200,0 400,0 400,0
Temperatura (°C) 40,0 60,0 51,80
Cosolvente (%) 0,0 10,0 10,0

Valor deseabilidad= 0,82

Obteniendo resultados méximos para polifenoles totales (7,2 mg EAG/g), antocianinas
totales (5,48 mg EC3G/g), FRAP (44,95 mg ET/g) y DPPH (39,64 mg ET/g). Paes et al.,
2014 por otro lado reporta que para residuos de arandano liofilizados las condiciones
Optimas requeridas para las maximas extracciones fueron 40 © C, 200-210 bar utilizando

ademas etanol acuoso como cosolvente al 5% v/v con valores maximos para el contenido
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de polifenoles totales (3,5 mg EAG/g), antocianinas totales (0,16 mg/g), DPPH (35 umol
ET/g) representando estos valores aproximadamente un 2% de los encontrados cuando se
analiza la baya entera fresca después de una extraccion sometida a temperaturas de 40 °C
y presiones de 150 a 250 bar, mientras que cuando el residuo es liofilizado obtuvo hasta
un 7,6% del rendimiento global en la extraccion (Lopez-Padilla et al., 2016). Como se
nota en este estudio los valores obtenidos fueron superiores a los obtenidos en el trabajo
de Paes et al., 2016, esta diferencia en los resultados probablemente sea debido a que se
analizan arandanos de tipo y cultivares diferentes ademas de que, las condiciones 6ptimas
varian utilizando un porcentaje de cosolvente (etanol) igual al 10% y mayores presiones
(400 bar). Sin embargo, en cuanto a la temperatura a pesar de que se coincide con un
optimo de temperaturas intermedias 40-50 °C; resulta un tema controversial ya que, la
mayoria de autores coinciden en que las antocianinas son sensibles a temperaturas altas y
aquellas temperaturas superiores a los 40 °C son Utiles en la extraccion de otros
compuestos fenolicos (Silva et al., 2017), asi lo menciona un estudio realizado por Garcia-
Mendoza et al., 2017 a residuos de jucara usando liquidos presurizados y fluidos
supercriticos mostraron mayores extracciones de polifenoles totales al aplicar
temperaturas de 60 °C, usando como solvente mezclas acidificadas de etanol-agua al 50%
v/v y aumentando la temperatura a 80 °C se favorecié la extraccién de compuestos
fendlicos de un 51 a un 53%.

En los registros de la literatura se pueden encontrar escasos trabajos realizados sobre
residuos de ardndano Vaccinium corymbosum L aplicando la metodologia de extraccion
con CO,-SC. Sin embargo, en el estudio realizado por Laroze et al., 2010 las condiciones
de proceso utilizadas fueron: temperatura de 60 ° C y presion de 80-100 bar obteniendo
extracciones de polifenoles totales de 0,295 mg EC3G/g de pomasa y DPPH de 72,6 pg
DPPH/g EAG. Otro trabajo realizado por Kitryté et al., 2020 sobre residuos de arandano
Vaccinium vitis-idaea L aplica las siguientes condiciones de proceso: presion 470 bar y
temperatura 53 °C obteniendo 11,82 mg/g de pomasa seca para polifenoles totales.
Comparando estos estudios con el presente trabajo Tabla 43 y 44, se puede deducir que,

para obtener mayor extraccion de fenolicos el uso de un cosolvente es de gran importancia
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en el proceso; ademas de observar que las presiones adecuadas corresponden a valores
altos (400 bar 0 mas) con temperaturas moderadas de 50 a 60 °C.
Tabla 44. Valores de las variables respuesta (polifenoles totales, antocianinas

totales, FRAP, DPPH) en el Extracto CO,-SC Optimo del modelo predicho y
experimental de residuos de ardndano liofilizado.

Respuesta Optimo Optimo experimental
predicho

Antocianinas Totales 5,49 5,48 £ 0,07

Polifenoles Totales 6,37 7,2%0,11

FRAP 42,43 44,95 + 1,37

DPPH 28,56 39,64 + 3,07

Resultados presentados como promedio + desviacion estandar. Antocianinas totales: mg equivalentes de cianidina 3-
glucdsido/g de residuos de arandanos liofilizados. Polifenoles totales: mg equivalentes de acido galico/g de residuo de
arandanos liofilizados. FRAP: pumol equivalentes de Trolox/g de residuo de ardndano liofilizado. DPPH: pmol
equivalente de Trolox/g de residuo de ardndano liofilizado

La temperatura es un factor muy relevante en este tipo de extraccién. Al aumentar
isobaricamente la temperatura disminuye el poder del solvente ya que disminuye la
densidad del CO -SC. Sin embargo, también aumenta la presion de vapor (volatilidad)
del soluto. Este incremento de presion cercano al punto critico no es capaz de compensar
la disminucion en la densidad del CO> -SC, por lo que se produce una disminucion en la
solubilidad. Este inconveniente se soluciona elevando las presiones a niveles muy
superiores al punto critico del CO ya que con esta intervencion, el fluido se vuelve menos
compresible sobrepasando de esta manera la disminucion de solubilidad con aumentos de
temperatura a presion constante (Lizcano et al., 2019). Por otra parte, la presion es otro
factor relevante en la extraccion con CO2-SC. Al aumentar este parametro, el CO2-SC es
capaz de separar compuestos de mayor peso molecular o con mayor polaridad como
ocurre con los compuestos antocianicos ya que, la densidad del CO, aumenta provocando
un incremento del poder solvente, lo que favorece la eficiencia de la extraccion de varias
matrices vegetales (Bustamante et al., 2016; Lopez-Padilla et al., 2016).

La extraccion con CO2-SC tradicionalmente se usa para la extraccion de compuestos
no polares al ser un solvente de baja polaridad similar al pentano y hexano. La densidad
del fluido supercritico es similar a la de los liquidos y su viscosidad similar a la de los

gases entregando un gran poder solvente y favoreciendo la capacidad de penetracion en
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los poros de la matriz vegetal (Babova et al., 2016). Sin embargo, para extraer
antocianinas conocidas por ser moléculas polares, se debe utilizar en adicion un disolvente
polar que actuarda como cosolvente al generar fuerzas intermoleculares (enlaces de
hidrogeno). De esta forma se aumenta la selectividad el proceso, compitiendo con los
compuestos adsorbidos en los puntos activos de la matriz vegetal mejorando los
rendimientos de la extraccion respecto a los experimentos en los que no se utilizo niveles
mayores de cosolvente. Este comportamiento se observa en la Tabla 38. La eleccion del
cosolvente es un factor de alta relevancia para el éxito de la extraccion ya que la presencia
de sustituyentes polares y el aumento del peso molecular de los compuestos extraibles
disminuyen su solubilidad en el CO, (Bustamante et al., 2016; Garcia-Mendoza et al.,
2017). Comunmente se utiliza una mezcla de COg, etanol y agua, en proporciones de
acuerdo con la matriz vegetal que se analiza ya que, se aumenta la solubilidad de
sustancias no volatiles en comparacion con el uso se CO puro acentuando ademas la
dependencia de la metodologia con la temperatura, permitiendo reducir la presion de
extraccion y posibilitando la extraccion de compuestos modificando Unicamente la
temperatura. Sin embargo, hay que tomar en cuenta que la fraccién de etanol / agua debe
estar en proporciones en las que la mezcla sea soluble en CO2 como fluido supercritico, a
la presion y temperatura utilizada (mezcla supercritica). Si no se cumple este requisito hay
una coexistencia de dos fases, liquida y supercritica que probablemente afectarian la
obtencion de compuestos. Al contrario que en las técnicas anteriores la acidificacion de
los disolventes en la literatura se menciona que no se tiene una influencia significativa
sobre la eficiencia en la extraccién con fluidos supercriticos (Paes et al., 2014) debido a
que, si la muestra analizada contiene agua cuando entra en contacto con el CO; genera
acido carbonico (pH bajo), por lo que no seria necesario la adicion de otro acidificante
(Silva et al., 2017). Aunque también es cierto que en cuanto a la estabilidad de las
antocianinas como se ha citado a lo largo de esta tesis, el uso de un cosolvente acidificado
puede ejercer efectos positivos ya que se mantendria la forma de cation flavilo en las
antocianinas por lo que es de importancia considerar las caracteristicas del cosolvente,

mas cuando se demuestra que en la extraccién con CO2-SC los efectos significativos en
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el modelo corresponden al cosolvente (+) y la interaccion cosolvente-presion (+) con
efectos positivos para ambos. Por ello se afirma que el rendimiento de la extraccion
depende en gran medida de la combinacién de variables (temperatura, presion y carga de
cosolvente) para obtener los mejores resultados de solubilidad y transferencia de masa.
Lizcano et al., 2019 recomienda que presiones intermedias y el uso de un cosolvente son
Utiles para obtener mayores extracciones. Estos mismos autores indican que las altas
presiones pueden mejorar la transferencia de masa, lo que coincide con lo observado en
esta tesis.

Los arandanos son frutos con alta capacidad antioxidante. Sin embargo, aplicando este
tipo de extraccion se obtuvieron valores bajos para esta variable en el extracto de residuo
de arandano cv Legacy. La explicacion a estos valores encontrados puede estar
relacionada con que la capacidad antioxidante depende del contenido de polifenoles
totales o de antocianinas. El rendimiento obtenido con este método es mucho menor que
con otras metodologias; por lo que, lo mismo se extiende a los valores de capacidad
antioxidante para este método. Ademas, podrian haber otros factores que disminuyen esta
capacidad antioxidante; por ejemplo, la presencia del &cido ascorbico, que se sabe esta
presente en una cantidad significativa en arandanos y aporta con una pequefia porcion
(10%) a la capacidad antioxidante total (Skrovankova et al., 2015; Rein y Yliopistopaino,
2005; Cavalcanti et al., 2011).

De acuerdo con los resultados, este método no es la mejor opcion para la extraccion de
antocianinas y polifenoles porque la extraccién con CO2-SC esta dirigido a moléculas
principalmente apolares, esto a pesar de que se usaron los niveles superiores del disefio,
no se logro llegar a los rendimientos de las otras tecnologias. Como se mencioné
anteriormente, esta situacion podria ser debido a las propiedades del solvente y su baja
afinidad por compuestos polares. Por lo tanto, esta situacion resulta desventajosa para la

extraccion.
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6.10. Extracciones 6ptimas aplicando metodologias emergentes: ASE, EAU y
CO2-SC vy extraccion convencional a partir de residuos Vaccinium
corymbosum L. cv. Legacy.

La optimizacion de los cuatro métodos de extraccion a partir de los residuos de arandanos
cv Legacy para la extraccion de polifenoles totales, antocianinas totales y capacidad
antioxidante fueron afectados tanto por la técnica de extraccion como por los parametros
aplicados para cada tipo de extraccion realizada. En la Tabla 45., se muestran los
resultados tanto los experimentales como los obtenidos en la optimizacién multiple
correspondientes al contenido de polifenoles totales, contenido de antocianinas totales y

capacidad antioxidante medida tanto con metodologia FRAP como DPPH en el disefio.

Tabla 45. Contenido éptimo y experimental de Polifenoles, Antocianinas totales,
DPPH y FRAP recuperados por Extraccion Convencional, ASE, EAU y CO2 —

SC a partir de residuos de arandano Vaccinium corymbosum L. cv. Legacy.

Método Polifenoles Antocianinas FRAP DPPH

Extraccion Totales Totales
Exp Opt Exp Opt Exp Opt Exp Opt

Convencional 53+6,6 416 256+13 11,0 3812+ 230,7 197,4+48,2 319,8

13,5
ASE 49,3+0,5 50,5 15,7#0,1 184 378,6+ 438,2 230,3+0,9 3285
6 15,3
EAU 32+2,1 24,1 125+0,08 125 29,5+7 30,1 50,0£1,8 54,0
9
CO2-SC 72+01 6,37 544007 55 449+ 424 39,6+30 285
13

Resultados presentados como promedio + desviacion estandar. Antocianinas totales: mg equivalentes de Cianidina 3-
glucosido/g RA liofilizado. Polifenoles totales: mg equivalentes de acido galico/g RA liofilizado. FRAP: pmol
equivalentes de Trolox/g RA liofilizado. DPPH: pmol equivalentes de Trolox/g RA liofilizado; Exp=modelo
experimental; Opt= modelo éptimo.

Su y Chien, 2007 reportan en jugos de arandanos (Vaccinium ashei) un contenido de
antocianinas totales de 11,9+0,03 mg EC3G/g y para polifenoles totales 29,2+0,58 mg
EAG/g (Suy Silva, 2006). Comparando estos valores con los residuos de arandano de
este estudio, el valor mas alto de extracciones representa aproximadamente el doble de las
antocianinas y polifenoles totales. Este fendmeno ha sido previamente descrito con un 18-
50% del contenido de antocianinas de las bayas frescas contenido en el residuo y que no

se extraen con prensado del jugo (Struck et al., 2016)
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Otros trabajos como los realizados por Aldaba Marquez et al., 2016 o los reportados por
Struck et al., 2016 sobre extractos de ardndanos Vaccinium corymbosum L., mostraron
valores altos en cuanto al contenido fendlico (90,86 y 72 mg de &cido galico/g de fruta
seca, respectivamente). Si estos resultados son comparados con los obtenidos con los
cuatro métodos de extraccion aplicados a residuos de arandano cv Legacy, los valores de
extraccion oscilan entre 7,50 -50,50 mg EAG/g de residuo liofilizado, es decir que se
obtiene aproximadamente un 56% del total de polifenoles existentes en el fruto entero
aplicando la ASE, siendo este método en el que mayor extraccion se ha obtenido aplicando
el disefio experimental propuesto entre las metodologias emergentes.

Por otra parte, en cuanto al contenido de antocianinas totales la mayor extraccion
se obtuvo aplicando la extraccion acelerada de solventes (18,49 mg EC3G/g RA
liofilizado), comparando este valor con los resultados obtenidos en el trabajo realizado
por Zapata, Heredia, et al., 2014 a extractos de arandano (0,921+2.8 mg cianidina-3-glu-
césido/g de fruto fresco y 8,79 mg cianidina-3-glucésido/g de extracto de arandano), es
decir, el residuo posee aproximadamente un 50% del total de antocianinas encontradas en
la fruta fresca entera. Ademas, transformando los valores de este trabajo utilizando el
andlisis de humedad del residuo fresco (n=24), los valores del contenido de antocianinas
ya que oscilan entre (1,60-4,43 mg EC3G/g RA fresco) son comparables a los reportados
por Paes et al., 2014 (1,21-3,62 mg EC3G/g RA fresco) y Reque, 2015 (3,75 mg EC3G/g
RA fresco). Sin embargo, cabe destacar que los residuos de ardndano cv Legacy
analizados en este estudio a pesar de ser comparables, los valores fueron superiores en un
30% aproximadamente y estas diferencias e intervalos en el analisis pueden explicarse por
el anélisis utilizado para la extraccion de los residuos y la fruta fresca. Ademas estos
resultados dependeran de las practicas de cultivo, lugares de cultivo, cosecha de los frutos
ademas del tipo de cultivo y variedad al que pertenecen los arandanos (Ribera et al., 2010;
Skrovankova et al., 2015).

En cuanto a la capacidad antioxidante segun Pertuzatti et al., 2014; usando la
metodologia FRAP los arandanos como fruto fresco presentan valores que oscilan entre

128 y 312 pumol ET/g fruto seco 6 5,1 - 12,5 umol de Trolox / g de peso fresco siendo las
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extracciones mas altas para cultivos de ardndano Florida, mientras que para cultivo
Bluecrop se reportaron valores de 5,3 — 9,9 umol Trolox / g peso fresco. Otro estudio
realizado por Aldaba Marquez et al., 2016 demuestra en términos de DPPH que los
arandanos poseen valores de 1,10 mg ET /g fruto seco. En cambio, en este estudio se
recuperaron valores para FRAP de 438,29 umol ET/g RA liofilizado y para DPPH valores
iguales a 332 umol ET/g RA liofilizado como los valores mas altos recuperados segun la
extraccion ASE. Por lo cual el residuo de ardndano cv Legacy conserva en general un 66%
de la capacidad antioxidante presente en el fruto entero medido en términos de DPPH del
y en el caso de FRAP incluso los analisis realizados a los residuos de ardndano cv. Legacy
son superiores a los valores que se describe la literatura. Estas diferencias de extraccion
se pueden dar por diversos factores en especial la madurez de la fruta a la hora de la
cosecha (Pertuzatti et al., 2014; Reque et al., 2015). Durante la madurez de la fruta es
cuando existe un aumento en el contenido de antocianinas porque hay una conversion de
fenoles hacia la sintesis de antocianinas que da como resultado una disminucion general
de otros compuestos fenolicos. Estudios previos mencionan que; a diferencia de otras
bayas, para los ardndanos la etapa donde se reporta mayor actividad antioxidante en la
maduracion temprana y durante la pigmentacion inicial. En etapas tempranas los
compuestos antocianicos junto con otros compuestos responsables también de la actividad
antioxidante del ardndano como los acidos hidroxicindmicos, procianidinas, acido
clorogénico y flavonoles reflejandose de esta manera valores mas elevados para la
capacidad antioxidante del fruto (Skrovankova et al., 2015).

Segun la literatura, las bayas como fruto entero tienen mayor capacidad
antioxidante. Sin embargo; el residuo que resulta de la extraccion de jugo (orujo) contiene
aproximadamente el 52% de la actividad antioxidante de la fruta (en base seca)
demostrando de esta manera que los compuestos presentes en la piel contribuyen a la
propiedades antioxidantes del arandano (Velioglu et al., 1998), probablemente debido a
la mayor contenido de antocianinas (Lee y Wrolstad, 2004).

En este estudio igualmente se demuestra que en promedio el residuo de arandanos cv

Legacy conserva una cantidad considerable (56%) de los componentes bioactivos
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(antocianinas, polifenoles y capacidad antioxidante) presentes en el fruto entero, lo cual
es importante a la hora de analizar una posible extraccion de pomasa resultante del
procesamiento en la industria de jugo brindando la oportunidad de utilizar los compuestos
bioactivos como materia prima Util para la industria en la elaboracion de productos con
ingredientes alimentarios funcionales. Sin embargo, también se puede considerar, que en
todas las extracciones probablemente existe una pérdida de compuestos antioxidantes no
unicamente con el prensado de la fruta sino también el pretratamiento al que fue sometida
la pomasa de ardndanos. El pretratamiento de la materia prima antes de la extraccion es
importante debido a las caracteristicas del ardndano ya que naturalmente contiene agua en
gran cantidad lo cual podria producir dilucién en el extracto; ademas, puede reaccionar
como nucleofilo con el cation flavilio en el C-2 formando una base carbinol incolora, lo
que constituye una degradacion de las antocianinas y, por lo tanto, un deterioro en la
capacidad antioxidante. Las antocianinas estan contenidas en organulos intracelulares; por
lo que, el tratamiento previo de los tejidos facilitaria la accesibilidad y liberacion de los
compuestos del tejido vegetal. Para aumentar la eficiencia de extraccion podria ser
interesante analizar el tratamiento previo siempre y cuando se consideren las limitaciones
que se impone por la estructura quimica de las propias antocianinas (Silva et al., 2017;
Kurek et al., 2018).

En este estudio, se opto por la liofilizacion de los residuos obteniendo muy buenos
resultados en todas las extracciones, los valores fueron comparables o incluso superiores
en cuanto al contenido de antocianinas totales, polifenoles totales, FRAP y DPPH, al igual
que lo reportado por Paes et al., 2014 que asegura que la cantidad de antocianinas fue
mayor en muestras liofilizadas, aunque otros autores también reportan degradacion de las
antocianinas a causa de este proceso (Paes et al., 2014). Ademas, como solvente estrella
en todas las experiencias se utilizé etanol debido a que este solvente, posee dos pares de
electrones de no enlace que podria actuar como nucleéfilo ya que presenta un
impedimento esférico de ataque al C-2 del catidn flavilo, lo que disminuiria la efectividad
de los ataques del agua presente en las muestras (Silva et al., 2017). Estos dos parametros

se aplicaron en todas las extracciones. Sin embargo, se obtuvieron diferencias entre las
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obtenciones dependiendo del método de extraccion utilizado. De esta manera, se nota que
para la obtencion de antocianinas totales la mejor opcion segun el modelo éptimo resulta
ser el método ASE con una extraccion de 18,46 mg EC3G/g de RA liofilizada. Igualmente,
para el contenido total de polifenoles totales (50,5 mg EAG/g de RA liofilizado), FRAP
(438,2 umol ET/g RA liofilizado) y DPPH (328,5 umol ET/g RA liofilizado).

Comparando los métodos que se usaron para la obtencion de antocianinas,
polifenoles totales y capacidad antioxidante (DPPH y FRAP) se observa que tomando en
consideracién el modelo 6ptimo, entre los métodos emergentes, ASE fue en el que se
obtuvo la maxima extraccién para las cuatro variables respuesta, mientras que los valores
minimos se obtuvieron con el método de CO2— SC. Sin embargo, es necesario mencionar
gue cada metodologia posee sus propias particularidades, pero en términos generales se
visualizan factores favorables y desfavorables que determinan la correcta extraccion de
compuestos polifendlicos y antocianinas principalmente.

A partir del creciente interés en la obtencién de compuestos bioactivos con
potencial industrial se aplicaron en este estudio tecnologias consideradas modernas para
la extraccion de antocianinas y compuestos fenolicos en una busqueda por mejorar
aspectos en la metodologia de extraccion como; la reduccion de la cantidad de disolventes
organicos utilizados, menor exposicion a agentes reductores, mejora general del
rendimiento de extraccion, etc. Los métodos de extraccidn que se aplican en la actualidad
usan solventes toxicos y costosos que incluso podrian llegar a deteriorar la salud si se
consumen; sin embargo, usando tecnologias ecoldgicas como la extraccion asistida por
ultrasonido y la extraccion de fluidos supercriticos y la extraccion acelerada de solventes
son considerados como métodos alternativos a la extraccion con solventes

convencionales.

Paes et al., 2014 demuestra que existid una mejora significativa en la extraccion de
antocianinas por fluidos supercriticos en comparacion con ASE contrario a lo obtenido en
el presente estudio ya que, la metodologia ASE resulté ser mas eficiente, menos costosa

y mas automatizada. Sin embargo, a pesar de que en este estudio la extraccion con fluidos
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supercriticos obtuvo los rendimientos mas bajos en comparacién con las otras
extracciones, se la puede considerar como una tecnologia prometedora para aprovechar
los residuos agroindustriales ya que permite obtener extractos ricos en compuestos
fenolicos que contienen antocianinas con alta pureza (alta calidad con una mejor actividad
funcional) y valiosa capacidad antioxidante. Los compuestos extraidos son selectivos y
los extractos poseen un minimo deterioro o degradacién de los compuestos de interés ya
que durante el proceso existe ausencia de oxigeno atmosférico y luz por lo que se reduce
la oxidacion de antocianinas; ademas, los extractos son libres de solvente que ser podrian
aplicar en diferentes campos como la industria farmacéutica, alimentaria y cosmética.
Ademas, el uso de temperaturas puede aumentar la solubilidad de los compuestos
extraibles al romper los enlaces sélidos de los solutos permitiendo aumentar la difusion,
reducir la viscosidad del solvente y la tension interfacial, mejorando asi la transferencia
de masa (Machado et al., 2017). En comparacién con extractos obtenidos con disolventes
liquidos en el método convencional (Kurek et al., 2018).

En cuanto al método de extraccion asistido por ultrasonido resulta ser un procedimiento
que utiliza cantidades reducidas de solventes con un consumo de energia relativamente
bajo; ademas, tiene un enfoque ecoldgico y seguro para la ingesta humana, lo que
convierte a este método en una técnica de especial interés para la industria alimentaria,
rapida, eficiente y Gtil especialmente para materiales con estructuras celulares firmes
(Wang et al., 2016). Por otro lado, en el ambito econémico los costos de produccion son
relativamente altos, por ello, como alternativa por la obtencion de rendimientos similares
a menores costos se tiene la extraccion acelerada de solventes ya que esta metodologia

tiene la particularidad de ser un proceso automatizado con aplicabilidad industrial.

6.11. Cuantificacion e identificacion de antocianinas individuales en los
extractos Optimos a partir de residuos de arandano (Vaccinium
Corymbosum cv. Legacy) analizados mediante HPLC-DAD

El anélisis HPLC permitio identificar y cuantificar las diferentes antocianinas individuales

presentes en los extractos Optimos obtenidos al aplicar los diferentes métodos de
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extraccion utilizadas en esta tesis. La identificacion se llevé a cabo comparando el tiempo
de retencion de las muestras y los datos de los estandares de antocianinas, mientras que la
concentracion fue analizada mediante curvas construidas con concentraciones conocidas
a partir de estdndares de cianidina, delfinidina, petunidina, peonidina y malvidina
glucosidos generando ecuaciones de calibracion con coeficientes de linealidad de 0,99
considerados aceptables para cuantificar (Anexo 9).

La mayor concentracion de antocianinas individuales fue atribuida a la extraccion
convencional ya que, la sumatoria de los glucésidos de cianidina, delfinidina, petunidina,
peonidina y malvidina dieron los valores mas altos (0,7176 mg/g de residuo liofilizado)
en comparacién con la concentracién de los otros tres extractos. Estos resultados
coinciden con otros estudios como los de Reque et al., 2015 y Paes et al., 2014 que
identificaron en residuos de arandano cinco antocianidinas (cianidina, delfinidina,
malvidina, petunidina y peonidina) y sus combinaciones con glucosa, galactosa y
arabinosa en posicion 3. Ademas, utilizando CO,-SC estudios como los realizados por
Paes et al., 2014 reporta un contenido de 21,8 mg de antocianina/g de residuo fresco (base
himeda) y 14,2 mg de antocianina/100 g de residuo liofilizado (base himeda) bajo las
siguientes condiciones de proceso: 90% CO2 + 5% H20 + 5% etanol. Estos valores
resultan ser inferiores a los descritos en este estudio, por lo que, se corrobora que las
condiciones 6ptimas son las adecuadas para obtener mayores concentraciones de

antocianinas totales segin HPLC como se muestra en la Tabla 46.

Estos resultados indican que, se pueden encontrar tanto en ardndanos como en sus residuos
gran variedad de contenido de antocianinas de acuerdo con las distintas variedades
utilizadas. Sin embargo, la distribucion del perfil de antocianinas es similar asi se puede
observar los respectivos cromatogramas en las Figuras 31, 32,33 y 34.

Tabla 46. Analisis de las antocianinas individuales presentes en residuos de

arandano (Vaccinium Corymbosum cv Legacy) a partir de los extractos 0ptimos
obtenidos por el método Convencional, ASE, EAU y CO2-SC.

Antocianinas Individuales
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Extractos  Condiciones 6ptimas de Del- Pet- Peo- Cia- Mal-  Contenido

. 306 30G 300G  30G  30G Total
Optimos proceso
Convencional ~ EtOH: H,0: 504 %v/vy 00033 0,99 00512 04070 00565 07176
Tiempo: 84,6 min. 046%) (27.8%) (7,13%) (56,7%) (7,87%)  (100%)
Temperatura: 60 °C
ASE EtOH: H,O: 79,8 %v/v 00058 01165 00605 01769  0,0468  0,4065

Temperatura: 41,3°C (1 4206)  (28,6%) (14.8%) (435%) (115%)  (100%)
Ciclos estaticos: 1

EAU EtOH: H,0: 57,9 %v/v 00052 01136 00294 02304 00344 04130
Amplitud: 90% (1,25%) (275%) (7,12%) (557%) (8,33%)  (100%)

Tiempo: 10 min.
CO2-SC Presion: 400 bar 00158 00600 00219 01374 00228 02579

Temperatura: 51,8°C  (51006)  (232%) (8,49%) (53,2%) (8,84%)  (100%)
Cosolvente (EtOH): 10%

Los resultados de antocianinas individuales fueron expresados en mg de antocianina/g de residuo liofilizado.
Del-30G: Delfinidina-3-O-glucosido. Pet-30G: Petunidina-3-O-glucosido. Peo-30G: Peonidina-3-O-
glucésido. Cia-30G: Cianidina-3-glucésido. Mal-30G: Malvidina-3-glucésido.

Las antocianinas que difieren solo en su antocianidina eluyen diferente en el tiempo asi se
puede observar en el caso de la delfinidina y la malvidina, ya que la primera al poseer méas
grupos hidroxilo posee mayor polaridad en comparacién con la malvidina que posee mas
grupos metoxi confiriéndole a la molécula un caracter mas hidrofobico, por lo que eluye
al final a través de una columna de fase inversa., este principio se cumple en todos los
extractos sin excepcion, independientemente del tipo de extraccion que se haya utilizado

como se demuestra en los cromatogramas presentados.

En la literatura se menciona que en arandanos (Vaccinium Corymbosum) como frutos
enteros aquellos derivados de delfinidina y malvidina son las formas mas representativas
de antocianinas encontradas. Investigaciones recientes destacan que después de analizar
24 especies de bayas salvajes y cultivadas se demostré que el arandano tiene altos
contenidos de glucésidos de peonidina (He et al., 2016). Sin embargo, dependiendo del
cultivo las concentraciones pueden variar; por ejemplo: en los cultivos Bluecrop y Darrow
la antocianina delfinidina-3-galactdsido se encuentra en menor concentracién mientras
que peonidina-3-galactésido, malvidina-3-glucésido y malvidina-3-arabindsido estan
presentes en concentraciones mas altas en comparacion con cultivos Goldtraube y Patriot.
Por otro lado, también se ha informado que las concentraciones de los glucésidos de

malvidina (glucosa y arabinosa) son mas bajas en frutos silvestres en comparacion con
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aquellos cultivados (Giovanelli y Buratti, 2009). Otros autores como Vilkickyte et al.,
2021 en su estudio realizado sobre ardndanos del género Vaccinium encontraron que en
cultivos 'Erntedank’ la cianidina 3-galactdsido fue la antocianina predominante aportando
entre el 71 y el 84 % del total de antocianinas (419 a 2330 g/g peso seco). Asimismo,
cianidina-3-glucoésido y cianidina 3-arabindsido tuvieron mayor presencia en los
cultivares ‘Sussi’ y ‘Kostromicka’, respectivamente. Ademas, niveles significativamente
altos de peonidina-3-glucosidos, petunidina-3-glucosidos y malvidina-3-glucosidos
fueron hallados en los cultivares. Por otro lado, Yang et al., 2021 encontré que en los
extractos de arandano principalmente se puede encontrar pelargonidina-3-O-galactdsido
(m/z = 433), delfinidina-3-glucésido (m/z = 500), y malvidin-3-O-glucosa (m/z = 495). Y
por mencionar otro, Zhou et al., 2021 reporta que el contenido de malvidin-3-O-glucésido
fue el més alto en todos los extractos de arandanos Vaccinium ashei seguido por peonidin-
3-O-glucésido, petunidin-3-O-glucésido y delphinidin-3-O-glucésido. Ademas, no se
detectd cianidina-3-O-glucdsido en los cultivos Britewell, y pelargonidin-3-O-glucdésido

no se detectd en Baldwin.

Es decir, se encuentran diferentes perfiles de antocianinas dependiendo del tipo de
cultivar, dado que, el contenido de antocianidinas depende en gran medida de los factores

ambientales del habitat natural, extraccion, almacenamiento, entre otras.

En forma similar a lo mencionado anteriormente el jugo y residuos de arandano muestran
un patrén similar. Algunos estudios han reportado que en el jugo de arandano presenta
una baja concentracion de antocianinas, con malvidina-3-glucésido como principal
compuesto (Reque et al., 2015). Mientras que con respecto a los residuos de arandano un
estudio realizado por Hu et al., 2019 reporta que tanto los glucésidos de malvidina como
los de delfinidina representan un 27,71% y 26,3%, respectivamente constituyendo de esta
manera las principales antocianinas presentes en los residuos. Ademas, de constituir mas
de la mitad del contenido de antocianinas totales. También reportaron que malvidina-3-
galactosido con un 18,56% representd la antocianina individual mas abundante.

Coincidiendo con otro estudio realizado por Li et al., 2016 cuyo estudio analizé diversas
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variedades de arandano en China (Dandong, Zhuanghe, Suizhou y Qingdao) obteniendo
que malvidina (41,0%), delfinidina (33,1%) y petunidina (17,3%) fueron los principales
contribuyentes al contenido de antocianinas totales. Mientras autores como Jara-Palacios
et al., 2019 encontrd en su estudio que las antocianinas mas abundantes en los orujos de
arandanos fueron malvidin-3-O-galactosido y malvidin-3-O-arbinosido con un 30 y 29%
del contenido de antocianinas totales, respectivamente. Asimismo, segin Tagliani et al.,
2019 menciona que entre las antocianinas que representan la mayor parte de los
compuestos fendlicos totales presentes en la torta de prensa de arandanos destacan la
cianidina 3-O-glucésido, malvidina 3-O-glucésido y petunidina 3-O-glucdsido
representando el 42% de los componentes, seguidos por los fenoles &cidos que representan
un 37% en esta matriz (Kurek et al., 2018).

En esta tesis, segun los resultados obtenidos se puede coincidir con el dltimo
estudio citado, ya que tanto en las extracciones 6ptimas del método convencional, ASE,
EAU como las de CO»-SC, la principal antocianina encontrada fue la cianidina-3-O-
glucdsido, seguido de petunidina-3-O-glucésido, malvidina-3-O-glucdésido, peonidina-3-

O-glucésido y finalmente definidina-3-O-glucdsido.

En el método convencional, el valor de antocianinas totales en el extracto 6ptimo
fue de 25,61+ 1,31 mg EC3G/g de residuo liofilizado, a partir de este valor se puede decir
que la cianidina-3-O-glucosido (0,4070 mg/ g de residuo liofilizado) representd un 1,5%,
petunidina-3-O-glucosido (0,1996 mg/g de residuo liofilizado) un 0,77%, malvidina-3-O-
glucdsido (0,0565 mg/g de residuo liofilizado) un 0,22%, peonidina-3-O-glucésido
(0,0512 mg/qg de residuo liofilizado) un 0,19% y definidina-3-O-glucésido (0,0033 mg/g
de residuo liofilizado) un 0,012%. En total estas cinco antocianinas glicosiladas
representaron aproximadamente un 2,8% del total de antocianinas monomeéricas

encontradas en el extracto 6ptimo a partir de residuos de arandano cv Legacy.

Segun lo obtenido por el método ASE, en el extracto optimo las antocianinas
totales tienen un valor de 15,76 £ 0,16 mg EC3G/g de residuo liofilizado, donde las cinco

antocianinas glicosiladas analizadas en esta tesis representaron aproximadamente un 2,6%
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del total de antocianinas monoméricas, predominando la cianidina-3-O-glucésido (0,1769
mg/ g de residuo liofilizado) con un 1,12%, seguido por petunidina-3-O-glucosido (0,1165
mg/g de residuo liofilizado) con un 0,77%, peonidina-3-O-glucoésido (0,0605 mg/g de
residuo liofilizado) un 0,38%, malvidina-3-O-glucésido (0,0468 mg/g de residuo
liofilizado) con un 0,30%, y finalmente definidina-3-O-glucésido (0,0058 mg/g de residuo
liofilizado) un 0,03%.

Al analizar el extracto obtenido por el método EAU aplicando los parametros de
extraccion éptimos el valor de antocianinas totales fue igual a 12,57 £ 0,08 mg EC3G/g
de residuo de arandano liofilizado cv. Legacy. Segun estos resultados al cotejarlos con la
concentracion de antocianinas individuales, cianidina-3-O-glucésido (0,2304 mg/ g de
residuo liofilizado) result6 ser que predomina con un 1,8%, seguido por petunidina-3-O-
glucosido (0,1136 mg/g de residuo liofilizado) con un 0,9%, malvidina-3-O-glucésido
(0,0344 mgl/g de residuo liofilizado) con un 0,27%, peonidina-3-O-glucésido (0,0294
mg/g de residuo liofilizado) un 0,23%, y finalmente definidina-3-O-glucésido (0,0052
mg/g de residuo liofilizado) un 0,04%. Las cinco antocianinas glicosiladas representaron
aproximadamente un 3,2% del total de antocianinas monoméricas encontradas en el

extracto optimo.

Para el caso del extracto optimo obtenido mediante el método de CO.-SC se
obtuvo un valor de antocianinas totales igual a 5,48 £ 0,07 mg EC3G/g de residuo de
arandano cv. Legacy liofilizado. Analizando mediante HPLC la concentracién de
antocianinas individuales glucosiladas se tiene que representan aproximadamente un 4,7%
del total de antocianinas encontradas en el extracto 6ptimo. Ademas, resulta que siguen el
mismo orden decreciente que en los métodos anteriores; siendo la cianidina-3-O-
glucosido (0,1374 mg/ g de residuo liofilizado) la de mayor concentracion representando
un 2,5% del total de antocianinas halladas por pH diferencial, seguido por petunidina-3-
O-glucotsido (0,06 mg/g de residuo liofilizado) con un 1,09%, malvidina-3-O-glucésido
(0,0228 mg/g de residuo liofilizado) con un 0,41%, peonidina-3-O-glucdsido (0,0219
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mg/g de residuo liofilizado) un 0,39%, y finalmente definidina-3-O-glucoésido (0,0158
mg/g de residuo liofilizado) un 0,29%.

Por lo tanto, los glucdsidos de cianidina y petunidina constituyen las principales
antocianinas presentes en los residuos de arandano (Vaccinium corymbosum cv. Legacy)

dominando el perfil cromatografico en extractos obtenidos por los cuatro métodos de

extraccién analizados en esta tesis.
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Figura 31. Perfiles de antocianinas mediante Cromatografia liquida de alta resolucion equipada con un detector de
fotodiodo (HPLC-DAD) a residuos de ardndano cv Legacy, sobre el extracto Optimo obtenido por el método
convencional. Los peaks de antocianias fueron asignados de la siguiente manera en orden de su tiempo de retencién: 1=
delfinidina-3-glucosido, 2=petunidina-3-glucdsido, 3= peonidina-3-glucdsido, 4= cianidina-3-glucésido, 5= malvidina-
3-glucdsido.
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Figura 32. Perfiles de antocianinas mediante Cromatografia liquida de alta resolucion equipada con un detector de
fotodiodo (HPLC-DAD) a residuos de arandano cv Legacy sobre el extracto 6ptimo obtenido por el método ASE. Los
peaks de antocianias detectadas a 520 nm fueron asignados de la siguiente manera en orden de su tiempo de retencion:
1= delfinidina-3-glucésido, 2=peonidina-3-glucésido, 3= petunidina-3-glucésido, 4= cianidina-3-glucésido, 5=
malvidina-3-glucosido.
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Figura 33. Perfiles de antocianinas mediante Cromatografia liquida de alta resolucion equipada con un detector de
fotodiodo (HPLC-DAD) a residuos de ardndano cv Legacy, sobre el extracto dptimo obtenido por el método EAU. Los
peaks de antocianinas detectadas a 520 nm fueron asignados de la siguiente manera en orden de su tiempo de retencién:
1= delfinidina-3-glucésido, 2=petunidina-3-glucésido, 3= peonidina-3-glucésido, 4= cianidina-3-glucésido, 5=
malvidina-3-glucosido.
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Figura 34. Perfiles de antocianinas mediante Cromatografia liquida de alta resolucion equipada con un detector de
fotodiodo (HPLC-DAD) a residuos de arandano cv Legacy, sobre el extracto éptimo obtenido por el método CO»-SC.
Los peaks de antocianinas detectadas a 520 nm fueron asignados de la siguiente manera en orden de su tiempo de
retencion: 1= delfinidina-3-glucdsido, 2=petunidina-3-glucdsido, 3= peounidina-3-glucdésido, 4= cianidina-3-glucésido,
5= malvidina-3-glucésido.

6.12. ldentificacion de antocianinas individuales en los extractos 6ptimos
obtenidos a partir de residuos de ardndano (Vaccinium Corymbosum cv.
Legacy) por Extraccién Convencional, ASE, EAU y CO2-SC analizados
mediante UPLC-DAD-MS

Para caracterizar de mejor forma los extractos, ademas se realiz6 el anélisis de éstos
mediante HPLC-MS. Previamente, otros autores han identificado al menos 35
antocianinas en los extractos de bayas de Vaccinium (Zhou et al., 2021). En esta tesis, se
encontraron las 15 principales antocianinas y sus derivados tanto acilados como
glicosilados presentes en la especie de Vaccinium Corymbosum (fruto entero). Similar
identificacion fue reportada por por Barnes et al., 2008. En total se identificaron 32
antocianinas (Anexo 10) en los extractos obtenidos por los tres métodos de extraccion
(Convencional, EAU y CO2-SC) aplicados a residuos de arandano cv Legacy. Para los
extractos obtenidos por ASE la Unica antocianina no detectada en comparacion con los
otros fue petunidina- 3-O-(6"-acetil-galactésido) (CosH25013). Los experimentos de
extraccion muestran que distintos métodos de extraccion podrian cambiar el perfil de
antocianinas. Sin embargo, cabe destacar que en las diferentes especies de arandano se

han encontrado variedad de antocianinas, asi como también se evidencian diferentes
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perfiles segun el tipo de residuos ya que, para el caso de residuos de vino de arandano
como lo reportado por He et al., 2016 se identificaron Unicamente 7 antocianinas extraidas
por EAU vy extraccion convencional: delfinidina-3-O-glucosido, delfinidina-3-O-
arabinosido,  petunidina-3-O-glucosido,  cianidina-3-O-glucésido,  cianidina-3-O-

arabinosido, malvidina-3-O-glucésido y malvidina-3-O-arabindsido

El perfil encontrado en este trabajo difiere con informacion publicada previamente por
Barnes et al., 2008 en cuanto no se observé la presencia de cianidina- 3-O-(6"-acetil-
galactésido), delfinidina-3-(6”-acetil) glucosido, cianidina-3-(6”-acetil) glucosido y
quercetina-3-rutindsido. Es interesante mencionar que, casi no hay presencia de
pelargonidina o no se libera en la ionizacion, esto ocurre aplicando los cuatro métodos de
extraccion. Ademas, en los cromatogramas (Figura 35) se pueden observar algunas
diferencias en las sefiales obtenidas, lo cual demuestra que, los perfiles de antocianinas
podrian variar segun el tipo de metodologia utilizada para la extraccién principalmente en
cuanto a la cuantificacion demostrado anteriormente en el analisis de antocianinas

individuales glucosiladas mediante HPLC.
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Figura 35. Cromatografia liquida de ultra alto rendimiento equipada con un fotodiodo junto con espectrometria de masas de ionizacion por electrospray con detector de
matriz de diodos (UPLC-DAD-MS) de antocianinas de residuos de ardndano (Vaccinium Corymbosum cv Legacy). Cromatogramas de iones totales extraidos: a) Extracto
optimo Convencional, b) Extracto éptimo ASE, c¢) Extracto 6ptimo EAU, d) Extracto 6ptimo CO2-SC. Los peaks de antocianina fueron: Pelargonidina (m/z: 271,0601),
Cianidina (m/z: 287;0545), Peonidina (m/z: 301;0705), Delfinidina (m/z: 303,0497), Petunidina (m/z: 317,0655), 6= Malvidina (m/z: 331,0809)



VIlI. CONCLUSIONES

En la extraccion convencional los factores que tuvieron influencia significativa
para la extraccion de polifenoles totales, antocianinas totales y capacidad
antioxidante fueron la temperatura y la concentracion de solvente. Esto da cuenta
de la mayor velocidad de difusion y mejoramiento de la transferencia de masas por
efecto de la temperatura y maxima eficiencia de extraccion por la adicion de etanol
a la mezcla de solventes.

En la extraccion por ASE, tanto la concentracion de solvente como el nimero de
ciclos estaticos fueron los factores significativamente influyentes en el proceso de
extraccion de antocianinas totales, polifenoles totales y la capacidad antioxidante
de los extractos. Estos factores favorecen los procesos de reaccion y mejoran la
difusion de los analitos en el fluido de extraccion, lo cual lleva a una mayor
concentracion de los compuestos de interés en los extractos.

En la extraccién por ultrasonido, para maximizar la obtencion de antocianinas
totales, polifenoles totales y capacidad antioxidante, los factores que influyeron
significativamente en el proceso fueron; la concentracion de solvente y la
amplitud. En especifico, la combinacion de 58 %v/v y una amplitud del 90 %
permiten maximizar la solubilidad de compuestos fendlicos lo que estaria causado
por el solvente y como producto de la amplitud se mejoraria la cavitacién y por
ende una mayor extraccion.

En la extraccion con CO2-SC, el uso de un 10 % de etanol como cosolvente resultd
en obtencion de la maxima concentracion de antocianinas totales, polifenoles
totales y capacidad antioxidante. Este factor fue significativo debido a que
generaria fuerzas intermoleculares -enlaces de hidrogeno- que favorecerian la
extraccion de compuestos de naturaleza polar como las antocianinas.

La optimizacion multiple de cada proceso de extraccion permitié maximizar el

contenido de antocianinas totales, polifenoles totales y la capacidad antioxidante,
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encontrandose mayores contenidos en el caso de ASE, proyectando a esta
tecnologia como una alternativa viable para futuros estudios de escalamiento.

La proporcion relativa de antocianinas en los extractos depende de la tecnologia
de extraccion. En el extracto convencional cianidina 3-O-glucésido represent6 un
aproximadamente el 56,7%, en el extracto ASE un 43,5%, en el extracto EAU un
55,7% y en el extracto de CO>-SC un 53,2%. La segunda antocianina con mayor
presencia fue la petunidina 3-O-glucésido con una distribucion relativa de 27,8%
en el extracto convencional, 28,6% en el extracto ASE, 27,5% en el extracto EAU
y 23,2% en el extracto CO.-SC. Las siguientes antocianinas fueron la malvidina
3-0-glucosido y peonidina 3-O-glucésido con una distribucion relativa de 7,8% y
7,1% en el extracto convencional, 11,5% y 14,8% en el extracto ASE, 8,33% y
7,12% en el extracto EAU y 8,84% y 8,49% en el extracto CO,-SC. A
continuacion, le siguen, delfinidina 3-O-glucésido con una distribucion relativa de
0,46% en el extracto convencional, 1,42% en el extracto ASE, 1,25% en el extracto
EAU Y 6,12% en el extracto CO,-SC.
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IX. ANEXOS

Anexo 1.
Curva de acido galico
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Figura 36. Curva de Calibracion para el célculo de polifenoles totales.
Anexo 2.
Curva de Trolox (FRAP)
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Figura 37. Curva de calibracion para el calculo de capacidad antioxidante por metodologia FRAP.
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Anexo 3.

Curva de Trolox (DPPH)

0.5 y =-0.0004x + 0.5036
R?=0.9631
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Figura 38. Curva de calibracion para el analisis de la capacidad antioxidante mediante la metodologia de DPPH.
Anexo 4.

Extraccion Convencional a partir de residuos de ardndanos (Vaccinium
corymbosum cv. Legacy)

Tabla 1. Sélidos Solubles en los extractos obtenidos con Extraccién Convencional
Exp. Tiempo Etanol Temperatura  Soélidos
(min) (% (°C) Solubles
v/v) (°Brix)
1 120 75 60 20,90+0,28
2 90 100 60 19,05+0,07
3 60 100 40 20,40+0,00
4 60 75 60 20,95+0,35
5 90 75 40 21,35+0,07
6 60 75 20 21,05+0,07
7 120 100 40 21,35+0,07
8 90 50 20 19,80+0,00
9 90 75 40 20,95+0,21
10 120 75 20 20,40+0,28
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11 90 75 40 20,90+0,14

12 90 100 20 18,65+0,07
13 60 50 40 18,65+0,21
14 120 50 40 18,55+0,07
15 90 50 60 18,85+0,07

Resultados presentados como

promedio + desviacion estandar.

4.1.Polifenoles Totales

Analisis de Varianza para Polifenoles Totales mg EAG/g de residuo liofilizado

Fuente Suma de Gl [Cuadrado Razon-F|Valor-P
Cuadrados Medio
A: Concentracion EtOH/H,O [957.031 1 1957.031 240.58 (0.0001
(% vIv)
B: Temperatura (°C) 145.255 1 [145.255 36.51 [0.0038
C: Tiempo (min) 1.96021 1 1.96021 0.49 0.5214
AA 12.9948 1 [12.9948 3.27 0.1450
AB 3.8025 1 |3.8025 0.96 0.3836
AC 0.01 1 |0.01 0.00 0.9624
BB 3.03762 1 [3.03762 0.76 0.4315
BC 2.25781 1 |(2.25781 0.57 0.4931
CcC 6.47168 1 1[6.47168 1.63 0.2712
Error total 15.9119 4 13.97797
Total (corr.) 1191.89 13

R-cuadrada = 98.665 %

Diagrama de Pareto Estandarizada para Polifenoles Totales mg EAG/g

"

A:Concentracion EtOH/H20 (% v/v)

B:Temperatura (° C)
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BB
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Figura 39. Diagrama de Pareto Estandarizada para Polifenoles Totales
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Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada
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Figura 40. La combinacion de Temperatura moderada y concentracion de etanol intermedio muestra como resultado
una mayor concentracion de polifenoles totales (mg equivalentes de acido galico/ g de residuo de arandano Vaccinium
corymbosum L. cv. Legacy) con Extraccién Convencional.

4.2.Antocianinas Totales

Anélisis de Varianza para Antocianinas Totales mg EC3G/g de residuo liofilizado

Fuente Suma de Gl [Cuadrado Razon-F|Valor-P
Cuadrados Medio

A: Concentracion EtOH/H,O |8.41936 1 |8.41936 8.43 0.0198

(% vIv)

B: Temperatura (°C) 1.99362 1 [1.99362 2.00 0.1954

C: Tiempo (min) 0.497384 1 |0.497384 0.50 0.5004

AA 3.59379 1 |(3.59379 3.60 0.0944

AB 6.85131 1 |6.85131 6.86 0.0307

Error total 7.98786 8 10.998482

Total (corr.) 30.2308 13

R-cuadrada = 73.5771 %
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Diagrama de Pareto Estandarizada para Antocianinas Totales mg EC3G/g

A:Concentracion EtOH/H20 (% v/v)

AB
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15 2

Efecto estandarizado

Figura 41. Diagrama de Pareto Estandarizada para Antocianinas Totales.

Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada
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Figura 42. La interaccion entre temperatura y concentracion de etanol muestra como resultado una mayor
concentracion de Antocianinas Totales (mg equivalentes de cianidin-3 glucosido / g de residuo de arandano
Vaccinium corymbosum L. cv. Legacy con Extraccién Convencional

4.3.FRAP

Andlisis de Varianza para FRAP (umol ET/qg)

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razén-F|Valor-P
Cuadrados Medio

A: Concentracion EtOH/H2O |23742.4 1 [23742.4 552.79 (0.0000

(% viv)

B: Temperatura (°C) 3293.81 1 [3293.81 76.69 [0.0001

C: Tiempo (min) 2.08748 1 |2.08748 0.05 0.8318

AA 870.153 1 |870.153 20.26  [0.0028
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AC 72.7609 1 [72.7609 1.69 0.2343
CC 315.977 1 |315.977 7.36 0.0301
Error total 300.65 7 142.95
Total (corr.) 29011.9 13
R-cuadrado = 98.9637 %
Diagrama de Pareto Estandarizada para FRAP (umol ET/g)
. -
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Figura 43. Diagrama de Pareto Estandarizada para FRAP
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Figura 44. La concentracion de etanol intermedia y temperaturas moderadas muestran como resultado una mayor
actividad antioxidante FRAP (umol equivalentes de trolox/ g de residuo de arandano Vaccinium corymbosum L. cv.
Legacy) con Extraccion Convencional

4.4.DPPH

Andlisis de Varianza para DPPH (umol ET/g)

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razén-F|Valor-P
Cuadrados Medio

A: Concentracion EtOH/H,O |40092.6 1 140092.6 99.64 |0.0000

(% viv)
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B: Temperatura (° C) 690.335 1 1690.335 1.72 0.2316
C: Tiempo (min) 784.977 1 |784.977 1.95 0.2052
AA 782.14 1 [782.14 1.94 0.2059
AB 726.033 1 [726.033 1.80 0.2211
CcC 490.687 1 ]490.687 1.22 0.3060
Error total 2816.64 7 |402.377

Total (corr.) 46749.5 13

R-cuadrada = 93.975 %

Diagrama de Pareto Estandarizada para DPPH (umol ET/g)
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Figura 45. Diagrama de Pareto Estandarizada para Polifenoles Totales
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Figura 46. La concentracién de etanol intermedia muestra como resultado una mayor actividad antioxidante DPPH
(umol equivalente de Trolox/ g de residuo de ardndano Vaccinium corymbosum L. cv. Legacy) con Extraccion
Convencional
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Anexo 5.

Extraccion ASE a partir de residuos de arandanos (Vaccinium corymbosum cv.

Legacy)
Tabla 2. Sélidos Solubles en los extractos obtenidos con ASE
Exp. Etanol Temperatura Ciclos Sélidos
(% (°C) estaticos  Solubles
vIv) (°Brix)
1 50 40 1 9,20+0,14
2 20 40 3 5,20+0,00
3 80 40 3 17,45+0,21
4 50 40 5 20,95+0,35
5 50 50 3 8,00+0,00
6 50 50 3 7,95+0,07
7 50 50 3 7,20+0,14
8 20 50 1 5.05+0,07
9 80 50 1 16,95+0,21
10 20 50 5 4,60+0,28
11 80 50 5 21,70+0,14
12 50 60 1 7,750,14
13 20 60 3 9,95+0,07
14 80 60 3 22,10+0,07
15 50 60 5 17,75+0,28

Resultados presentados como promedio + desviacion estandar

5.1. Polifenoles Totales

Analisis de Varianza para Polifenoles Totales (mg EAG/q)

(%viv)

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razdén-F|Valor-P
Cuadrados Medio
A:Concentracion EtOH/H20 |369.92 1 1|369.92 8.44 0.0175
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B:Temperatura (°C) 58.32 1 [58.32 1.33 0.2785
C:Ciclos Estaticos (unidades) |163.805 1 ]163.805 3.74 0.0853
AB 147.623 1 |147.623 3.37 0.0997
BC 142.803 1 [142.803 3.26 0.1046
Error total 394.554 9 [43.8393

Total (corr.) 1277.02 14

R-cuadrada = 69.1036 %

Diagrama de Pareto Estandarizada para Polifenoles Totales (mg EAG/g)
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Figura 47. Diagrama de Pareto Estandarizada para Polifenoles Totales
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Figura 48. La extraccion con una concentracion de etanol elevado muestra como resultado una mayor concentracion de
polifenoles totales (mg equivalentes de acido galico/ g de residuo de ardndano Vaccinium corymbosum L. cv. Legacy
con Extraccion ASE
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5.2. Antocianinas Totales

Andlisis de Varianza para Antocianinas Totales (mg EC3G/g)

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razén-F|Valor-P
Cuadrados Medio

A: Concentracién EtOH/H,O |53.7685 1 [53.7685 9.88 0.0119

(%viv)

B: Temperatura (° C) 6.48 1 16.48 1.19 0.3035

C: Ciclos Estaticos (unidades) |7.64405 1 |7.64405 1.40 0.2662

AB 6.94323 1 6.94323 1.28 0.2878

BC 18.02 1 (18.02 3.31 0.1021

Error total 48.9664 9 [5.44071

Total (corr.) 141.822 14

R-cuadrada = 65.4734 %

Diagrama de Pareto Estandarizada para Antocianinas Totales (mg EC3G/g)
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Figura 49. Diagrama de Pareto Estandarizada para Antocianinas Totales
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Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada
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Figura 50. La interaccion entre temperaturas minimas, ciclo de extraccion igual a 1 y concentracion de etanol de 78%

v/v muestra como resultado una mayor concentracion de Antocianinas Totales (mg equivalentes de cianidin-3
glucdsido / g de residuo de arandano Vaccinium corymbosum L. cv. Legacy) con ASE.

5.3. FRAP

Andlisis de Varianza para FRAP (umol ET/g)

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razon-F|Valor-P
Cuadrados Medio

A: Concentracion EtOH/H2O [11963.7 1 [11963.7 20.06 |0.0042

(%viv)

B:Temperatura (° C) 3655.55 1 |3655.55 6.13 0.0481

C:Ciclos Estaticos (unidades) [20895.8 1 |20895.8 35.04 10.0010

AA 3419.49 1 [3419.49 5.73 0.0537

AB 7611.69 1 |7611.69 12.76 |0.0117

AC 907.817 1 [907.817 1.52 0.2634

BC 7291.45 1 |7291.45 12.23 |0.0129

CC 7221.75 1 [7221.75 12.11 ]0.0131

Error total 3577.88 6 [596.314

Total (corr.) 65886.2 14

R-cuadrada = 94.5696 %
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Diagrama de Pareto Estandarizada para FRAP (umol ET/g)
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Figura 51. Diagrama de Pareto Estandarizada para FRAP
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Figura 52. Las concentraciones de etanol elevadas y temperaturas moderadas muestran como resultado una mayor
actividad antioxidante FRAP (umol equivalentes de trolox/ g de residuo de arandano Vaccinium corymbosum L. cv.
Legacy) con ASE

5.4. DPPH

Analisis de Varianza para DPPH (umol ET/g)

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razén-F|Valor-P
Cuadrados Medio

A: Concentracion EtOH/H,0O |1587.66 1 [1587.66 3.65 0.1142

(%v/v)

B: Temperatura (° C) 1734.9 1 ]1734.9 3.99 0.1023

C: Ciclos Estaticos (unidades) |9359.17 1 ]9359.17 21.53 10.0056
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AA 2247.02 1 |2247.02 5.17 0.0721
AB 5088.68 1 |5088.68 11.70 (0.0188
AC 3481.59 1 |3481.59 8.01 0.0367
BB 998.945 1 998.945 2.30 0.1900
BC 3556.93 1 |3556.93 8.18 0.0354
CC 5599.21 1 |5599.21 12.88 [0.0157
Error total 2173.87 5 |434.774

Total (corr.) 35971.9 14

R-cuadrada = 93.9568 %

Diagrama de Pareto Estandarizada para DPPH (umol ET/g)
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Figura 53. Diagrama de Pareto Estandarizada para DPPH
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Figura 54. Al aplicar temperaturas intermedias se muestra como resultado una mayor actividad antioxidante DPPH
(umol equivalente de Trolox/ g de residuo de arandano Vaccinium corymbosum L. cv. Legacy) con ASE.
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Anexo 6.

Extraccion asistida por ultrasonido (EAU) a partir de residuos de arandanos
(Vaccinium corymbosum cv. Legacy).

Tabla 3. Sélidos Solubles en los extractos obtenidos con EAU
Exp. Etanol Amplitud Tiempo Sélidos
(% (%) (min) Solubles
vIv) (°Brix)
1 50 55 35 24,80+0,14
2 80 55 60 24,70£0,28
3 50 20 10 24,50£0,42
4 50 55 35 23,70+0,14
5 50 20 60 24,40+0,00
6 80 20 35 25,05+0,07
7 50 90 60 21,60+0,14
8 80 55 10 25,15+0,07
9 20 55 10 25,15+0,07
10 20 20 35 14,15+0,21
11 50 55 35 24,85+0,07
12 80 90 35 24,85+0,07
13 50 90 10 22,80+0,14
14 20 90 35 12,20+0,28
15 20 55 60 10,40+0,42

Resultados presentados como promedio + desviacidn estandar.

6.1 Polifenoles Totales

Analisis de Varianza para Polifenoles Totales (mg EAG/g de residuo liofilizado)

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razon-F|Valor-P
Cuadrados Medio

A:Concentracion EtOH/H20 [106.07 1 |106.07 12.08 |0.0070

(% viv)

B:Amplitud (%) 17.8204 1 [17.8204 2.03 0.1880
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C:Tiempo (min) 3.52451 1 [3.52451 0.40 0.5421
AA 221.75 1 [221.75 25.26 |0.0007
BC 53.1441 1 [53.1441 6.05 0.0361
Error total 79.0204 9 18.78004

Total (corr.) 481.329 14

R-cuadrada = 83.5829 %

Diagrama de Pareto Estandarizada para Polifenoles Totales (mg EAG/g)
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Figura 55. Diagrama de Pareto Estandarizada para Polifenoles Totales
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Figura 56. La combinacion de amplitud del proceso y concentracién de etanol intermedio aplicando tiempos
moderados muestra como resultado una mayor concentracion de polifenoles totales (mg equivalentes de acido gélico/
g de residuo de arandano Vaccinium corymbosum L. cv. Legacy) con EAU

6.2. Antocianinas Totales

Anélisis de Varianza para Antocianinas Totales (mg EC3G/g de residuo liofilizado)

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razén-F|Valor-P
Cuadrados Medio
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A: Concentracion EtOH/H20  41.907 1 [41.907 51.52 |0.0002
(% viv)
B: Amplitud (%) 0.03125 1 10.03125 0.04 0.8502
C: Tiempo (min) 2.49761 1 |2.49761 3.07 0.1232
AA 4.6656 1 |4.6656 5.74 0.0478
AB 3.3856 1 [3.3856 4.16 0.0807
AC 0.912025 1 10.912025 1.12 0.3248
BB 2.24087 1 |2.24087 2.75 0.1409
Error total 5.69382 7 10.813403
Total (corr.) 61.8335 14
R-cuadrada = 90.7917 %
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Figura 57. Diagrama de Pareto Estandarizada para Antocianinas Totales

Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada

Tiempo (min)=35.0

100 ]
80 [-
60 [
al

20 —

20 30

40 50

60
Concentraciéon EtOH/H20 (% v/v)

70 80

6.0
7.2
8.4
9.6
10.8
12.0
13.2
14.4
15.6
16.8
18.0

Antocianinas Totales (mg EC3G/g)

Figura 58. La interaccion entre tiempos y amplitudes minimas con una concentracion de etanol elevada muestra como
resultado una mayor concentracion de Antocianinas Totales (mg equivalentes de cianidin-3 glucésido / g de residuo
de ardandano Vaccinium corymbosum L. cv. Legacy) con EAU.

6.3. FRAP
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Anélisis de Varianza para FRAP (umol ET/g de residuo liofilizado

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razén-F|Valor-P
Cuadrados Medio
A: Concentracion EtOH/H,O 91.8013 1 [91.8013 18.08 |0.0028
(% viv)
B: Amplitud (%) 16.7621 1 [16.7621 3.30 0.1068
C: Tiempo (min) 1.14005 1 [1.14005 0.22 0.6483
AA 183.262 1 [183.262 36.09 [0.0003
AB 26.061 1 [26.061 5.13 0.0533
BB 8.42155 1 |8.42155 1.66 0.2338
Error total 40.6236 8 |5.07795
Total (corr.) 374.696 14
R-cuadrada = 89.1582 %
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Figura 59. Diagrama de Pareto Estandarizada para FRAP
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Figura 60. La concentracion de etanol intermedia y amplitudes superiores muestran como resultado una mayor
actividad antioxidante FRAP (umol equivalentes de trolox/ g de residuo de arandano Vaccinium corymbosum L. cv.

Legacy) con EAU.
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6.4. DPPH

Analisis de Varianza para DPPH (umol ET/g de residuo liofilizado

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razon-F|Valor-P
Cuadrados Medio

A: Concentracion EtOH/H2O  [124.346 1 |124.346 7.31 0.0305

(% viv)

B: Amplitud (%) 373.055 1 |373.055 21.93 [0.0023

C: Tiempo (min) 13.9128 1 |13.9128 0.82 0.3959

AA 3929.11 1 |(3929.11 230.93 [0.0000

AB 31.6969 1 |(31.6969 1.86 0.2145

BC 50.1972 1 |50.1972 2.95 0.1296

CC 248.649 1 |248.649 14.61 |0.0065

Error total 119.101 7 117.0145

Total (corr.) 4769.57 14

R-cuadrada = 97.5029 %

Diagrama de Pareto Estandarizada para DPPH (umol ET/g)
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Figura 61. Diagrama de Pareto Estandarizada para DPPH
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Figura 62. La concentracion de etanol intermedia y un porcentaje de amplitud elevado muestra como resultado una

mayor actividad antioxidante DPPH (umol equivalente de Trolox/ g de residuo de arandano Vaccinium corymbosum

L. cv. Legacy) con EAU.

Anexo 7

Extraccion con CO2 Supercritico a partir de residuos de ardndano Vaccinium
Corymbosum cv. Legacy.

Tabla 38. Analisis de los Sélidos Solubles de los extractos obtenidos con Extraccion mediante CO:2 Supercritico
Exp. Cosolvente Temperatura Presion  Solidos

Etanol (°C) (bar) Solubles
(%) (°Brix)
1 5 50 300 20,55%0,07
2 5 40 400  20,0540,21
3 0 50 200 20,20+0,14
4 5 50 300 21,10+0,00
5 10 40 300  20,05+0,07
6 5 40 200 20,25%0,07
7 10 60 300 20,20+0,14
8 0 50 400  19,6540,07
9 5 60 400 20,95+0,49
10 0 40 300 19,40+0,14
11 10 50 200  20,40+0,57
12 10 50 400 21,45+0,07
13 5 60 200 20,90+0,42
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14 5 50 300  20,60+0,57
15 0 60 300  20,35+0,21

Resultados presentados como promedio * desviacion estandar.

7.1. Polifenoles Totales

Andlisis de Varianza para Polifenoles Totales (mg EAG/g de residuo liofilizado)

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razén-F|Valor-P
Cuadrados Medio

A: Cosolvente 25.92 1 |25.92 14.62 |0.0065

(%)

B: Temperatura (°(1.53125 1 |1.53125 0.86 0.3836

C)

C: Presion (bar) [3.51125 1 |3.51125 1.98 0.2021

AC 3.4225 1 [3.4225 1.93 0.2073

BB 4.26166 1 [4.26166 2.40 0.1650

BC 2.56 1 [2.56 1.44 0.2686

CcC 3.20452 1 [3.20452 1.81 0.2207

Error total 12.4092 7 11.77275

Total (corr.) 57.3893 14

R-cuadrada = 78.3771 %

Diagrama de Pareto Estandarizada para Polifenoles Totales (mg EAG/g)
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Figura 63. Diagrama de Pareto Estandarizada para Polifenoles Totales
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Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada
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Figura 64. La aplicacion de un elevado porcentaje de cosolvente (etanol) y presién muestra como resultado una mayor
concentracion de polifenoles totales (mg equivalentes de &cido galico/ g de residuo de ardndano Vaccinium
corymbosum L. cv. Legacy) con extraccién CO2-SC

7.2. Antocianinas Totales

Anélisis de Varianza para Antocianinas Totales (mg EC3G/g de residuo liofilizado)

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razén-F|Valor-P
Cuadrados Medio

A: Cosolvente 26.8278 1 1[26.8278 35.29 |0.0003

(%)

B: Temperatura (°|0.365513 1 ]0.365513 0.48 0.5077

C)

C: Presion (bar) ]1.0952 1 [1.0952 1.44 0.2644

AA 1.09779 1 [1.09779 1.44 0.2638

AC 2.41803 1 (2.41803 3.18 0.1123

BB 6.78279 1 |[6.78279 8.92 0.0174

Error total 6.08123 8 1]0.760154

Total (corr.) 45.1006 14

R-cuadrada = 86.5163 %
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Diagrama de Pareto Estandarizada para Antocianinas Totales (mg EC3G/qg)
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Figura 65. Diagrama de Pareto Estandarizada para Antocianinas Totales

ot
-

Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada

Temperatura (° C)=50.0

400 f~7 : ] ) ) - Antocianinas Totales (mg EC3G/g)
L i -0.1
360 — — w07
L 1 w15
= - 4 W 23
S 30 B —
< i 1 wmm 39
% i ] w47
3 280 —| Wl 55
e C 1 = 63
C ] = 71
240 — ]
200 (=, 1 1 N N i

0 2 4 6 8
Cosolvente (%)

=
o

Figura 66. La interaccion entre presiones elevadas y cosolvente superiores muestra como resultado una mayor
concentracion de Antocianinas Totales (mg equivalentes de cianidin-3 glucosido / g de residuo de arandano
Vaccinium corymbosum L. cv. Legacy) con Extraccion CO2-SC

7.3. FRAP

Anélisis de Varianza para FRAP (umol ET/g de residuo liofilizado)

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razon-F|Valor-P
Cuadrados Medio

A: Cosolvente 1572.48 1 |1572.48 23.17 |0.0019

(%)

194



B: Temperatura (°|7.66361 1 |7.66361 0.11 0.7467
)

C: Presion (bar) [38.764 1 [38.764 0.57 0.4745
AA 104.894 1 [104.894 1.55 0.2538
AC 87.516 1 |87.516 1.29 0.2935
BB 313.367 1 [313.367 4.62 0.0687
CC 90.9283 1 190.9283 1.34 0.2851
Error total 475.107 7 167.8724

Total (corr.) 2732.84 14

R-cuadrada = 82.6149 %

Diagrama de Pareto Estandarizada para FRAP (umol ET/g)
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Figura 67. Diagrama de Pareto Estandarizada para FRAP
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Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada
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Figura 68. Las concentraciones de etanol como cosolvente al 10 % muestran como resultado una mayor actividad
antioxidante FRAP (umol equivalentes de trolox/ g de residuo de arandano de ardndanos Vaccinium corymbosum L.
cv. Legacy) con CO2-SC

7.4. DPPH

Anélisis de Varianza para DPPH (umol ET/g de residuo liofilizado)

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razon-F|Valor-P
Cuadrados Medio

A: Cosolvente 744.208 1 |744.208 24.47 10.0017

(%)

B: Temperatura (°{14.553 1 [14.553 0.48 0.5114

)

C: Presion (bar) [18.5745 1 ]18.5745 0.61 0.4601

AA 58.6715 1 [58.6715 1.93 0.2075

AC 39.3129 1 ]39.3129 1.29 0.2930

BB 130.333 1 ]130.333 4.28 0.0772

CcC 31.6711 1 [31.6711 1.04 0.3415

Error total 212.918 7 130.4168

Total (corr.) 1268.38 14

R-cuadrada = 83.2134 %
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Diagrama de Pareto Estandarizada para DPPH (umol ET/g)
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Figura 69. Diagrama de Pareto Estandarizada para Polifenoles Totales
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Figura 70. La concentracién de etanol como cosolvente igual al 10 % muestra como resultado una mayor actividad
antioxidante DPPH (umol equivalente de Trolox/ g de residuo de arandano Vaccinium corymbosum L. cv. Legacy)
con CO2-SC
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Anexo 8

Cianidina 3-Glucdsido
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Figura 71. Curva de calibracion con concentraciones conocidas de cianidina 3-O-glucésido
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Figura 72. Curva de calibracion con concentraciones conocidas de delfinidina 3-O-glucésido
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Malvidina 3-Glucdsido
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Figura 73. Curva de calibracion con concentraciones conocidas de malvidina 3-O-glucésido
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Figura 74. Curva de calibracion con concentraciones conocidas de peonidina 3-O-glucésido
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Petunidina 3-Glucdsido
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Figura 75. Curva de calibracién con concentraciones conocidas de petunidina 3-O-glucosido
Anexo 10.
Tabla 51. Identificacion de peks de antocianinas en muestras de ardndanos mediante HPLC-DAD-MS
Compuesto Formula Masa Masa Difere, Métodos de Extraccién
exacta encontrada  (ppm) Conv, ASE CO»SC EAU
Cianidina -3-O-  CyH19010  419,0973  419,0969 -0,9 + + + +
arabindsido
Cianidina -3-O-  CyxH19010  419,0973  419,0970 -0,6 + + + +
xilosido
Cianidina -3-O-  CyH21011  449,1078  449,1073 -1,2 + + + +
galactdsido
Cianidina -3-O-  CyH21011  449,1078  449,1075 -0,8 + + + +
glucésido
Cianidina -3-O-  CysHxs014  549,1239  549,1239 0,0 + + + +
(6"-succinil-
glucésido)
Cianidina -3,5- Cy7H31016 611,1607 611,1605 -0,3 + + + +
O-diglucésido
Cianidina _3-0- C30H27014 611,1395 611,1396 0,1 + + + +
(6"'-cafeoil-
glucésido)
Delfinidina-3-O-  CyHi19011  435,0922 435,092 -0,4 + + + +
arabinosido
Delfiniidina-3-O- CxH»01,  465,1028  465,1028 0,1 + + + +
galactdsido
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Delfinidina-3-O-
glucésido

C21H21012

465,1028

465,1028

Malvidina-3-O-
arabinésido

C22H23011

463,1235

463,1231

Malvidina-3-O-
galactésido

Ca3H25012

493,1341

493,1339

Malvidina-3-O-
glucésido

Ca3H25012

493,1341

493,1339

Malvidina-3-O-
(6"-acetil-
galactésido)

CasH27013

535,1446

535,1447

Malvidina-3-O-
(6"-acetil-
glucésido)

CasH27013

535,1446

535,1445

Malvidina-3-O-
(6'*-p-coumaroil-
glucdésido)

C32H31014

639,1708

639,1705

Malvidina-3-O-
(6*-cafeoil-
glucdésido)

C32H31015

655,1658

655,1652

Pelargonidin-3-
O-arabinbsido

Ca20H1909

403,1024

403,1021

-0,64

Pelargonidina_3-
O-galactésido

C21H21010

433,1129

433,1125

-0,97

Pelargonidina-3-
O-glucésido

C21H21010

433,1129

433,1129

-0,05

Pelargonidina-3-
O-(6"-succinil-
glucésido)

CasH25013

533,1290

533,1265

-4,63

Peonidina-3-O-
arabindsido

C21H2:011

449,10784

449,1064

-3,21

Peonidina-3-O-
galacto6sido

C2H23011

463,12349

463,1220

-3,22

Peonidina-3-O-
glucoésido

C22H23011

463,12349

463,1220

-3,22

Peonidin-3-O-(6-
acetil-glucésido)

C24H25012

505,13405

505,1324

-3,27

Peonidin-3-O-(6-
acetil-
galactosido)

C22H23011

505,13405

505,1324

-3,27

Peonidina-3-O-
(6"-p-coumaroil-
glucésido)

Ca1H29013

609,16027

609,1601

-0,28

Petunidina-3-O-
arabindsido

C21H21011

449,10784

449,1075

0,76

Petunidina-3-O-
galactoésido

C2H23012

479,1184

479,1183

0,21

Petunidina-3-O-
glucésido

C2H23012

479,1184

479,1182

0,42
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Petunidina- 3-O- Cy4H»5013 521,1290 521,1290 -0,06 + n/d + +
(6"-acetil-
galactésido)

Petunidina- 3-O-  CxH2s013  521,1290  521,1289 0,13 + + + +
(6"-acetil-
glucésido)

n/d: No detectado. Difere: diferencia. Conv: extracciéon convencional. ASE: extraccion acelerada de solventes. EAU:
extraccion asistida por ultrasonido. CO2-SC: extraccion con CO2 supercritica.
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