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Resumen

La cascara y semillas de tuna son residuos que no presentan ningun valor
comercial. No obstante, estos residuos contienen importantes concentraciones de
polifenoles y betalainas, los cuales pueden ser recuperados mediante métodos de
extraccion atmosféricos. Sin embargo, los prolongados tiempos de proceso y
bajos rendimientos dificultan su escalamiento. Por ello, este trabajo evalu6 el
efecto de mezclas agua-etanol (0 — 60%) y temperaturas (50 a 90°C) aplicando un
proceso de extraccién con liquido presurizado (ELP) y mezclas agua-etanol (0 —
60%) con temperaturas (30 a 70°C) aplicando extraccion asistida por ultrasonido
(EAU) sobre el contenido de polifenoles y betalainas, asi como el poder
antioxidante y perfil de polifenoles en cascara y semillas de tuna roja. Para los
extractos de cascara obtenidos mediante ELP, independiente de la temperatura,
un aumento en la concentracién de etanol disminuyé el contenido de polifenoles y
betalainas. Sin embargo; durante EAU, el uso de etanol hasta 30% mejoro la
extraccion de polifenoles y betalainas. Bajo la ELP, la mejor condicion fue a 90°C
y agua pura (polifenoles: 12,96 mg EAG/gss; ICso: 2,03 mg/mL y ORAC: 625,68
MM ET/gss); mientras para EAU fue a 30°C y 30% de etanol que permitieron la
mayor recuperacion de polifenoles (10,52 mg EAG/gss), betalainas (1,03 mg/gss)
y poder antioxidante (ICso: 3,09 mg/mL; ORAC: 561,26 uM ET/gss). Respecto a
semillas, para ELP y EAU, los incrementos de temperatura y concentraciones de
etanol favorecieron la recuperacion de polifenoles. Durante ELP, etanol al 60% y
la temperatura mas alta (90°C) maximizaron el contenido de polifenoles (1,26 mg
EAG/gss) y capacidad antioxidante (ICso: 20,20 mg/mL y ORAC: 38,83 uM
ET/gss); para EAU, los extractos obtenidos a 70°C con 60 % de etanol contenian
la mayor cantidad de polifenoles (1,67 mg EAG/gss) y capacidad antioxidante
(ICs0: 15,3 mg/mL y ORAC: 47,2 uM ET/gss). En el analisis de perfil de polifenoles,
el polifenol especifico mayoritario de los extractos de cascara de tuna roja
obtenidos por ELP y EAU fue la quercitrina. Respecto al perfil de polifenoles en
los extractos de semillas, el acido cafeico fue el mas representativo para ambos
meétodos. Por otro lado, el método secuencial de ELP y EAU en cascara y semillas
mejoré la recuperacion de polifenoles, betalainas y poder antioxidante en
comparacion a ELP y EAU de forma independiente. Finalmente, estos resultados
permitiran revalorar los residuos de la tuna como potenciales fuentes ricas en
compuestos bioactivos.

Palabras claves: Compuestos bioactivos, Ultrasonido, Liquidos Presurizados,

capacidad antioxidante, betalainas.



Abstract

Prickly pear peel and seeds are residues that have no commercial value. However,
these residues contain important concentrations of polyphenols and betalains,
which can be recovered by atmospheric extraction methods. However, long
process times and low throughputs make it difficult to escalation. Therefore, this
work evaluated the effect of water-ethanol mixtures (0 - 60%) and temperatures
(50 to 90°C) through a pressurized liquid extraction process (ELP) and water-
ethanol mixtures (0 - 60%) with temperatures (30 to 70 °C) by ultrasound-assisted
extraction (UAE) on the content of polyphenols, betalains, antioxidant power and
profile of polyphenols in peel and seeds of red prickly pear. For the peel extracts
obtained by ELP, independent of temperature, an increase in the ethanol
concentration decreased the content of polyphenols and betalains. However;
during UAE, the use of ethanol up to 30% improved the extraction of polyphenols
and betalains. For ELP, the best conditions were established with 90°C and pure
water (polyphenols: 12.96 mg GAE/gss; ICso: 2.03 mg/mL and ORAC: 625.68 uM
ET/gss); while for EAU it was at 30°C and 30% ethanol that allowed the greatest
recovery of polyphenols (10.52 mg GAE/gss), betalains (1.03 mg/gss) and
antioxidant power (ICso: 3.09 mg/mL; ORAC: 561.26 uM ET/gss). Regarding
seeds, for ELP and EAU, the increases in temperature and ethanol concentrations
favored the recovery of polyphenols. During ELP, 60% ethanol and the highest
temperature (90°C) maximized the polyphenol content (1.26 mg EAG/gss) and
antioxidant capacity (1C50: 20.20 mg/mL and ORAC: 38.83 uM ET/gss); for EAU,
the extracts obtained at 70°C with 60% ethanol contained the highest amount of
polyphenols (1.67 mg EAG/gss) and antioxidant capacity (IC50: 15.3 mg/mL and
ORAC: 47.2 uyM ET /gss). In the polyphenol profile analysis, the most specific
polyphenol in the red prickly pear peel extracts obtained by ELP and EAU was
quercitrin. Regarding the profile of polyphenols in the seed extracts, it was caffeic
acid for both methods. On the other hand, the combined method of ELP and EAU
in peel and seeds improved the recovery of polyphenols, betalains and antioxidant
power compared to ELP and EAU independently. Finally, these results will allow
the reassessment of prickly pear residues as potential sources rich in bioactive

compounds.

Keywords: Bioactive compounds, Ultrasound, Pressurized Liquids, antioxidant

capacity, betalains.
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INTRODUCCION

El consumo y procesamiento de frutas y hortalizas genera grandes
cantidades de desechos agroindustriales como hojas, cascaras, semillas y tallos
incrementando la contaminacion ambiental (Agilah et al., 2023). Sin embargo,
investigaciones recientes han destacado la presencia de metabolitos con un alto
potencial antioxidante en sus estructuras (Gulsunoglu-Konuskan & Kilic-Akyilmaz,
2022)(Abbasi-Parizad et al., 2022). Esto ha convertido a los residuos
agroindustriales en una atractiva fuente natural para la extracciéon de compuestos
bioactivos como el resveratrol y la catequina, pueden proteger contra
enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer y la demencia (Orgogozo
et al., 1997); las flavanonas pueden neutralizar los radicales libres y disminuir el
riesgo de cancer al detener el crecimiento celular en los tumores (Wang et al.,
2014); el acido cafeico presenta potencial como agente antidiabético al inhibir la
progresion de la diabetes tipo 2 (Un et al., 2006), y la rutina puede actuar como un

agente quimioterapéutico y quimiopreventivo (Farha et al., 2022).

Residuos agroindustriales como la cascaray semillas de tuna han sido estudiadas
por De Wit et al. (2019) y Smeriglio et al. (2021) quienes reportaron
concentraciones importantes de polifenoles y betalainas en estos descartes, lo
que hace que se conviertan en atractivos residuos para la industria nutraceutica y
alimentaria. Estos residuos son ricos en flavanoles, flavonoles, acidos fendlicos,
flavona y estilbenos. Por ejemplo, los acidos fendlicos, como el acido cafeico,
acido piscidico, acido clorogénico son los mas representativos en la cascara de
tuna (Khatabi et al., 2016); mientras que, kaempferol, rutina, quercetina,
quercitrina, entre otros, son los flavonoles mayoritarios (Liao et al., 2016). Por otro
lado, la catequina, epicatequina, procianidina A2, B2 son los flavanoles de mayor
contenido en semillas de tuna (Juhaimi et al.,2018). Ademas, estas semillas
contienen pequefias cantidades de estilbeno resveratrol, que presenta beneficios
contra enfermedades, como la diabetes, la obesidad, el cancer y enfermedades
cardiovasculares y hepaticas (Wu et al., 2016; Mattison et al., 2014; Chong et al.,
2015; Nishikawa et al., 2015).

Por muchos afos, los polifenoles se han extraido por métodos
convencionales como Soxhlet (ES) y extraccion por maceracién (EM), lo cual
presenta ciertas desventajas relacionadas con largos periodos de extraccion,

elevado volumen de solventes, bajos rendimientos de extraccion y el uso de

11



solventes toxicos como hexano, acetona y metanol (Ibafiez y Cifuentes, 2015).
Estos inconvenientes han provocado que investigaciones recientes busquen
explorar técnicas innovadoras como la extraccion por liquidos presurizados (ELP)
y extraccion asistida por ultrasonido (EAU); estos nuevos métodos de extraccion
son mas eficientes, rapidas, rentables, ecologicas y permitan optimizar la
recuperacion de estos biocompuestos (Pagano et al., 2021; Picot-Allain et al.,
2021). Por ello, el presente estudio propone evaluar el efecto de métodos
alternativos de extraccion sobre el contenido de compuestos bioactivos vy

capacidad antioxidante a partir de descartes agroindustriales.

12



I PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
1.1. Descripcion y formulacién del problema

Moquegua produce un promedio de 3140 toneladas de tuna por afio (SIEA,
2022), cuyo consumo directo y productos derivados genera entre 35 y 50% de
cascaras y semillas, los cuales son reconocidos como residuos agroindustriales
(Belhadj, 2016 y Aguirre Joya et al., 2013). Estos residuos, no presentan ningun
valor econdmico para la industria de alimentos y su acumulacién es un riesgo
ambiental. Sin embargo, algunos estudios han reportado que las semillas y
cascara de la tuna roja presentan concentraciones importantes de compuestos
bioactivos tales como polifenoles y betalainas, los cuales podrian ser
aprovechados para la formulacién de alimentos nutraceuticos y el tratamiento de
enfermedades degenerativas (El-Mostafa et al., 2014; Manzur-Valdespino et al.,
2022).

Diversos trabajos de investigacion han propuesto el uso de métodos
convencionales de extraccién (solido-liquido) para la recuperacion de los
compuestos bioactivos presentes en la tuna, los prolongados tiempos de proceso
(> 6h), uso de grandes volumenes de solvente, asi como el uso de solventes
téxicos no amigables con el medio ambiente limitan su uso a nivel industrial
(Karunanithi y Venkatachalam, 2019; Pagano et al., 2021). Por ello, recientes
estudios han considerado el uso de tecnologias alternativas como la extraccion
con liquidos presurizados (ELP) y extraccién asistida por ultrasonido (EAU)
combinados con solventes eco amigables como agua pura, etanol y mezclas
agua-etanol para recuperar estos compuestos bioactivos de diversos descartes
agroindustriales (Ameer et al., 2017; Dobrin¢i¢ et al., 2020). Sin embargo, aun no
estdn definidos los parametros Optimos de extraccion de los compuestos
bioactivos presentes en la cascara y semillas de la tuna, considerando cuales
seran los efectos de ambos métodos alternativos de extraccion (ELP y EAU) sobre
el contenido de polifenoles y betalainas. Por ello, el presente estudio ha propuesto
evaluar el efecto de ambos métodos alternativos de extraccion sobre el contenido
de polifenoles totales y betalainas, asi como la capacidad antioxidante, azucares
(sacarosa, glucosa y fructuosa) y perfil de polifenoles en cascara y semillas de
tuna roja. Por lo tanto, las interrogantes del presente proyecto se formularon de la

siguiente manera:
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;,Cudl es el efecto de los métodos alternativos de extraccién sobre el
contenido de polifenoles totales y betalainas, asi comola capacidad antioxidante,
azucares (sacarosa, glucosa y fructuosa) y perfil de polifenoles presentes en los
extractos obtenidos de la cascara y semillas de tuna roja? Asi como ¢ Cual es el
efecto de aplicar ELP y EAU de manera secuencial sobre el contenido de
polifenoles totales y betalainas, asi como la capacidad antioxidante, azucares
(sacarosa, glucosa y fructuosa) y perfil de polifenoles aplicado al mejor tratamiento

de EAU y ELP a partir de cascara y semillas de tuna roja?

1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo general

- Evaluar el efecto de los métodos alternativos de extraccién sobre el
contenido de polifenoles totales y betalainas, asi como la capacidad
antioxidante, azucares (sacarosa, glucosa y fructuosa) y perfil de

polifenoles en residuos de tuna roja.

1.2.2. Objetivos especificos

- Evaluar el efecto de mezclas agua-etanol (0 — 60%, p/v) y temperaturas
(50 a 90°C) aplicando un proceso de extraccion con liquido presurizado y
mezclas agua-etanol (0 — 60%, p/v) a temperaturas (30 a 70°C) aplicando
extraccion asistida por ultrasonido sobre el contenido de polifenoles y
betalainas, asi como la capacidad antioxidante y azlcares (sacarosa,
glucosa y fructuosa) en cascara de tuna roja.

- Evaluar el efecto de mezclas agua-etanol (0 — 60%, p/v) y temperaturas
(50 a 90°C) aplicando un proceso de extraccion con liquido presurizado y
mezclas agua-etanol (0 — 60%, p/v) a temperaturas (30 a 70°C) aplicando
extraccion asistida por ultrasonido sobre el contenido de polifenoles y
capacidad antioxidante en semillas de tuna roja.

- Evaluar el efecto de aplicar ELP y EAU de manera secuencial sobre el
contenido de polifenoles totales y betalainas, asi como la antioxidante y
azucares sacarosa, glucosa y fructuosa) aplicado al mejor tratamiento de
EAU y ELP a partir de la cascara y semillas de tuna roja.

- Determinar el perfil de los polifenoles de los extractos obtenidos mediante

ELP y EAU a partir de cascara y semillas de tuna roja.
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1.3. Justificacioén e importancia

La tuna esta constituida generalmente por 45 al 67% de pulpa, 33 al 55% de
piel o cascara y las semillas entre 2 al 10% del peso total del fruto (Sandoval y
Cardador, 2007). La cascara corresponde a la parte no comestible del fruto y
muchas veces las semillas también son descartadas, convirtiéndose estos dos en
desechos, lo que significa que estos subproductos se puede utilizar como fuente

natural rica en polifenoles y betalainas (Aguirre et al., 2013).

La tuna roja contiene betalainas (betacianinas y betaxantinas) que poseen
capacidad antioxidante por lo que su consumo se asocia a la proteccion contra
enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo (Perez et al., 2017). Ademas
las tunas rojas poseen contenido de polifenoles, siendo los flavonoides el grupo
mas importante que muestran interesantes beneficios para la salud en términos

de efectos antiinflamatorios y quimiopreventivos (Belhadj, 2016).

En la actualidad, se buscan meétodos mas eficientes, econdmicos y
amigables con el medio ambiente para la extraccion de polifenoles y betalainas.
Por tanto, los métodos alternativos son la mejor opcion, que permitird mejorar el
rendimiento de polifenoles y betalainas al extraer. Asimismo, la combinacion de
mezclas agua-etanol y temperaturas moderadas ayudaran a determinar las

condiciones 6ptimas para la mayor recuperacion de estos compuestos bioactivos.

1.4. Hipétesis

1.4.1. Hipétesis general

- Seincrementara el contenido de polifenoles totales y betalainas, asi como
la capacidad antioxidante aplicando métodos alternativos de extraccién en

residuos de tuna roja.

1.4.2. Hipétesis especificas

- Seincrementara el contenido de polifenoles totales y betalainas, asi como
la capacidad antioxidante aplicando la extraccion con liquido presurizado
combinado con mezclas agua-etanol (0 — 60%, p/v) a temperaturas

moderadas (50 a 90°C) y extraccion asistida por ultrasonido combinado
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1.5.

con mezclas de agua-etanol (0 — 60%, p/v) a temperaturas de 30 a 70°C a
partir de cascara de tuna roja.

Se incrementara el contenido de polifenoles totales y capacidad
antioxidante aplicando la extraccion con liquida presurizado combinado
con mezclas agua-etanol (0 — 60%, p/v) a temperaturas moderadas (50 a
90°C) y extraccion asistida por ultrasonido combinado con mezclas de
agua-etanol (0 — 60%, p/v) a temperaturas de 30 a 70°C a partir de semillas
de tuna roja.

Se incrementara el contenido de polifenoles totales y betalainas, asi como
la capacidad antioxidante aplicando ELP y EAU de manera secuencial en
comparacion con ELP y EAU de forma independiente en cascara y semillas
de tuna roja.

Se identificara gran diversidad de polifenoles a partir de cascara y semillas
de tuna roja.

Variables

Tabla 1. Variables independientes

Variables independientes Indicador indice
Métodos de e_xtraCC|on ELP y EAU -
alternativos
Temperatura 30, 50, 70y 90 °C
Mezclas de agua-etanol 0,30y60 %
Tabla 2. Variables dependientes
Variables dependientes indice

Polifenoles totales

Capacidad antioxidante
DPPH

ORAC

Betalainas
Contenidos de azucares (Sacarosa,
glucosa y fructuosa)

Perfil de polifenoles

mg equivalente a acido
galico/g solido seco

mg/mL
MM equivalente trolox/g
sélido seco

mg/g solido seco
mg/g solido seco

Mg/g solido seco
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. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Karunanithi y Venkatachalam (2019) compararon el efecto de la extraccién
asistida por ultrasonido y método soxhlet sobre el contenido de compuestos
fendlicos totales en la cascara de tuna. Para ultrasonido de bafio, las mejores
condiciones de operacion establecidas fueron a 40°C, 17 minutos y una proporcién
de solvente-sélido de 1:24 g/mL que permitié recuperar 5,95 mg equivalente a
acido galico/gss de polifenoles. Por otro lado, la extraccion de soxhlet después 6
horas logré un rendimiento de polifenoles de 7,58 mg equivalente a acido
galico/gss, contenido mayor a lo obtenido con ultrasonido de bafio. En resumen,
este resultado revela que, en comparacion con la extraccién de soxhlet en
términos de tiempo de extraccidn, teniendo en cuenta el consumo de solventes y
la presencia de compuestos bioactivos, el ultrasonido de bafo es una técnica de

extraccion mas efectiva.

Allcca et al., (2021) evaluaron el efecto de mezclas agua-etanol (20-60%,
p/v) a temperaturas altas (100 a 160 °C) mediante un proceso de extraccién con
liquido presurizado (ELP) sobre la recuperacién del contenido de polifenoles
totales, capacidad antioxidante y perfil de polifenoles en semillas y piel de uva
Negra Criolla. Las mejores condiciones de recuperacion de polifenoles fueron a
160°C y una concentracién de etanol al 60% tanto para semillas como para piel.
Bajo estas mismas condiciones, los extractos presentaron el mayor contenido de
polifenoles (12,54 y 1,98 mg EAG/gss para semillas y piel, respectivamente) y
capacidad antioxidante. Respecto al analisis del perfil de polifenoles, los
compuestos mas representativos fueron el acido galico (21,66 pg/gss) y catequina
en semillas mientras que la epicatequina (28,53 ug/gss) y epigalocatequina (13,21
Mg/gss) en piel de uva Negra Criolla. Concluyendo que, el incremento de
condiciones de operacion favorece la recuperacion de polifenoles en semillas de

uva Negra Criolla aplicando la extraccion liquida presurizada.

Ghafoor et al. (2009) buscaron obtener las mejores combinaciones posibles
de concentracion de etanol, temperatura de extraccion y tiempo de extraccion con
la aplicacion de ultrasonido para la maxima extraccion de compuestos fendlicos,
actividad antioxidante y contenido de antocianinas de semillas de uva Campbell

Early utilizando la metodologia de superficie de respuesta (RSM). Cuyos
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resultados mostraron que la combinacién de los parametros tuvo gran influencia
en la recuperacion de estos compuestos; siendo las mejores condiciones de
extraccion a 53,15 % de etanol, a una temperatura de 56,03°C y 29,03 minutos
para el contenido de polifenoles (5,44 mg EAG/100 mL); 53,06% de etanol a
60,65°C y 30,58 minutos para la mayor actividad antioxidante (12,31 mg/mL) y
52,35% de etanol; 55,13°C y 29,49 minutos de tiempo para antocianinas totales
(2,28 mg/mL). En conclusion, la extraccion asistida con ultrasonido mejora la
recuperacion de polifenoles y antocianinas, ademas que sus parametros de
extraccion influyen en los rendimientos de estos compuestos presentes en las

semillas de uva Campbell Early.

Bhagya y Dash (2020) evaluaron el efecto de la temperatura (30 a 70 °C), la
relacion solvente: sélido (10:1 — 30:1 mL/g), la concentracién de etanol (30 a 60
%) y el tiempo (5 — 25 min) sobre el contenido de polifenoles, betacianinas y
capacidad antioxidante aplicando la extraccion asistida por ultrasonido de sonda
en cascara de pitahaya roja. Las mejores condiciones de operacion fueron 60 °C,

una relacion de solvente: muestra 25:1 mL/g, 60% de etanol y 20 minutos.

Rocchetti et al., (2018) evaluaron la posibilidad de combinar dos técnicas de
extraccion (EAU + ELP = EAUELP) para mejorar la eficiencia, selectividad y
rendimiento de la extraccion de compuestos fendlicos de la cascara de granada.
Los resultados mostraron que el agua pura fue el mejor solvente de extraccion,
obteniéndose rendimientos de 1,48 veces, 2 veces y 4 veces mas en comparacion
con etanol al 30%, 50% y 70%, respectivamente. Teniendo un promedio de suma
de compuestos fendlicos de 36,35 mg equivalente a acido galico/g de sélido seco
para el mismo solvente. Concluyeron que a medida que aumenta la concentracién
de etanol, disminuye el rendimiento de polifenoles totales. Estos resultados
posiblemente estan asociados con las diferencias significativas de polaridad de

los compuestos presentes en la cascara de granada.

Machado et al., (2017) evaluaron la influencia de métodos alternativos de
extraccion sobre el contenido de polifenoles, antocianinas y capacidad
antioxidante en residuos de mora, arandano y grumixama. El método combinado
de EAU y ELP, usando mezclas de agua-etanol (50-50 y 30-70%), recuperaron
los mayores rendimientos de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante.
EAU, que también usaba mezclas agua-etanol, fue eficiente para extraer

antocianinas. El combinado de EAU y ELP, al emplear mezclas agua-etanol,
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mejord la extraccion de antioxidantes en comparacién con ELP y EAU de forma
independiente. Por lo que, el método combinado de EAU y ELP demostré ser una

buena estrategia para recuperar polifenoles.

2.2. Bases teoricas

2.2.1.Tuna (Opuntia ficus-indica L. Miller)

La tuna (Opuntia ficus-indica L. Miller) pertenece a la familia Cactaceae. Los
frutos de esta especie son bayas de forma ovalada hasta con 15 cm de largo,
presentan colores variados como verde, amarillo, naranja, rojo o morado. La pulpa
es delgada y se deriva de la pared del ovario, constituyendo el 60% del fruto; el
centro esta relleno de una masa gelatinosa y verduzca donde hay numerosas
semillas cubiertas por tejidos duros (Ledén, 2000 y Otalora et al.,, 2015). A

continuacion, se observa la clasificacion taxondmica de la tuna:

Taxonomia de Opuntia ficus-indica

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida

Orden: Caryophyllales
Familia: Cactaceae

Subfamilia: Opuntioideae

Tribu: Opuntieae
Género: Opuntia
Subgénero: Opuntia
Especie: O. ficus indica (L.)
Fuente: (El-Mostafa et al., 2014)

En Peru, la mayor produccion de tuna se encuentra en las regiones de

Ayacucho, Huancavelica, Apurimac, Arequipa, Ancash, Lima, Cusco, entre otras
(Tabla 3) (INIA, 2022).
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Tabla 3. Produccién de tuna segun region en el Peru, 2022.

Region Total (TM)
Nacional 78141
Ayacucho 22917

Cusco 13721

Lima 9641
Huancavelica 8779
Arequipa 6456
Apurimac 6027
Ancash 2842
Moquegua 2790
Tacna 1342
La Libertad 1105
Ica 958
Lima Metropolitana 682
Cajamarca 535

Junin 177
Huanuco 149

Pasco 20

Fuente: SIEA,(2022)

2.2.2. Compuestos bioactivos

Los compuestos bioactivos son sustancias quimicas que se encuentra en
pequenas cantidades en las plantas y ciertos alimentos, como frutas, verduras,
nueces, aceites y granos integrales. Estos compuestos cumplen funciones en el
cuerpo que pueden promover la buena salud. Estan en estudio para la prevencién
del cancer, las enfermedades del corazon y otras enfermedades. Los ejemplos de
compuestos bioactivos incluyen carotenoides, polifenoles, betalainas, entre otros
(Figura 1) (Peixoto et al., 2018; Samtiya et al., 2021).
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Compuestos

bioactivos
— | |
Polifenoles . Pigmentos
naturales
v v
No flavonoides — Flavonoides ——— Betalainas
I
0 i i ——— Carotenoides
Acidos .
e Estilbenos o
fenolicos —— Antocianidinas

— Clorofila

——— Flavonoles

——— Flavanoles

— Flavona

Figura 1. Clasificacion de compuestos bioactivos. Adaptado de Peixoto et
al. (2018) y Samtiya et al. (2021).

2.2.3. Polifenoles totales

Los polifenoles son compuestos de origen vegetal que contienen al menos
un grupo aromatico unido como minimo a un grupo hidroxilo en su estructura
quimica. En general, estos compuestos son clasificados como metabolitos
secundarios de las plantas, los cuales suelen ser, los responsables del color, el

aroma y el sabor de los alimentos que los contienen (PefRarrieta et al., 2017).

El interés de estos compuestos ha surgido debido a estudios nutricionales
de consumo de compuestos fendlicos que muestran sus efectos sobre el
tratamiento o la prevencion de varias enfermedades tales como obesidad, cancer,
enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas relacionados con el estrés
oxidativo (Cory et al., 2018).

Existen diferentes investigaciones que han mostrado el contenido de
polifenoles presentes en frutas, hortalizas, raices y cereales (Riviere et al.,
2014)(Pandey & Rizvi, 2009). Por ejemplo, Aguirre et al., (2013) recuperaron
polifenoles a partir de cascara de tuna teniendo un rendimiento maximo de 457 ug

equivalente a &cido galico /mg solido seco (93°C con etanol al 35% y 4 h), de igual
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manera se puede mencionar a Ramirez et al., (2015) quienes evaluaron la
variacion de compuestos fendlicos en once variedades pigmentadas de tuna
(Opuntia sp.), obteniendo valores de 106,60 a 165,56 mg equivalente a acido
galico). Interesantemente, la cascara de la tuna presenta mayores
concentraciones de polifenoles en comparacion a la cascara de guayaba, pitajaya,
opuntia variedad stricta y kiwi extraidos por métodos convencionales (Tabla 4).
Respecto a semillas, la tuna roja contiene menores cantidades de polifenoles que

las semillas de pitajaya, guayaba, granada y kiwi (Tabla 4).

Tabla 4. Contenido de polifenoles de cascaras y semillas de diferentes frutos.

Polifenoles
Frutas totales (mg Referencia
EAG/gss)
Tuna roia Cascara 47,85 (Albergamo et al., 2022)
) Semillas 2,71 (Chaalal et al., 2012)
Cascara 53,65
Granada Semillas 7.94 (Elfalleh, 2012)
Cascara 39,65 .
Guayaba Semillas 6.40 (Liu et al., 2018)
Pitajaya Cascara 9,11 (Pasko et al., 2021)
roja Semillas 13,56 (Adnan et al., 2011)
Fruto de .
Opuntia Cascara 18,40 (Lataief y Factor, 2020)
Stricta Semillas -
- Cascara 28,79
Kiwi Semillas 5.25 (Wang et al., 2018)

El contenido de polifenoles totales esta expresado como mg equivalentes a acido
galico por gramo de sdlido seco (mg EAG/gss).

2.2.3.1. Clasificacion de polifenoles

Si bien a la fecha se han logrado identificar un promedio de 8000
polifenoles, el tipo de estructura quimica, el nimero de anillos fendlicos y peso
molecular permite clasificarlos como flavonoides y no flavonoides (Granado,
2010). Existen diferentes familias de polifenoles como los flavonoles, acidos

fendlico, etc., (Figura 2) (Romero, 2015) .
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Figura 2. Clasificacién de compuestos fendlicos, adaptado por Libro et al. (2016) y Tsao (2010).
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‘ Apigenina
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2.2.3.2. Perfil de polifenoles de la tuna roja

Tabla 5. Perfil de polifenoles de cascara de tuna roja (Opuntia Ficus Indica)

Cascara
No flavonoides Promedio
Acido elagico 393+ 84
Acido vanilico 187 + 32
Acido isovainilico 1801 £ 74
Acido galico 293 + 40
Acido cafeico 27203 + 337
Acido benzoico 1001 + 14
Flavonoides
Kaempferol 7-O-glucosido 8534 + 252
Miricetina 694 + 49
Quercetina 29283 + 1825
Kaempferol 5077 + 273

El contenido de los polifenoles especificos esta expresado como ug/g solido seco
(Amaya-Cruz et al., 2019).

Tabla 6. Perfil de polifenoles de las semillas de tuna

Semillas

No flavonoides Hg/gss
Acido protocatequico 2,144 + 0,01
Acido elagico 6,01 = 0,01
Acido clorogénico 885,31 + 0,003
Glucésido de acido ferulico 96,33 £ 0,92
4-glucurénido de acido ferulico 67,14 £ 0,04

Flavonoides
Lupinisoflavona 64,42 +0,12
Isorhamnetina 73,74 £ 0,56
Miricetina 197,19 £ 0,06
Isohgn_wnetlna 3-O- (6 " - O-feruloil) - 67.14 £ 017
glucésido)
1,2 Di-O-sinapoil glucosa 174,82 + 0,48

El contenido de los polifenoles especificos esta expresado como ug/g peso seco
(Amrane-Abider et al. 2018).

Amaya-Cruz et al., (2019) reportaron el contenido de polifenoles especificos
presente en la cascara de tuna, el acido cafeico fue el acido fendlico mas

abundante en comparacion a los otros polifenoles especificos (Tabla 5). Por otro
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lado, Amrane-Abider et al. (2018) encontraron en semillas de tuna contenidos

mayoritarios de acido clorogénico que otros acidos fendlicos (Tabla 6).

2.2.3.3. Beneficios de los polifenoles en la salud humana

Un radical libre puede definirse como cualquier especie molecular capaz de
existir de forma independiente que contiene un electron desapareado en un orbital
atomico. Muchos radicales son inestables y altamente reactivos (Cheeseman y
Slater, 1991). La formacién de radicales puede ocurrir en las células de dos
formas: Reacciones enzimaticas y no enzimaticas. Las reacciones enzimaticas
incluyen las involucradas en la cadena respiratoria, la fagocitosis y la sintesis de
prostaglandinas (Harwell, 2007); las reacciones no enzimaticas pueden ocurrir
durante la fosforilacion oxidativa (es decir, la respiracion aerdbica) en las
mitocondrias (Valko et al., 2007). Los radicales libres atacan importantes
macromoléculas, provocando dafo celular y alteraciones homeostaticas; su
objetivo incluye todo tipo de moléculas en el cuerpo, especialmente los lipidos, los

acidos nucleicos y las proteinas (Pomatto y Davies, 2018).

Los polifenoles son poderosos antioxidantes que pueden neutralizar los
radicales libres mediante la donacion de electrones o atomos de hidrégeno, por lo
tanto, reducen la tasa de oxidacion (Tsao, 2010). Debe existir un equilibrio entre
los radicales libres y los antioxidantes para una funcion fisiolégica adecuada. Un
desequilibrio entre estos podria generar un estrés oxidativo, el cual puede alterar
gravemente las membranas celulares y otras estructuras como proteinas, lipidos,
lipoproteinas y acido desoxirribonucleico (ADN). El estrés oxidativo contribuye al
desarrollo de muchas enfermedades como el céancer (Pizzino et al., 2014),
enfermedades cardiovasculares (la aterosclerosis, la hipertension, la
miocardiopatia, la hipertrofia cardiaca) (Dubois-Deruy et al., 2020), enfermedades
neuroldgicas (Parkinson, Alzheimer, la esclerosis multiple, la depresion y la
pérdida de memoria) (Olufunmilayo et al., 2023), enfermedades respiratorias
(Chakraborti et al., 2019), artritis reumatoide, enfermedades Renales (la nefritis
intersticial del glomérulo y el tubulo, la insuficiencia renal, la proteinuria y la uremia)
(Daenen et al., 2019).

Los polifenoles han despertado mucho interés en la nutriciéon en las ultimas
décadas debido a sus efectos positivos en la salud humana, como la defensa del

organismo contra estimulos externos y en la eliminacién de especies reactivas de
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oxigeno (ROS) (Rana et al., 2022). Algunos de los efectos beneficiosos de los

polifenoles en la salud humana se presentan en la Tabla 7.

Tabla 7. Efectos benéficos de los polifenoles sobre la salud humana

Efectos

. Actividad Bioldgica Polifenoles Referencias
benéficos
Lo§ pglifenoles como (Zhao et al.,
antioxidantes pueden 2022)
prevenir varias - Apigenina
Antioxidante enfermedades - Curcumina (Jakubczyk et
eliminando los radicales - Catequina al., 2020)
libres y protegiendo asi
el ADN del dafio (Grzesik et aI.,
oxidativo. 2018)
Los polifenoles
presentan un efecto
protector contra ciertos (Leey Lee,
tipos de cancer. Pueden 2021)
Anticancerigeno inhibir la proliferacién - Resveratrol
tumoral y producir - Quercetina  (Davoodvandi et
efectos toxicos en las al., 2020)
células, lo que lleva a la
apoptosis.
Los polifenoles
vegetales tienen buenos (Sonietal,,
efectos inhibitorios y 2013)
letales sobre algunas ; .
Antiinflamatorio  células inflamato?ias ya - Rutina (Qu etal,
’ - Resveratrol 2020)
sea al afectar las - Curcumina
citoquinas y sus (Sneharani,
receptores o al afectar 2019)
Sus procesos secretores.
Algunos compuestos
polifendlicos pueden (Huang et al.,
mejorar eficazmente la 2013)
funcion endotelial, i ReS\./er'at.roI i
- . . - Procianidina (Quifiones et al.,
Antihipertensivo  reducir eficazmente la .
. - Curcumina 2013)
susceptibilidad a la
oxidacion de las LDL y (Lee et al,
aumentar la 2021)

vasodilatacion
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2.2.3.4. Factores que influyen en la extraccion de polifenoles

a) Estado de madurez

Ramirez-Ramos et al., (2015) mencionan en su trabajo a la madurez horticola
como un factor de variacion en el contenido de polifenoles en extractos obtenidos
por ultrasonido de distintas variedades de tuna, encontrandose que la variedad
Altena blanca (Verde) fue la que mayor contenido de polifenoles presentd en sus
tres estados de madurez. También se encontré que los fenoles totales aumentaron
en un tiempo de post-cosecha de 10 dias en algunas variedades tales en moradas,
rojas, verde y anaranjadas. Asimismo, Ochoa y Guerrero (2013) indican que existe
una disminucion de estos compuestos con el paso del tiempo, pues pasados los
21 dias después de la post cosecha, la polifenoloxidasa actia causando su

oxidacion.

b) Temperatura

La temperatura es un factor que afecta en forma desfavorable la estabilidad
de los polifenoles como lo indican Rojas et al. (2019) quienes obtuvieron mayores
rendimientos de polifenoles a 25°C, reportando 43,9 mg equivalentes a acido
galico/g de cascara seca de Sanky. Akowuah y Zhari (2010) concluyen que
temperaturas por encima de 50°C producen una degradacion térmica en los
polifenoles, adicionalmente es posible que en un primer inicio la degradacién se
deba a la activacion de la polifenoloxidasa que cataliza este proceso en un rango
de temperaturas de 50 — 60°C en estudios de polifenoles en hoja de Orthosiphon
Stamineus. Por otro lado, existen investigaciones que afirman que a mayor
temperatura se obtiene mayor contenido de polifenoles, tal es el caso de Aguirre
et al. (2013), quienes en su investigacion reportaron que obtuvieron mayores
concentraciones de compuestos fendlicos de cascara de tuna a una temperatura
de 93°C, pues esta condicion aumenta el movimiento molecular lo que ayuda en
la extraccion de los compuestos bioactivos de la matriz celular. Al igual que,
Chaalal etal. (2012), cuyos resultados mostraron que 90°C es la mejor

temperatura de extraccion para los compuestos fendlicos de las semillas de tuna.
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c) Solvente

El tipo de solvente influye en la cantidad de polifenoles extraidos debido a que
los compuestos fendlicos mas polares y estructuras glicosidicas son mas solubles
en solventes polares y menos solubles en compuestos organicos no polares
(Pérez et al., 2013). Los solventes mas adecuados son las mezclas agua-etanol,
agua-acetato de etilo, agua-metanol y agua-acetona para la extraccion de
polifenoles (Benayad etal., 2014). Do etal., (2014) recuperaron mayores
contenidos de polifenoles con mezcla agua-etanol que con solventes puros
(acetona, etanol, metanol), por lo que concluyen que el aumento de la

concentracion de agua en el solvente mejora el rendimiento de extraccion.

d) Tiempo de extraccion

El tiempo de contacto del solvente con la matriz permite una mayor interaccion
y una mayor penetracion del solvente en los nano y microporos, con una mayor
recuperacion de los compuestos (Osorio y Meireles, 2013). Salvador (2017) indicé
que el tiempo influyd en el contenido de polifenoles, evaluando un rango de tiempo
de 3 a 13 minutos, teniendo una mayor recuperacion de polifenoles en 8 min con
una amplitud del 75%, concluyendo que, si se incrementa la amplitud y el tiempo
de ultrasonido en la cascara de tuna purpura, disminuye la concentracion de

fenoles.

e) Tamaio de particula

La reduccion del tamafo de particula por molienda no solo aumenta el area
especifica de las materias primas sino que también rompe las paredes celulares,
liberando una mayor cantidad de polifenoles (Osorio, 2011). Similarmente,
Rocchetti et al., (2018) determinaron que el promedio de contenido polifenoles de
particulas pequenas (0,68 mm) es 66,2% mejor que con particulas grandes (1,05

mm).

2.2.4. Betalainas

En la tuna roja, los pigmentos responsables de su color caracteristico son
las betalainas, los cuales derivan del acido betalamico (Figura 3-A) y son solubles

en agua (Chethana et al., 2007). Se clasifican principalmente en dos grupos: las
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betacianinas, responsables del color rojo-purpuray las betaxantinas, de coloracion
amarillo-anaranjado. En las betacianinas el acido betalamico esta unido al grupo
3,4-dihidroxifenilalanina (DOPA), que puede estar o no glicosilado, mientras que
en las betaxantinas estd unido con aminoacidos o derivados aminos. Ambos
pigmentos absorben a distintas longitudes de onda; las betacianinas a 535-550
nm y las betaxantinas a 475-480 nm en el rango de luz visible (Allegra et al., 2005
y Delgado-Vargas et al., 2000). Dentro de las betacianinas de la tuna roja (Opuntia
ficus-indica) se han identificado principalmente la betanina (Figura 3-B) y en
menores niveles la isobetanina (Saénz et al., 2009). Dentro de las betaxantinas se
ha identificado la indicaxantina (Figura 3-C) (Allegra et al., 2005). Betacianinas y
betaxantinas se encuentran presentes tanto en la cascara como en la pulpa del
fruto de la tuna (Castellar et al., 2003).
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Figura 3. A (acido betalamico), B (betanina), C (indicaxantina)

Garcia et al., (2019) recolectaron tunas cultivar Morada (color purpura),
Sanguinos (color rojo) y Verdal (color amarillo) en Espafa y tuna cultivar Pelota
(purpura), Vigor (rojo) y Diamante (amarillo) en México, a los cuales se les hizo
una cuantificacion de betalainas totales, betacianinas y betaxantinas en fruta
entera, pulpa y cascara. Encontrandose mayor contenido de betalainas (2422,5
pg/g) en tuna Pelota (color purpura) en comparacion a la fruta entera. Los
cultivares Morada y Pelota mostraron la mayor concentracion de betacianinas
(1372-276 pg/g de fruta entera seca), mientras que los mayores valores de
betaxantina se obtuvieron en cultivares rojos espafioles de Sanguinos y Diamante

mexicano amarillo (435 - 488 ug/g fruta entera seca).

Saénz etal.,, (2009) reportaron contenidos de 28,09 mg/100 g de
betacianinas expresadas como betanina y 9,96 mg 100/g de betaxantinas

expresadas como indicaxantina en pulpa de tuna roja.
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En tunas rojas (Opuntia ficus-indica L. Miller) cultivadas en Chile, el
contenido de betacianinas presente en el fruto entero (con cascara) varia entre
16,6 a 62,4 mg/ 100 g expresado como betanina y el contenido de betalainas

depende del ecotipo, madurez, clima y procedencia del fruto (Saenz et al., 2008).

2.2.4.1. Factores que influyen la extraccion de betalainas

Las betalainas pueden hidrolizarse y oxidarse durante el almacenamiento
y/o procesamiento, ya que son sensibles a varios factores como el pH, la
temperatura, la luz, la actividad del agua, el oxigeno, los iones metalicos y la

accion enzimatica (Cai et al., 2005).

a) Temperatura

La tasa de degradacion de betalainas tiende a ser mas rapida a medida que
aumenta la temperatura (> 60°C), si el periodo de calentamiento es mas
prolongado, conduce a la pérdida de atributos de color y capacidad antioxidante,
produciendo también su hidrolisis. Por ejemplo, la betanina se puede transformar
en acido betalamico y en el ciclo DOPA-5-0O-glucésido por degradacién térmica
(Azeredo, 2009). Un estudio llevado a cabo en beterraga roja indicé que el
calentamiento de su jugo a temperaturas entre 70 y 80°C en medio acidificado
provoca la degradacion del 25% de las betalainas que producen neobetaninas,
2,17-bidescarboxi-2,3-bidescarboxi-betanina (Nemzer et al., 2011). En otro
estudio, concluyeron que un aumento de temperatura (60 a 80°C), las

betacianinas presentaron una degradacion del 75% (Apaza, 2017).

b) Actividad de agua

La degradacion de las betalainas por actividad de agua sigue una cinética de
primer orden, que tiene la mayor estabilidad en condiciones de baja humedad y
actividad de agua, ya que el agua esta disponible en menor cantidad para que
ocurran tales reacciones quimicas. Se ha establecido que la actividad del agua
tiene un efecto exponencial sobre la estabilidad de las betalainas, que disminuye

cuando la actividad de agua aumenta de 0,32 a 0,75 (Delgado et al., 2000).
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¢) Oxigeno

Herbach et al., (2004) sefialan que la degradacion de las betalainas depende
de la presencia de oxigeno, puesto que ésta no se da en condiciones anaerobias.
Este tipo de degradacién se puede evitar mediante la utilizacion de acido

ascorbico; el oxigeno causa una degradacion de 14,6% (Herbach et al., 2004).

d) pH

Finalmente, las betalainas son estables en valores de pH entre 3 a 7. Luego
se induce la degradacion cuando las condiciones de pH estan por encima o por
debajo de estos valores (Herbach et al., 2005). El pH éptimo para las betalainas
se ha reportado en beterraga roja a pH 5,5-5,8 y, en condiciones anaerobicas, a
pH 4-5; particularmente, la betanina mostré que su estabilidad depende del pH y
el pH para la estabilidad maxima de la betanina oscila entre 5,5 y 5,8 cuando hay

oxigeno presente (Cardoso et al., 2014).

2.2.5. Métodos de extraccion

2.2.5.1. Extraccién por método convencional

La extraccion de compuestos bioactivos por métodos convencionales es
generalmente por maceracion, esta operacién consiste en la separacion de uno o
mas componentes contenidos en una fase soélida, mediante la utilizaciéon de una
fase liquida o solvente. Este tipo de operaciones se lleva a cabo en una o en
multiples etapas. Una etapa es aquella en la que se ponen en contacto las dos
fases durante un determinado tiempo de forma que se realiza transferencia de
materia entre los dos componentes de las fases. Una vez alcanzada el equilibrio

se procede a la separacion mecanica de las fases (Wang y Weller, 2006).

Por ejemplo, la extraccién por maceracion de polifenoles en flores de
Opuntia ficus indica consta en dos fases: La extraccion solido-liquido que es la
primera fase, consiste en agitar solucién muestra: solvente (1:20) durante 24 h a
25°C con un agitador orbital. En la segunda fase se recupera el extracto mediante
filtracion, el filtrado se evapora y el residuo se diluye en una mezcla metanol/agua
(50/50, v/v) (Benayad et al., 2014). Todo este proceso hace que la recuperacién

de polifenoles por maceracion sea engorrosa, ademas, que presenta limitaciones
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como bajo rendimiento, poca eficiencia y el uso de una gran cantidad de solventes

que tienen algunos riesgos para la salud (Farooq et al., 2022).

2.2.5.2. Extraccién por métodos alternativos

2.2.5.2.1. Extraccion asistida por ultrasonido

La extraccion de compuestos bioactivos por ultrasonido es un método
limpio, sencillo, rapido y amigable con el medio ambiente en comparacion con los
meétodos convencionales, ademas de su alta reproducibilidad en corto tiempo, de
facil manipulacion y disminucion en el uso de solventes frente a otros métodos
(Rojas et al., 2019).

Las ondas ultrasénicas consisten en una secuencia de ciclos de
compresion y rarefaccion, que pueden propagarse a través de cualquier medio
(sdlido, liquido o gaseoso) provocando el desplazamiento y desalojo de las
moléculas de sus ubicaciones iniciales. La ultrasonicacion crea presion negativa
en el sistema liquido y genera cavitacion acustica que aparece como una burbuja,
ya que los gases ya no se pueden disolver bajo presion negativa (Yasui, 2018).
La cavitacion acustica puede inducir los diferentes fendmenos de alteraciones en
los tejidos celulares de las plantas, tales como fragmentacion de la matriz, erosién
celular, formacion de poros, aumento de la absorcion, fuerza de corte y cambios

en el indice de hinchamiento (Madaraboina et al., 2021).

La cavitacién produce ondas de choque, microchorros, fuerza de corte y
turbulencia que, a su vez, modifica la matriz vegetal y acelera la extraccion. Las
ondas de choque se producen durante el rebote de las burbujas después del
colapso (las ondas de presion radiadas durante la expansion de la burbuja
superan las ondas de presion de la burbuja previamente colapsada). El campo de
presion desequilibrado alrededor de la burbuja provoca la formacién de un chorro
de liquido penetrante durante el proceso de ultrasonicacion (Yasui, 2018). Estos,
a su vez, provocan la fragmentacion de la matriz de la pared celular para impulsar
una mayor solubilidad de los bioactivos en el solvente a medida que disminuye el
tamano de las particulas, mejora el area de superficie, lo que en consecuencia da
como resultado altas tasas de transferencia de masa en las capas limite de la
matriz vegetal. Este fendmeno puede atribuirse a la colisibn de particulas

aceleradas y la generacion de ondas de choque. El otro es la erosion, que
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implosiona las burbujas de cavitacién sobre la superficie de la matriz vegetal. Esto
provoca el dafo localizado en los tejidos celulares, y estas ubicaciones
erosionadas facilitan un mayor contacto del solvente que conduce a su extraccion

mejorada (Madaraboina et al., 2021).

La sonoporacion ocurre después de la formacion e implosion de burbujas
que, a su vez, genera la fuerza de corte y la turbulencia para acelerar la liberacion
de bioactivos. La transmision acustica son movimientos constantes de fluidos
generados debido a ondas de sonido de alta amplitud mientras se propagan a
través del medio fluido. El ultrasonido mejora el indice de hinchamiento y la
absorcion de agua de la matriz vegetal, lo que aumenta la difusién y la desorcion
de solutos a los solventes, lo que resulta en una extraccion mejorada. Por lo tanto,
el rendimiento de extraccién mejorado por los EAU no puede atribuirse a un
mecanismo, sino a todos los mecanismos combinados (Chemat et al., 2017).

2.2.5.2.1.1.Factores que influyen en la extraccion asistida por ultrasonido

a) Solvente

La eleccion del solvente en la extraccion asistida por ultrasonido (EAU)
depende de la solubilidad de los metabolitos objetivo, pero también de parametros
fisicos como la viscosidad, la tensién superficial y la presion de vapor del solvente.
Esos parametros fisicos afectaran el fendmeno de la cavitacion acustica y mas
especificamente el umbral de cavitacion (Chemat et al, 2017). El inicio de la
cavitacion en un liquido requiere que la presién negativa durante el ciclo de
rarefaccion supere las fuerzas cohesivas entre las moléculas que componen el
liquido. Un aumento de la viscosidad, o un aumento de la tensién superficial,
induce un aumento de estas interacciones moleculares, por lo que aumenta
significativamente el umbral de cavitaciéon. De esta manera, la amplitud debe
aumentarse cuando se trabaja con muestras de alta viscosidad. Esto se debe a
que a medida que aumenta la viscosidad de la muestra, también aumenta la
resistencia de la muestra al movimiento del dispositivo ultrasonico, por ejemplo, la
punta de una sonda ultrasénica. Por lo tanto, se recomienda una alta intensidad
(o alta amplitud) para obtener las vibraciones mecanicas necesarias que daran
como resultado la cavitacion. En la EAU se prefiere un solvente con baja presion
de vapor, ya que el colapso de la burbuja de cavitacién es mas intenso en

comparacion con los disolventes con alta presion de vapor. Sin embargo, la
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presion de vapor depende de la temperatura en el medio liquido (Carreira-Casais
et al., 2021).

b) Temperatura

Durante EAU, la temperatura afecta fuertemente las propiedades del solvente.
Un aumento de la temperatura da como resultado una disminucion tanto de la
viscosidad como de la tensién superficial, e induce un aumento de la presion de
vapor. Un aumento en la presion de vapor hace que entren mas vapores de
disolvente en la cavidad de la burbuja y numerosas burbujas de cavitacion, que
colapsaran con menos violencia y reduciran los efectos de la sonicacion (Tomsik
et al, 2016). Como consecuencia, a temperaturas mas altas, los efectos
sonoquimicos debidos al colapso de las burbujas de cavitacién pueden reducirse.
Por lo tanto, los efectos sonoquimicos se ven favorecidos por bajas temperaturas
y generalmente se aplica un control de temperatura para limitar el aumento de

temperatura (Peng et al., 2020).

Por otro lado, el aumento de la temperatura conduce a un aumento del
rendimiento de extraccion (Madaraboina et al., 2021). En el caso de los EAU, un
aumento de temperaturas de 20 a 70 °C presenta un efecto beneficioso en
comparacion con las extracciones no sonicadas (Chemat et al., 2017). Este efecto
se ha justificado por un aumento en el numero de burbujas de cavitacion y una
mayor area de contacto solido-disolvente, mejoras en la difusividad del disolvente
con la consiguiente mejora de la desorcién y solubilidad de los compuestos de
interés. Sin embargo, este efecto disminuye cuando la temperatura esta cerca del
punto de ebullicion del solvente y la mayoria de los autores informan un efecto
beneficioso de la temperatura baja (por debajo de 30°C) en el caso de los EAU
(Palma y Barroso, 2002; Esclapez et al., 2011). Es importante elegir una
temperatura de extraccién de acuerdo con el compuesto objetivo de la extraccion
(Zhang et al., 2009). Por lo tanto, es necesario un control de la temperatura para
evitar la degradacion de los compuestos termolabiles. La optimizacion del
parametro de temperatura se puede realizar para obtener el mayor rendimiento de
los compuestos objetivo sin degradacion, ya que este parametro puede variar
segun el tipo de producto (Chemat et al., 2017).
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c) Potencia

El efecto de cavitacion y la erosion del transductor dependen de la amplitud
del sistema, pero es posible que una amplitud alta no mejore necesariamente el
rendimiento de la cavitacion y la extraccion porque la EAU depende principalmente
de otras condiciones operativas, como los compuestos objetivo y el tipo de especia
(Zia et al., 2020). La potencia ultrasonica se ha empleado ampliamente para la
extraccion de bioactivos de las especias y varioé en el rango de 20 a 700 W (Kumar
et al., 2021). La intensidad de los ultrasonidos juega un papel importante en la
modificacion de la estructura celular de la planta, con el aumento de la intensidad
crea una presion acustica mas alta y burbujas de mayor tamafio que producen un
colapso mas violento y conducen a reacciones quimicas Yy fisicas posteriores
(Dezhkunov et al., 2005).

d) Tiempo

El aumento inicial del tiempo de ultrasonido, el efecto de cavitacion de la
sonicacion mejora la hinchazon, la hidratacion, la fragmentacion y la formacion de
poros en el tejido celular de la matriz vegetal. Esto provoca la liberacion de
bioactivos en el solvente a través de las altas tasas de transferencia de masay la
mayor difusividad del solvente en la matriz. El intenso dafio estructural de los
solutos, las colisiones entre burbujas y el efecto de saturacion podrian ser la razén
de la reduccion del rendimiento de extraccion de bioactivos bajo la exposicion al
ultrasonido durante un tiempo prolongado. Ademas, la cavitacion continua durante
un tiempo prolongado puede provocar la degradacion de los compuestos
inicialmente extraidos que estan suspendidos o libremente disponibles en el
disolvente (Sengar et al., 2020).

e) Tamaio de particula

La pulverizacién mejora el area superficial y crea particulas mas pequefas
con estructura celular rota y células intactas. Se considera que la estructura celular
rota conduce a una extraccion rapida y provoca un aumento inicial en el
rendimiento de extraccion debido a una mayor disponibilidad y un mayor contacto
con el solvente (Dassoff y Li, 2019). Sin embargo, las células intactas requieren
un mayor aporte de energia para la extraccion, ya que las paredes celulares

actuan como barrera para la difusion. El tamafio de particula reducido minimiza la
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resistencia a la transferencia de masa como resultado de la reduccion de las
dimensiones caracteristicas y la desintegracion de la estructura celular (Chemat
et al., 2017).

Karunanithi y Venkatachalam (2019) compararon el método de extraccion
soxhlet y ultrasonido sobre los polifenoles totales e identificaron los compuestos
fendlicos presentes en el extracto de cascara de tuna (Opuntia ficus-indica); el
ultrasonido fue una técnica alternativa eficaz para la extraccion de polifenoles de

la cascara de tuna.

2.2.5.2.2. Extraccion con liquidos presurizados (ELP)

La extraccion con liquido presurizado (ELP) denominada también como
extraccion acelerada por solvente (ASE) es un método de extraccién alternativa y
amigable con el medio ambiente que permite reducir el tiempo de extraccion y los
volimenes de solvente, asi como mejorar el rendimiento de extraccién de los
polifenoles, betalainas y compuestos bioactivos de interés (Schantz, 2006). El
proceso de ELP emplea el uso de solventes a altas temperaturas, por encima de
su punto de ebullicion y por debajo de su punto critico, bajo suficiente presion para
mantenerlo en estado liquido (Plaza y Turner, 2015).

Durante la extraccion con liquido presurizado, la muestra se encuentra en
una celda de extraccion que estd expuesta a altas temperaturas y presiones. El
volumen de la celda varia entre 1 y 100 mL. Esta celda estd hecha de acero
inoxidable para soportar las altas presiones. La celda esta conectada a la bomba
que la llena de solvente y permite que este ultimo circule. La celda debe estar
absolutamente llena para maximizar el contacto del solvente con la matriz. Esto
también evita que se produzca oxidacion a altas temperaturas. Luego, el extracto
se empuja hacia un vial de recoleccion con un segundo volumen de solvente v,
finalmente, todo el solvente se empuja con un flujo de gas inerte (Tierney et al.,
2013).

2.2.5.2.2.1. Factores que afectan el desempeiio del ELP

a) Temperatura
La temperatura de extraccion es el factor mas importante en ELP. En teoria,

cuanto mayor sea la temperatura, mayor sera el rendimiento de compuestos
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bioactivos (Perez-Vazquez et al., 2023). Esta afirmacién debe examinarse
detenidamente, ya que es ampliamente conocido que algunos compuestos
bioactivos, comunmente extraidos por PLE, son termolabiles y las altas
temperaturas pueden tener un efecto negativo en su bioactividad (Alvarez-Rivera
et al., 2019).

Bajo ELP, las propiedades fisicoquimicas de los solventes se modifican con
el aumento de la temperatura. Por ejemplo, bajo condiciones subcriticas, la
constante dieléctrica (k) de ciertos solventes, especialmente agua, disminuye al
aumentar la temperatura, lo que implica que la polaridad del solvente puede
ajustarse alterando su temperatura. Este efecto es particularmente drastico para
el agua; el agua pura a presion y temperatura ambiente presenta una constante
dieléctrica alrededor de 79, mientras que a 200°C y una presion de 1,5 MPa
(necesaria para mantener el estado liquido), su constante dieléctrica disminuye
hasta 35, una reduccion significativa (Uematsu y Frank, 1980). Esto significa que
la kK agua en estas condiciones es similar al kK metanol a temperatura ambiente
(Carr et al., 2011). Adicionalmente, durante la ELP, un incremento de temperatura
favorece la cinética de transferencia de masa al interrumpir las interacciones
analito-matrices, especialmente los enlaces de hidrégeno y otras fuerzas dipolo-
dipolo, lo que facilita la desorcion inicial de los analitos (compuesto de interés) de
la matriz de la muestra. Una temperatura mas alta también da como resultado una
difusividad mas rapida, asi como una solubilidad alterada (generalmente mas
alta), lo que lleva a un cambio en la division de los analitos entre la matriz de
muestra y el solvente (Perez-Vazquez et al., 2023). Es importante optimizar la
temperatura de extraccion en ELP para aprovechar al maximo la solubilidad
mejorada y la transferencia de masa mejorada, pero aun asi minimizar los efectos
de degradacion. Este enfoque es mas importante que en ELP con solventes que

no sean agua (Plaza y Turner, 2015).

b) Presién

La presion en si tiene un impacto limitado en las caracteristicas del solvente
siempre que el solvente se mantenga en estado liquido o en la eficiencia de
extraccion ELP (Teo et al., 2010). Ademas, una presion elevada podria ayudar a
humedecer la matriz de la muestra, lo que mejoraria la eficiencia de extraccion.
Por lo tanto, normalmente se emplea una presion de 5 a 15 MPa a menos que se

use la presion de saturacion del solvente (Carr et al., 2011).
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c¢) Tiempo

El tiempo de extraccion en PLE se define como el tiempo durante el cual el
solvente esta en contacto con la matriz a la presion, temperatura y flujo deseados.
El tiempo de extraccidon necesario para extraer completamente una matriz en
particular dependera de la matriz, el tipo de compuesto (Alvarez-Rivera et al.,
2019).

d) Relaciéon matriz/solvente

Un parametro importante a tener en cuenta en PLE es la proporciéon de
muestra/solvente. La proporcion de solvente a muestra debe ser lo mas pequefia
posible para evitar la dilucién del extracto, pero al mismo tiempo lo suficientemente
grande para proporcionar el mayor rendimiento de extraccién posible (Alvarez-
Rivera et al., 2019).

e) Tamaio de particula

Las muestras solidas generalmente tienen que ser molidas, picadas, molidas
y homogeneizadas. El tamafio de particula afecta la transferencia de masa y debe
optimizarse para maximizar la superficie de contacto; por ejemplo, un area de
superficie mas grande por unidad de masa da como resultado una mejor
accesibilidad del solvente al analito. Ademas, la velocidad de migracion del analito
a través de los poros de la matriz aumenta al disminuir el tamafio de particula
(Malik y Mandal, 2022).

f) Dispersante

A veces se emplean dispersantes, como arena de mar, arena de cuarzo,
perlas de vidrio, entre otros para favorecer la distribucion uniforme de la muestra
y el extractante, lo que podria aumentar el rendimiento de la extraccion (Plaza &
Turner, 2015).

2.2.5.3. Extracciéon por método secuencial

Existen diversas tecnologias alternativas de extraccién para Ila

recuperacion de compuestos bioactivos, como la extraccion con liquido
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presurizado, extraccion asistida por ultrasonido, entre otros. No obstante, los
principios de funcionamiento de estas tecnologias de extraccion innovadoras son
diferentes. El método secuencial consiste en combinar dos o mas métodos de
extraccion, donde esta combinacion puede consistir de un método convencional
con un método alternativo, combinacion de dos o mas métodos alternativos
extraccion de forma secuencial para mejorar el rendimiento de los compuestos
bioactivos presentes en diferentes matrices. Por ejemplo, la combinacién
secuencial del ELP y EAU para recuperar polifenoles totales a partir de cascara
de granada (Rocchetti et al., 2018).

En el proceso de ELP, bajo altas condiciones de temperatura y presion, las
propiedades fisicoquimicas del solvente, incluidas la tension superficial, la
densidad, la viscosidad, la difusividad y la constante dieléctrica, se modifican
significativamente. Esto da como resultado capacidades mejoradas de
solubilizacion y extraccion. Ademas, al aumentar la temperatura, Las interacciones
intermoleculares (fuerzas de Van der Waals, enlaces de hidrégeno y atraccion
dipolar) que unen el compuesto objetivo a la estructura que lo contiene se reducen
drasticamente, esto facilita su extraccion (Andreu y Picd, 2019). Aunque la ELP
mejora las propiedades de los disolventes, la accesibilidad a las estructuras
internas sigue representando un factor limitante, especialmente cuando las
barreras biolégicas son particularmente dificiles de superar. Por ello, su
combinacion con la extraccion asistido por ultrasonido parece de gran interés ya
que se ha demostrado que este ultimo mejora la accesibilidad a través de la
disrupcién celular y el adelgazamiento de las membranas por medio de la
cavitacion (Bhagya y Dash (2020). Se han utilizado diferentes solventes, como
agua, etanol, mezclas agua/etanol, en su estado subcritico, en combinacién con
ultrasonido. Como resultado, se obtuvieron mayores rendimientos de compuestos
bioactivos (Machado et al., 2017).

2.3. Definicion de términos

a) Polifenoles: Son un grupo de sustancias quimicas encontradas en plantas

caracterizadas por la presencia de mas de un grupo fenol por molécula.

b) Betalainas: Son pigmentos nitrogenados solubles en agua que imparten
colores de amarillo a rojo a las semillas, frutos, flores, hojas, cascara, tallos
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c)

d)

g)

y las raices de las plantas. Ademas, las betalainas poseen capacidad

antioxidante.

Extraccion por Liquidos presurizados (ELP): Es un sistema o equipo de
extraccion de compuestos bioactivos que trabaja bajo condiciones

subcriticas.

Extraccion asistida por ultrasonido (EAU): Es una tecnologia alternativa

que su principio radica en la cavitacion.

Cavitacion: Es la formacion crecimiento y colapso de las burbujas de vapor
de solvente. La propagacion de ondas ultrasonicas provoca la produccion
de burbujas de cavitacion que crean una fuerza de corte, que se utiliza
principalmente en la extraccion asistida por ultrasonido. Las burbujas
rompen la pared celular de la planta, provocando un aumento en la liberacion

de compuestos extraibles.

Capacidad antioxidante: Se define como el potencial de una sustancia o

compuesto para inhibir o dificultar la oxidaciéon de un sustrato.

ORAC: Es un método que mide la capacidad antioxidante de una sustancia,
a través de una sefal fluorescente de una sonda que se extingue en
presencia de especies reactivas de oxigeno (ROS). La presencia de un
antioxidante absorbe las ROS generadas, lo que permite que persista la

sefial fluorescente.
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. METODOLOGIA

3.1. Tipo y nivel de Investigacion

El presente trabajo de investigacion es tipo experimental, cuantitativo y nivel

de investigacion explicativo.

3.2. Ambito temporal y espacial

El desarrollo del proyecto de investigacion se llevé a cabo durante el periodo
enero - diciembre del 2022. El acondicionamiento de muestras, el andlisis de
contenido de polifenoles, betalainas, capacidad antioxidante de los extractos
obtenidos de ELP, EAU y método secuencial (ELP y EAU) a partir de cascara y
semillas de tuna roja se evaluaron en el Laboratorio de Tecnologias Sustentable
para la Extraccion de Compuestos de Alto Valor de la Escuela Profesional de
Ingenieria Agroindustrial de la UNAM-Moquegua. El perfil de polifenoles se evalué
en el laboratorio de Contaminantes Organicos y Ambiente de la Escuela
Profesional de Ingenieria Ambiental de la UNAM-llo. El contenido de azucares se
evalud en el Laboratorio de Cromatografia de la Universidad Nacional de Juliaca,
departamento de Puno.

3.3. Poblaciéon y muestra

Se recolectaron 30 Kg de frutos de tuna roja de forma aleatoria del pueblo
de San Cristobal, distrito de San Cristébal, provincia de Mariscal Nieto,
departamento de Moquegua con las siguientes coordenadas: Latitud (-
16.740336); longitud (-70.682376). Del total de las tunas adquiridas, se
seleccionaron las tunas rojas sin ningun dafo fisico, logrando recuperar 20
kilogramos de frutos enteros en buenas condiciones. De la fruta entera, la pulpa
representd 36%, la cascara 42% y semillas 22%. Por tanto, se obtuvo 7,2 Kg de
cascara y 4,45 Kg de semillas de tuna roja, los cuales se utilizaron en el proyecto

de investigacion.
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3.4. Instrumentos

3.4.1. Materiales

Frascos plastico color ambar

Vasos precipitados de 20, 100, 250 mL
Fiolas de 5, 10, 100, 500 y 1000 mL
Probetas de 10, 25, 50, 100, 500 y 1000 mL
Espatulas

Placas Petri

Tubo Eppendorf de polipropileno para micro centrifuga de capacidad

de 1,5 mL

Tubos de plastico para centrifuga de 100 mL
Gradillas de metal

Papel filtro estandar

Papel aluminio

Punta para micropipeta de 20 - 200 L
Punta para micropipeta de 100- 1000 uL
Punta para micropipeta de 1000- 5000 uL
Bolsas para sellados al vacio (22x15 cm)

. Equipos e instrumentos

Sistema de extraccién con liquido presurizado (Dionex ASE 150)
Ultrasonido de sonda (CY-500, Optic lvymen Systems™)

Lector de Microplacas (Multi - Modal - Synergy HTX - BioTek)
Espectrofotdmetro UV/visible (Genesys 150, Thermo Scientific)
Centrifuga (Pro Hospital GP6)

Picador Universal Ergomixx Bosch MS6CA4120 Blanco 800w
Licuadora de inversion Ergomixx Bosch MS6CA4120 Blanco 800w
pH metro (Thermo Scientific- Orion Versastar Pro)

Balanza analitica (Sartorius, Entris 224 1-1S)

Vortex Vib (J.P. Selecta)

Micropipeta automatica de volumen variable de 10-100 pL
Micropipeta automatica de volumen variable de 20-200 pL
Micropipeta automatica de volumen variable de 100-1000 yL
Micropipeta automatica de volumen variable de 1000-5000 L
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3.4.3.

- Congelador (Indrel, CV 54 D-486)

- Refrigeradora (Samsung- RH77H90507H FSR, 765 L)

- Selladora al vacio (Lavezzini, modelo Jolly)

- Cromatégrafo liquido de alta resolucion acoplado a un detector de
arreglo de diodos (HPLC-DAD) (Agilent 1290 Infinity 1l, USA)

Insumos y reactivos

- Folin Ciocalteu al 97%

- Acido galico al 99%

- Carbonato de Sodio al 99%

- 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH al 90%)

- Acido 6-hidroxi-2, 5, 7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico al 97%
(Trolox)

- 2,2 '-azo-bis (2-amidino-propano) dihidrocloruro (AAPH al 97%)

- Fluoresceina sddica

- Fosfato disédico (Na;HPQO4)

- Potasio dihidrogeno fosfato (KH2POj4)

- Hidrogeno-fosfato de potasio (K2HPQs4)

- Alcohol etilico absoluto al 99%

- Metanol grado HPLC

- Acetonitrilo

- Acido férmico

- Arena de cuarzo (1/167)

- Estandar de acido cafeico (98%)

- Estandar de acido vanilico (97%)

- Estandar de resveratrol (99%)

- Estandar de catequina (95%)

- Estandar de epicatequina (90%)

- Estandar de procianidina A2 (90%)

- Estandar de procianidina B2 (90%)

- Estandar de rutina (93%)

- Estandar de quercitrina (90%)

- Estandar de kaempferol (97%)

- Estandar de apigenina (95%)
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3.5. Procedimientos

3.5.1. Acondicionamiento y congelacion de las muestras

a) Acondicionamiento

Inicialmente se procedié a eliminar las gloquidias de los frutos de tuna con la
ayuda de una esponja y agua. Luego, las muestras fueron sumergidas en una
solucion desinfectante de hipoclorito de sodio (50 ppm). Después se procedié a la
separacion de la cascara, pulpa y semillas segun el siguiente detalle: i) se
comenzo cortando los extremos del fruto y con un corte longitudinal se desglosé
la cascara de la pulpa, ii) se procedio a cortar las cascaras en trozos de 2x2 cm y
la pulpa fue procesada con una licuadora de inmersion, iii) el zumo fue filtrado para
obtener las semillas. Posteriormente, las muestras de cascara y semillas fueron
acondicionadas en bolsas de sellado al vacio. Todas las muestras se congelaron
(-20°C) para posteriores analisis (Figura 4). La Figura 5 muestra la metodologia

que se aplico al trabajo de investigacion.
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Figura 4. Acondicionamiento y congelacion de las muestras
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CONCENTRACION DE

ACONDICIONAMIENTO EXTRACCION CON: TEMPERATURA °C ETANOL %
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I—» (0] Polifenoles totales
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- . Capacidad antioxidante
> ELP —_—> 70 — 30 por-
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ELP y EAU iz @R EEL e como glucosa, fructuosa y
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Figura 5. Metodologia del trabajo de investigacion con las variables estudiados.
ELP: Extraccién por liquidos presurizados.
EAU: Extraccion asistida por ultrasonido.
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3.5.2. Métodos alternativos de extraccion

3.5.2.1. Método de extraccion asistido por ultrasonido (EAU)

Se utilizé la metodologia planteada por Bhagya Raj y Dash (2020) con algunas
modificaciones. En resumen, las muestras congeladas de cascara fueron
trituradas mediante un picador universal (Ergomixx Bosch MS6CA4120) por 20
segundos con la finalidad de obtener un tamario de particula de ~1 mm. Mientras,
las semillas pasaron por un molino para granos (corona con tolva alta) para
alcanzar un tamafo de particula de ~1 mm. Luego, las muestras acondicionadas
(cascara o semillas) se sometieron a diferentes temperaturas (30, 50 y 70°C)
combinando con mezclas agua-etanol (0, 30 y 60%) por 20 minutos en un sistema
de ultrasonido con sonda (CY-500, Optic lIvymen Systems™). Posteriormente, los
extractos obtenidos fueron centrifugados durante 10 minutos a 4000 rpm en una
centrifuga (Pro Hospital GP6). Luego el sobrenadante fue filtrado con papel filtro
estandar. Finalmente, la relacion muestra: extracto fue de 1:32,5; estos extractos
recolectados se transfirieron a viales ambar y se almacenaron a -20°C para su

posterior analisis quimico.

3.5.2.2. Método de extraccion con Liquidos Presurizados (ELP)

Para la extraccion con liquidos presurizados se utilizé la metodologia
planteada por Huaman-Castilla et al., (2019) con algunas modificaciones. Se
mezclaron 4 g de muestra en base seca (cascara o semillas de tuna roja) con 30
g de arena de cuarzo. Luego, la mezcla se acondicioné en una celda de extraccion
de 100 mL con una base de 40 g de arena de cuarzo. El proceso de extraccion
fue realizado en un dispositivo ELP (ASE 150, Dionex, Thermofisher, San José,
CA, EE. UU.). Para tal fin, diferentes mezclas de agua-etanol (0, 30 y 60%)
combinadas con temperaturas moderadas (50, 70 y 90°C) fueron realizadas para
la obtencion de extractos. Los parametros fijos de extraccidon fueron 10 MPa de
presion, un ciclo de extracciéon, 20% de volumen de lavado, 250 segundos de
tiempo de purga con nitrogeno y 5 min de tiempo de extraccion estatica.
Finalmente, una relacién matriz/extracto de 1:32,5 fue obtenida, la cual fue
transferida a viales ambar y se almacenaron a -20°C para su posterior analisis

quimico.
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3.5.2.3. Extraccion de polifenoles y betalainas por método secuencial

El método secuencial consistié en la extraccion de polifenoles y betalainas
primeramente por extraccion con liquido presurizado (ELP) y luego la
recuperacion de estos compuestos fue continuada por la extraccion asistida por
ultrasonido (EAU). Para combinar ELP y EAU se seleccion6 el mejor tratamiento
de ambos procesos en relacion al mayor contenido de polifenoles en cascara y

semillas de tuna roja.

Primero, la extraccion de polifenoles se efectué por ELP (10 MPa) a una
condicion de operacion de 90°C con agua pura como solvente de extraccion para
cascara y a 90°C con una concentracion de etanol al 60% para semillas de tuna
roja, un ciclo de extraccién, el volumen de lavado o descarga del 20% se tuvo que
disminuir hasta 5%, tiempo de purga con nitrégeno de 250 segundos y un tiempo
de extraccion estatico de 5 min; el extracto saliente se almacend en un vial ambar
(Figura 6). Posterior a ello, de la celda de extraccion, las particulas de cascara o
semillas mezcladas con arena de cuarzo se separaron por gravedad utilizando
etanol al 60% para semillas y con agua pura para los restos de cascara de tuna
roja. Luego, la muestra recuperada pasoé a la extraccién asistida por ultrasonido
(Figura 6).

Para cascara, la condicion de operacion fue 30°C con etanol al 30% por 20
minutos en el ultrasonido. Luego, se centrifugd y el extracto obtenido se mezclé
con el extracto de ELP y se complet6 con 30% de etanol hasta tener una relacién
matriz/extractante de 1:32,5. Respecto a semillas, en el ultrasonido se trabajé a
una condicion de operacién de 70°C con etanol al 60% por 20 minutos, se
centrifugd y el extracto de semillas se mezcldé con el extracto de ELP, teniendo
una relacion de matriz/extractante de 1:32,5 (Figura 6). Los extractos de cascara

y semillas del método secuencial se congelaron a -20°C para su posterior analisis.
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Figura 6. Método secuencial de ELP y EAU
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3.5.3. Determinacién del contenido de polifenoles

El contenido de polifenoles totales se determiné utilizando el método
colorimétrico de Folin-Ciocalteu de Singleton y Rossi, (1965) y adaptado por
Huaman-Castilla et al., (2021) con algunas modificaciones. Se mezclé 150 pL de
agua destilada, 20 yL de extracto de cascara o semillas de tuna roja y 10 pl de
reactivo Folin- Ciocalteu (1 N) se agité y se dejé en reposo durante 3 minutos.
Posteriormente se afadié 20 pL de carbonato de sodio al 10% y se dejé reposar
por 60 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. La absorbancia se midi6 a
765 nm en un lector de microplacas (Multi-Modal de Microplacas Synergy™ HTX)
(Figura 7). Los resultados se expresaron como mg equivalente a acido galico por
gramo de solido seco (mg EAG/gss). Se trabajo con una curva de calibracion de
acido galico (0,02 a 0,08 mg/mL) (Anexo 1).

Se mezclo Reaccion por 60 min

. i[2[sa]sTe[+Tes]u]=]=] enoscuridady [ [+[s]e[7 o] [w]u]=
150 ul de agua & temperatura ambient [ 09 9000000000
g gssesssssss
diluida ';' ———) 000000000000
v ‘e00000000000

*10 pL de Foln [~ eecoec0c000000
i - leececccccc0e
Ryl - : . ‘e0ccecccccee

20 ul de
Carbonato de

sodio al 10%

Se trabajo con una curva de calibracién
de Acido Galico

Lector de Microplacas
(Lectura de polifenocles a 765 nm)

Figura 7. Metodologia del Polifenoles Totales
3.5.4. Determinacion de la capacidad antioxidante
3.5.4.1. Determinacion de la capacidad antioxidante por DDPH

La capacidad antioxidante por DPPH de los extractos de cascara y semillas
de tuna roja se determinaron por el método desarrollado por Brand et al., (1995) y
adaptado por Saravanakumar et al. (2015) con algunas modificaciones. Se mezclo
100 uL de extracto diluido con 100 pL de solucién metandlica de DPPH (0,3 mM)

en una placa de 96 pocillos protegido de la luz por un periodo de 45 minutos a
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temperatura ambiente, luego se hizo la lectura en un lector de placas a 517 nm
(Figura 8). Simultaneamente, se utilizaron como blanco metanol y como parte del
control 100 yL de solucion de DPPH y 100 pL de metanol (Figura 8). Los
resultados fueron expresados en ICso (mg/mL), concentracién necesaria del
extracto de cascara o semillas de tuna roja para inhibir el 50% de la absorcién de
radicales DPPH.

Agitar

[+ [ s[s]oTe]o[n[s] ] Roscctnporasminen | [:]:[s]+]s]s]r]e]o]n]n]2

socisnoppr ] 1 OC 00000000 0® @ oscuidadyterperanra (OO OO 00000000

(0.03 mM) 0000000000009 mbente
000000000000

+ 000000000000 )
Muestra ‘000000000000

1

000000000000
00000000000

T

aacon | 1000000000000 000000000000
tanol
- /1000000000000 00000000000
‘000000000000 00000000000
()| BLANCO
@ conTROL
@ MUESTRA

Lector de Microplacas
(Lectura de DPPH a 517 nm)

Figura 8. Metodologia del DPPH

3.5.4.2. Determinacion de la capacidad antioxidante por ORAC

La capacidad antioxidante por ORAC (Capacidad de Absorcion de
radicales de Oxigeno) se determindé mediante el método descrito por Chirinos et
al., (2013). Se llevo acabo en un lector de microplacas Multi-Modal de Microplacas
Synergy™ HTX, con placas negras de 96 pocillos. Previamente, se prepard una
solucion buffer fosfato (PBS) (fosfato monopotasico, KH2POs, junto con hidrogeno-
fosfato de potasio, K;HPQO4) a una concentracion de 75 mM y pH 7,4 que se utilizd
para diluir el diclorhidrato de 2,2'-azobis(2-amidinopropano) (AAPH) a 153 mM, la
curva trolox, fluoresceina (55 nM) y para la dilucion de los extractos a evaluar. En
la placa de 96 pocillos se colocod una muestra de 25 pL de solucién estandar de
trolox (8, 16, 24, 32 y 40 yM), muestra diluida y blanco (PBS) y se incub6 durante
10 min a 37 °C antes de la inyeccion automatica de fluoresceina y AAPH diluida
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en el lector de microplacas (Figura 9). Los valores finales de ORAC se expresaron
como pmol equivalentes a trolox (ET) por gramo de solido seco de cascara y

semillas de tuna roja.

* Stock Fluoresceina

KHaPO, A Se diluyo * Stock de Trolox
bl m— © Muestra Diluida
R « APPH
Buffer PBS
(pH: 7.4)
" Inyectados por
* Diluciones el Equipo
® Dilucién de
curva trolox _
3 Fluoresceina
* Muestras
Diluidas e Solucién
- APPH

[BLANCO
@ | CURVA DE CALIBRACION (TROLOX)
.i MUESTRA

Figura 9. Metodologia del ORAC

3.5.5. Determinacion del contenido de betalainas

La betalainas fueron cuantificadas mediante el método descrito por Von Elbe
(2001). Se precalento el espectrofotdmetro por 30 min antes de realizar las
lecturas de las absorbancias. Durante el tiempo de espera se prepard una solucion
buffer fosfato (fosfato disédico (Na;HPOs) con potasio dihidrogeno fosfato
(KH2PO4)) al 0,05M y a un pH 6,5; el cual se utilizé para diluir los extractos.
Posteriormente, se procedié a encontrar la dilucién para cada extracto tal que a
una lectura a 538 nm de la muestra diluida se encuentre en un rango de
absorbancia de 0,4 a 0,5. Obtenidos los extractos diluidos (por triplicado) se
procedié a dar lectura de los mismos a tres diferentes longitudes de onda (476,
538 y 600 nm). Se utilizé el buffer fosfato como blanco (Figura 10).
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Fosfato)

Figura 10. Metodologia del Betalainas

x=1,095%(a—rc)
Z=a—X
y=b—-z-—x/31
Donde:
a = absorcion de luz de la muestra a 538 nm
b = absorcion de luz de la muestra a 476 nm
¢ = absorcion de luz de la muestra a 600 nm

x = absorcion de luz de betanina menos las impurezas coloreadas

y = absorcion de luz de indexantina corregida por la contribucion de betanina e
impurezas coloreadas

z = absorcion de luz de las impurezas.

x* FD * PM %1000
ex

Betanina (%) = (

m * FD « PM = 1000
Indexantina (Tg) = Y L

FD= factor de dilucion

PM= Peso molecular de betanina (550 g/mol) e indicaxantina (308 g/mol)
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¢ = Coeficiente de extincion molar betanina (60 000 L/mol*cm) e indicaxantina (48
000 L/ (mol * cm)

L= la longitud del camino (1 cm) de la cubeta

BETALAINAS = Betacianinas (betanina) + Betaxantinas (indexantina)

3.5.6. Determinacion del contenido glucosa, fructuosa y sacarosa

La cuantificacion de sacarosa, glucosa y fructuosa se hizo segun la
metodologia de Wilson et al., (1981). Se tomd 2 mL de extractos de cascara de
tuna y se diluy6é en 3 mL de agua ultra pura y se homogenizd. Posteriormente, con
una jeringa se tomaron 3 mL de la mezcla diluida y se filtr6 por un filtro de 0,22 pm
(nylon). Luego, se tomaron 300 pL de la muestra diluida filtrada y se mezcl6 con
700 pL de acetonitrilo para hacer el andlisis en el equipo HPLC equipado con un
detector IR. De la muestra preparada se inyecté 20 yL bajo un flujo de 1 mL/min.
La separacion cromatografica se realizé en fase Normal a 30°C, usando una
columna LiChroCART® 250-4 Purospher® STAR NH2 (5 ym) a 40°C. La fase
movil es de Acetonitrilo/agua (70/30%) (Merck, USA) para después ser analizada

por el detector IR.

3.5.7. Identificacion del perfil de polifenoles de tuna roja

Se cuantificé el perfil de polifenoles en cascara y semillas de tuna roja segun
la metodologia descrita por Chirinos et al. (2013) con algunas modificaciones. El
equipo usado para la cuantificacion de polifenoles especificos fue un cromatografo
liquido de alta resolucion acoplado a un detector de arreglo de diodos (HPLC-
DAD). Para la extraccion de fase sdlida, se activé cartuchos SPE SiliaPrep C18
de 5 mL, y de 500 mg (Silicycle, Québec, Canada) con 10 mL de metanol grado
HPLC, seguido de 10 mL de agua MiliQ. Posteriormente, extractos de 25 mL se
inyectaron a los cartuchos con una presion de vacio moderada. Luego, se utilizd
5 mL de metanol para eluir los compuestos retenidos en los cartuchos, se filtraron
los extractos eluidos usando un filtro de jeringa de 0,22 um (nylon) y se colocaron
en viales ambar. Luego, 2 uL de las muestras fueron inyectadas a un UHPLC
(Agilent 1290 Infinity I, USA) con detector de arreglo de diodos (DAD). Se utilizd
una columna InfinityLab (Agilent, USA) Poroshell EC-C18 (2,1 mm x 150 mm x 1,9
pum) para la separacion a 30°C. La fase mévil estuvo compuesta por solvente (A)

agua MiliQ con acido férmico al 0,1 % y (B) acetonitrilo con acido férmico al 0,1
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%.), utilizando la siguiente gradiente: 0 min 95% A — 5% B, 15 min 60% A — 40%
B y 18 min 95% A — 5% B a un flujo de 0,3 mL/min. Por ultimo, los analisis se
realizaron por ftriplicado y los resultados se expresaron en pg del polifenol
especifico por gramo de solido seco (ug/gss). Se encontré un buen ajuste (R? >
0,999) en el rango de concentracion dado (Anexo 2).

3.6. Analisis de datos

Para el andlisis de datos, se verificd la normalidad de los residuos utilizando
el test de Shapiro-Wilk y el test de Bartlett para la homogeneidad de varianzas
ambos a 5% de significancia antes de aplicar el analisis de varianza.
Independiente de la semillas y cascara de tuna, un disefio factorial completo fue
utilizado por cada método de extraccién (EAU y ELP). Para la EAU, los factores
tales como temperatura (30, 50 y 70°C) y concentracién de etanol (0, 30 y 60%)
permitieron establecer un arreglo factorial de 3X3 con 2 repeticiones, con la
finalidad de analizar su efecto sobre las variables respuesta (polifenoles totales,
betalainas, capacidad antioxidante, glucosa, fructuosa, sacarosa y perfil de
polifenoles); mientras para la ELP los factores tales como temperatura (50, 70 y
90°C) y concentracion de etanol (0, 30 y 60%) permitieron establecer un arreglo
factorial de 3X3 con 2 repeticiones, con la finalidad de analizar su efecto sobre las
variables respuesta (polifenoles totales, betalainas, capacidad antioxidante,
glucosa, fructuosa, sacarosa y perfil de polifenoles). Los datos fueron analizados
mediante un analisis de varianza y prueba de comparacién Tukey con 5% de
significancia para establecer diferencias significativas. El analisis de datos se

realizd6 mediante un software estadistico Statgraphics Centurion version 2012.

La tabla 8 y 9, muestran el disefio utilizado para cada método de extraccion,
asi como también se muestran los modelos factoriales abordados para el analisis

estadistico.

Modelo factorial

Para cascara aplicando extraccién con liquido presurizado
Yik = W+ Ti+ Ej+ (TE); + €i

Para cascara aplicando extraccién asistido por ultrasonido
Yik =M+ Ti+ Ej + (TE); + €k
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Para semillas aplicando extraccién con liquido presurizado
Yik =M+ Ti+ Ej + (TE); + €k

Para semillas aplicando extraccion asistido por ultrasonido
Yik =W+ Ti+ B+ (TE); + €i

Dénde: Yjkrepresenta a la variable de respuesta, y es la media global de todos los
tratamientos, T es el factor temperatura en estudio, i representa los niveles del
factor T, E es el factor concentraciones de etanol, j representa los niveles del factor
E, (TE) j representa la interaccion de los niveles ij de los factores T y E, €k

representa el error experimental.

Tabla 8. Disefio factorial para la EAU
Solvente  Variables

N° qe Tempoeratura Etanol de
Tratamientos (°C) (%) respuesta
1 30 0
3 30 60
4 50 0
5 50 30
6 50 60
7 70 0
8 70 30
9 70 60

Tabla 9. Disefo factorial para la ELP
Solvente  Variables

N° qe Tempoeratura Etanol de
Tratamientos (°C) (%) respuesta

1 50 0

2 50 30
3 50 60
4 70 0

5 70 30
6 70 60
7 90 0

8 90 30
9 90 60
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Impacto de los métodos alternativos de extraccién en cascara de tuna

roja

4.1.1.Polifenoles totales

Tabla 10. Contenido de polifenoles de los extractos obtenidos por ELP y EAU.

Des. ELP EAU
T(°C) Etanol (%) Etanol (%)
0 30 60 0 30 60
8,63°C 10,52¢¢ 7,738
30 - - -

+ 0,02 +0,22 +0,37
11,634 9,890A 7,732A 7,838 8,4508 7,0128

50 +0,10 +0,95 + 0,11 +0,22 +0,29 +0,14

20 12,2204 11,3908 8,263A 6,554 6,860A 5,923A
+ 0,01 + 0,01 +0,33 + 0,06 + 0,05 + 0,36

90 12,968 10,742/8 10,8028 i i i

+ 0,03 + 0,08 + 0,36
Des.: Descripcion. T (°C): Temperatura. El contenido de polifenoles totales esta

expresado como miligramos equivalentes a acido galico por gramo de sélido seco
(mg EAG/gss). + representa la desviacion estandar (n=2). Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05). Las letras minusculas
indican diferencias significativas entre concentracion de solvente para cada
proceso de extraccion; mientras que las letras mayusculas indican diferencias

entre la variacidon de temperaturas para cada proceso de extraccion.

Para el proceso de ELP, el uso de etanol (0, 30 y 60%) combinado con
temperaturas moderadas (50, 70 y 90°C) permitié obtener extractos ricos en
polifenoles, cuyos valores varian de 7,73 a 12,96 mg EAG/gss (Tabla 10).
Interesantemente, el uso de agua pura a 90°C fue 20% mas efectivo en la
recuperacion de polifenoles totales en comparacion con el uso de etanol al 60%
bajo las mismas condiciones (Tabla 10). Si bien no existen trabajos en cascara de
tuna roja bajo condiciones subcriticas, hay algunos reportes sobre el uso de agua
pura bajo condiciones atmosféricas. Por ejemplo, Aguirre et al., (2013)
encontraron en cascara de tuna (Opuntia ficus-indica) que el uso de agua a 70°C
favorece en 36% la recuperacion de polifenoles comparado con el uso de etanol
(82%). Asimismo, Iftikhar et al., (2023) informaron en cladodios de tuna que el

agua pura a 25°C logro recuperar 2,5 veces mas contenido de compuestos
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fendlicos en comparacion con etanol (100%). Si bien el uso de etanol a bajas
concentraciones facilita la solubilizacion de los polifenoles, las altas
concentraciones de este solvente provocaria la desnaturalizacion de las proteinas
y material celuldsico presente en la cascara, esto impediria la liberacién de los
polifenoles , consecuentemente la recuperacién de estos compuestos se veria
afectada (Yang et al., 2009). Adicionalmente, los compuestos fendlicos solubles
se distribuyen principalmente en las vacuolas celulares, mientras que otra mayor
proporcion de polifenoles de alto peso molecular estan interactuando fuertemente
con el material celulésico y proteinas. Contrariamente, el uso de agua pura
permitiria una mayor interaccion con los grupos funcionales carboxilicos presentes
en algunos polifenoles, lo que facilitaria una mayor recuperacion (Melgar et al.,
2019). Por otro lado, en el proceso ELP, los incrementos de temperatura de 50 a
90°C mejoran en ~11,4% la recuperacion de polifenoles cuando agua pura fue
usado como solvente de extraccién (Tabla 10). Por ello, la mejor condicion de
temperatura fue establecida a 90°C (Tabla 10). Durante la ELP, los incrementos
de temperatura mejoran la energia cinética del solvente, favoreciendo la ruptura
de la matriz vegetal asi como la ruptura de los enlaces de hidrégeno entre los
polifenoles y otros compuestos como proteina, polisacaridos vy fibras,
consecuentemente la solubilidad de estos compuestos se incrementa (Antony y
Farid, 2022).

Para la EAU, los extractos presentan concentraciones de polifenoles totales
entre 7,83 y 10,52 mg EAG/gss (Tabla 10). Contrario al proceso ELP, los mayores
rendimientos se obtuvieron a bajas temperaturas y uso de etanol. Por ejemplo, el
uso de etanol al 30% a 30°C fue ~25 y ~54% mas efectivo en la recuperacion de
polifenoles en comparacion con 50 y 70°C, respectivamente (Tabla 10). Si bien
diversos trabajos refieren mayor recuperacion de polifenoles a temperaturas altas,
Karunanithi Venkatachalam (2019) reportaron un efecto contrario donde una
temperatura de 42°C favoreci6 en 14% los rendimientos de polifenoles en
comparacion a 45°C. Probablemente, las temperaturas elevadas durante EAU
reducen el fendmeno de la cavitacion (formacién, crecimiento y colapso de
burbujas) debido al incremento de la presion de vapor del solvente, esto disminuye
la capacidad de implosién de las burbujas formadas, consecuentemente una
menor proporcion de polifenoles es liberado (Chemat et al., 2017). Ademas, los
polifenoles de bajo peso molecular (monémeros) son sensibles a altas
temperaturas y probablemente se degraden (Tiwari, 2015). Con respecto al

solvente de extraccion durante la EAU, los contenidos de polifenoles fueron
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favorecidos por concentraciones de etanol de hasta 30%. Sin embargo, cuando
se agregaron cantidades mas altas de etanol (60%) en la EAU, la recuperacién de
polifenoles totales disminuy6 considerablemente (Tabla 10). Por ejemplo, a 30°C
con 60% de etanol, los rendimientos de polifenoles se redujeron en 26% en
comparacion con el uso de 30% de etanol (Tabla 10). Las mezclas de etanol-agua
tiene la capacidad de formar enlaces de hidrégeno y ceder protones, pero a
diferencia del agua pura permite disolver moléculas hidrofébicas, mejorando la
recuperacion de los compuestos bioactivos de interés (Ortiz, 2017). Sin embargo,
probablemente en el proceso de EAU las altas concentraciones de etanol
provocan la desnaturalizacion de las proteinas dentro de la matriz vegetal evitando
que la estructura vegetal colapse, consecuentemente una menor concentracion

de compuestos es liberada (Yang et al., 2009).

Si bien ambos procesos de ELP y EAU fueron efectivos para recuperar
polifenoles de la cascara de tuna roja, la ELP (90°C, agua pura) fue 23% mas
efectivo para recuperar estos compuestos en comparacion con la EUA (30°C, 30%
etanol) (Tabla 10).

4.1.2. Betalainas

Tabla 11. Contenido de betalainas totales de los extractos obtenidos por ELP y
EAU.

Descripcion ELP EAU
Temperatura Etanol (%) Etanol (%)
(°C) 0 30 60 0 30 60
30 i i i 0,90°B 1,03¢C 0,8128
1+ 0,00 10,02 1 0,06
50 0,69¢B  0,54b8B  0,362A 0,8324 0,918 0,893.C
+0,01 +0,05 0,04 10,02 10,02 + 0,01
70 0,75¢¢ 0,588 0,364 0,800A 0,84bA 0,72aA
+0,02 £0,00 0,03 10,01 0,00 10,01
90 0,55>A 0,382~  0,272A i i i

+0,07 £0,00 0,01
El contenido de betalainas totales esta expresado como miligramos de betalainas

por gramo de solido seco (mg/gss). + representa la desviacion estandar (n=2).
Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05). Las
letras minusculas indican diferencias significativas entre concentracion de

solvente para cada proceso de extraccion; mientras que las letras mayusculas
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indican diferencias entre la variacién de temperaturas para cada proceso de

extraccion.

Los extractos betalainicos obtenidos mediante ELP presentaron
concentraciones entre 0,27 a 0,75 mg/gss. Un aumento de la concentracién de
etanol desfavorece la recuperacion de betalainas. Por ejemplo, a una
concentracion de 60% de etanol a 70°C el contenido de betalainas disminuye en
52% comparado con agua pura bajo las mismas condiciones (Tabla 11). Entonces,
bajo estas consideraciones el agua pura fue el mejor solvente de extraccion para
la recuperacién de estos compuestos (Tabla 11). Al respecto, los compuestos
betalainicos son pigmentos hidrofilicos que forman facilmente enlaces de
hidrégeno con las moléculas de agua (Azeredo, 2009). Bajo la ELP, un aumento
de temperatura de 50 a 70°C con agua pura mejora en 9% el rendimiento de
betalainas (Tabla 11). Contrariamente, un cambio de temperatura de 70 a 90°C
usando agua pura desfavorece la extraccion de betalainas en ~27%. Por ello, la
mejor temperatura de operacién fue establecida a 70°C con agua pura (Tabla 11).
Similarmente Shen et al. (2019) encontraron en cascara de tuna roja (Opuntia
ficus-indica) que un incremento de temperatura de 40 a 70°C favorecioé en 18% la
recuperacion de betalainas. Durante ELP, cuanto mayor sea la temperatura,
mayor sera el rendimiento de compuestos bioactivos por efecto del incremento de
la energia cinética que permite la ruptura de la matriz vegetal (Soquetta et al.,
2018). No obstante, las betalainas son compuestos termolabiles que pueden ser

facilmente desnaturalizadas a temperaturas mayores de 70°C (Shen et al., 2019).

Para la EAU, los extractos de cascara de tuna roja presentaron contenidos
de betalainas entre 0,72 a 1,03 mg/gss (Tabla 11). La temperatura tuvo un efecto
desfavorable sobre la extraccion de betalainas durante el proceso. Por ejemplo,
un incremento de temperatura de 30 a 70°C con etanol al 30% disminuy6 en 18%
la recuperacidon de estos compuestos (Tabla 11). Al respecto, las betalainas se
degradan facilmente a temperaturas elevadas debido a reacciones de
isomerizacion, desglicosilacion y carboxilacion, lo que provoca una disminucion
del color caracteristico, afectando en el contenido de pigmento (Khan, 2016).
Ademas, las temperaturas elevadas disminuyen la intensidad de cavitacion
durante el proceso de extraccion lo que desfavorece en el rendimiento final de
estos compuestos (Chemat et al., 2017). Respecto al solvente, los rendimientos
de betalainas fueron favorecidos por concentraciones de etanol de hasta 30%.
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Cuando se agregaron cantidades mas altas de etanol (60%) al solvente EAU a

30°C, la recuperacion de betalainas disminuy6 en 21,4% (Tabla 11).

Con respecto a, los procesos de ELP y EAU mejoraron la para recuperacion
betalainas a partir de la cascara de tuna. No obstante, la EAU (30°C, 30% de
etanol) fue ~37% mas efectivo para recuperar estos compuestos en comparacion
con la ELP (30°C, 30% etanol) (Tabla 11).

4.1.3.Capacidad Antioxidante

4.1.3.1. DPPH

Tabla 12. Poder antioxidante (DPPH) de los extractos obtenidos por ELP y EAU.

Descripcion ELP EAU
Temperatura Etanol (%) Etanol (%)
(°C) 0 30 60 0 30 60
30 ) ) ) 4,292bA 3,0924 5,180A
+0,15 +0,19 + 0,58
50 7,042 Q5908 12 24cB 5,44bA 4,022A 4,8830A
+0,08 +0,49 +0,28 + 0,53 + 0,03 + 0,62
20 5,56828 7,31~ 11,598 6,948 6,088 7,9108
+0,36 +0,21 + 0,95 + 0,50 +0,16 + 0,21
90 2,032A 99,1808 8,53bA i i i

+0,056 0,72 +0,12
La capacidad antioxidante por DPPH esta expresado como ICso: mg/mL. +

representa la desviacion estandar (n=2). Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05). Las letras minusculas indican
diferencias significativas entre concentracién de solvente; mientras que las letras
mayusculas indican diferencias entre la variaciéon de temperaturas para cada

proceso de extraccion.

Los extractos de cascara de tuna roja obtenidos mediante ELP presentaron
capacidades de inhibicién del radical DPPH con valores de ICsy que varian de 2,03
a 12,24 mg/mL (Tabla 12). Comportamiento similar a los polifenoles, un
incremento de temperatura de 50 a 90°C con agua pura mejora en 77% la
capacidad antioxidante de los extractos (Tabla 12). Al igual que en polifenoles, las
mejores condiciones fueron establecidas a 90°C con agua pura (IC s0: 2,03 mg/mL)
(Tabla 12). El método DPPH mide la reaccion de transferencia de electrones entre

el radical DPPH y los compuestos antioxidantes (Liang y Kitts, 2014). Cuanto
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mayor es el contenido de polifenoles mejor es la capacidad antioxidante del
extracto para reducir el radical DPPH (Bhagya Raj y Dash, 2020). Si bien los
polifenoles son los que mas contribuyen a la actividad eliminadora de radicales
DPPH de los extractos de cascara de tuna roja (De Wit et al., 2019), las betalainas
también son responsables de la capacidad antioxidantes debido a que estos
pigmentos presentan en su estructura compuestos amino aromaticos (=NH) vy

grupos hidroxilo (-OH) donantes de hidrégeno (Cai et al., 2003).

Con respecto al EAU, los extractos obtenidos presentaron capacidades de
inhibicion del radical DPPH con valores de 1Cso que van de 3,09 a 7,91 mg/mL
(Tabla 12). Similarmente a los polifenoles y betalainas, la temperatura tuvo un
efecto desfavorable sobre la capacidad de inhibicién del radical DPPH de los
extractos obtenidos por la EAU. Por ejemplo, con 30% de etanol un incremento de
30 a 70°C desfavorece en 27% la capacidad antioxidante de los extractos (Tabla
12). Por ello, cuanto mayor es el contenido de polifenoles y betalainas mejor es

el poder antioxidante de los extractos (Tabio-Garcia et al., 2021).

Finalmente, los extractos de cascara obtenidos por ELP y EAU presentaron
capacidades antioxidantes favorables. No obstante, el extracto de cascara de ELP
(90°C, 30% agua pura) presentd ~34% mas capacidad antioxidante para inhibir el
radical DPPH en comparacion con EAU (30°C, 30% etanol) (Tabla 12).

4.1.3.2. ORAC

Tabla 13. Poder antioxidante (ORAC) de los extractos obtenidos por ELP y EAU.

Des ELP EAU
T Etanol (%) Etanol (%)
(°C) 0 30 60 0 30 60
30 ] ] ] 432,868  561,26°C  488,42aC
+5,52 + 4,43 +11,22
50 447 330A  328,552A 2792328 417 47°8B 434,538  389,06°8B
+ 42,98 + 24,34 +9,38 +2,00 + 4,00 + 3,75
20 497,88°A  362,10°A  169,142A 236,932A  320,11bA  272,50aA
+ 48,24 + 8,49 +0,70 +2,94 +4,78 + 0,65
9 625,68>8 407,263~  359,7228B ] ] ]

+ 24,66 + 5,61 + 16,98
Des.: Descripcion. T (°C): Temperatura. La capacidad antioxidante por ORAC esta

expresado como micromol equivalente a Trolox por gramo de solido seco (UM
ET/gss). + representa la desviacion estandar (n=2). Letras diferentes indican
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diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05). Las letras minusculas
indican diferencias significativas entre concentracion de solvente; mientras que las
letras mayusculas indican diferencias entre la variacion de temperaturas para cada

proceso de extraccion.

Los extractos de ELP obtenidos a partir de cascara de tuna roja presentaron
valores ORAC que varian entre 169,14 a 625,68 pyM ET/gss (Tabla 13). El
incremento de temperatura permiti6 mejorar la capacidad de inhibicion de
radicales libres de los extractos. La mejor condicidon de extraccion fue establecida
a 90°C con agua pura, la misma que fue ~63% mas efectiva para inhibir el radical
peroxilo en comparacion con el uso de etanol a 30 y 60 %, respectivamente, bajo
las mismas condiciones (Tabla 13). Para evaluar el potencial antioxidante de los
compuestos bioactivos, se ha recomendado utilizar al menos dos métodos
diferentes que varien en sus mecanismos de accién antioxidante (D. Huang et al.,
2005). El método ORAC a diferencia del DPPH, mide la capacidad de los
compuestos antioxidantes para transferir atomos de hidrégeno a radicales de
peroxilo que son altamente reactivos (D. Huang et al., 2005). Por otro lado, los
extractos obtenidos por EAU presentaron valores ORAC que varian de 362,20 a
544,20 uMET/gss (Tabla 13). EL incremento de temperatura de 30 a 70°C con
etanol al 30% desfavorece en 24% la capacidad de los extractos para inhibir el

radical peroxilo.

Si bien los extractos de cascara obtenidos por ELP y EAU presentaron
capacidades antioxidantes favorables de forma independiente. Sin embargo, no
existen diferencias significativas entre el mejor extracto de ELP (90°C, agua pura)
y el mejor extracto de EAU (30°C, 30% de etanol).

4.1.4. Contenido de glucosa, fructuosa y sacarosa

Para ambos procesos de ELP y EAU la adicion de etanol disminuyo la
extraccion de glucosa, sacarosa y fructuosa. Por ejemplo, el contenido de glucosa
en ELP fue reducida en ~13 y ~69% cuando la concentracion de etanol incremento
de 0 a30% y 0 a60% a 90°C, respectivamente (Tabla 14). Ademas, los cambios
de temperatura favorecieron la extraccion de glucosa, fructosa y sacarosa. Por
ello, parala EAU y ELP, los mayores contenidos de azucares se recuperaron con
agua pura (Tabla 14). Al respecto, los azucares tienen una mayor habilidad para
establecer enlaces hidrégeno con moléculas de agua (Alves et al., 2007).
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Tabla 14. Contenido de glucosa, fructuosa y sacarosa de los extractos obtenidos por ELP y EAU.

Descripcion ELP
Glucosa Fructuosa Sacarosa
Etanol (%) Etanol (%) Etanol (%)
Temperatura (*C) 0 30 60 0 30 60 0 30 60
50 15,81¢A 11,0904 7,684 11,31¢A 8,880A 4,862 3,91¢A  3,29pA 2,484
10,25 10,08 10,14 10,23 10,08 0,03 10,02 0,05 0,00
39,20¢8 32,3908 24,0928 30,188 12,1908 4,852A
70 +0,31 10,43 10,35 10,41 10,15 10,08 N.D. N.D. N.D.
90 58,66¢°C 52,080 34,792C 48,93¢C 32,482.C 33,6208 17,54cB 97428 15,6108
10,21 10,40 +0,86 +0,19 10,19 0,37 10,18 10,06 0,11
Descripcién EAU
Glucosa Fructuosa Sacarosa
o Etanol (%) Etanol (%) Etanol (%)
Temperatura (*C) 0 30 60 0 30 60 0 30 60
30 93,68¢C 78,940.C 73,752C 62,07¢A 60,0168 48,9828 25,108 0,00 0,00
10,52 +0,38 +0,87 10,32 10,10 10,32 0,30 0,00 0,00
50 95,7608 66,65%8 67,0228 70,38¢C 58,6308 51,472C 18,37A 0,00 0,00
10,32 10,81 10,62 10,47 10,50 10,93 10,23 0,00 0,00
20 72,594 63,264 63,2624 63,87°8 52,47°A 24,0024  25,06®B 42,000 0,00
10,76 10,53 10,46 10,70 10,45 10,09 10,22 10,19 0,00

El contenido de glucosa, fructuosa y sacarosa esta expresado como miligramo por gramo de solido seco (mg/gss). + representa la desviacion
estandar (n=2). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05). Las letras minusculas indican diferencias
significativas entre concentracion de solvente; mientras que las letras mayusculas indican diferencias entre la variacion de temperaturas para

cada proceso de extraccion. N.D.: No detectado.
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4.1.5. Impacto de los métodos alternativos de extraccion sobre el perfil de polifenoles en cascara de tuna roja

Tabla 15. Perfil de polifenoles de los extractos de ELP y EAU

Cascara de tuna roja

30°C 50°C 70°C 90°C
Descripcion 0% 30% 60% 0% 30% 60% 0% 30% 60% 0% 30% 60%
Promedio Promedio Promedio Promedio Promedio Promedio Promedio Promedio Promedio Promedio Promedio Promedio
Acidos fenélicos (ug/gss)
ELP ) ) i 27,33 7,95 2,19 34,51 10,76 2,94 41,08 12,60 3,93
Acido cafeico +0,78 +0,55 +0,10 +0,59 +0,56 +0,17 +1,90 +0,66 +0,30
EAU 10,47 37,61 31,77 2,01 22,39 16,99 1,92 16,14 8,00 ) i i
+0,53 +0,44 +1,28 10,20 +0,32 +0,60 +0,04 +0,52 +0,21
2,81 3,25 ND ND 3,91
Acido vanilico gl 167 133 £0,12 2N?7 v £0,28 7 ;32 N-D £0,35 " "
EAU -~ ND +0,04 £0,01 ND +0,05 ND ND £0,03 - - J J
ELP ) ) i 30,14 7,95 2,19 37,76 10,76 2,94 45,00 12,60 3,93
Subtotal +0,91 +0,55 +0,10 +0,31 +0,56 +0,17 +2.25 +0,66 +0,30
EAU 10,47 39,28 33,09 2,01 24,56 16,99 1,92 17,46 8,00 ) i i
+0,53 +0,40 1,27 10,20 +0,27 +0,60 +0,04 +0,55 +0,21
Estilbenos (ug/gss)
ELP ) ) i 26,36 35,01 37,54 32,17 37,68 39,76 34,11 38,96 40,09
Resveratrol +0,56 +0,74 +0,47 0,27 0,40 +0,42 +0,59 +0,39 +0,42
EAU 38,80 42,92 34,71 24,40 24,76 19,99 22,92 22,87 16,87 ) i i
+0,69 +0,89 +1,26 +0,95 +1,01 +0,59 +0,61 +0,81 +0,32
Flavanoles (ug/gss)
ELP ) ) i 5,27 1,46 ND 8,18 5,47 4,57 18,21 8,30 ND
Catequina 10,22 +0,08 0,50 0,32 +0,14 +1,38 +0,83
EAU 11,83 15,85 13,03 32,98 34,14 28,42 20,18 15,37 16,85 ) i i
+0,90 +0,57 +0,82 +1,82 +1,06 +0,91 +1,81 +0,18 +0.91
3,80 4,35 4,84
Eoicatequina ELP - ' ;38 - 40,24 2N:2 ND £0.13 2N:3 ND +0,34 ND ND
EAU ND 0,06 ND ND 0,03 ND ND 0,03 ND - - -
ELP ) ) i 11,77 6,81 4,67 14,55 7,97 5,37 22,97 16,13 12,91
Procianiding B2 +0,90 +0,56 +0,07 +1,04 +0,63 +0,07 +1,86 11,22 +1,11
EAU 1,99 3,05 3,64 3,28 3,92 2,13 2,20 4,91 2,25 ) i i
+1,99 +0,04 10,21 +0,04 +0,19 +0,08 +0,12 +0,06 +0,17
ELP ) ) i 5,58 4,09 1,18 5,22 3,02 0,90 11,20 4,93 3,31
Procianidina A2 10,10 +0,27 +0,01 +0,12 +0,05 +0,00 +0,68 +0,19 +0,09
EAU 36,51 35,34 15,72 5,03 6,01 0,59 8,28 8,70 7,14 ) i i
+1,06 +0,71 +1,16 +0,08 +0,21 +0,01 +0,31 +0,78 +0,11
ELP ) ) i 26,42 12,36 5,85 32,30 16,47 10,84 57,22 29,37 16,23
Subtotal +0,98 +0,90 +0,08 +0,28 +1,00 +0,07 +0,54 +0,19 +1,20
EAU 50,33 57,22 32,39 41,29 46,89 31,13 30,67 31,81 26,24 ) i i
+1,99 +1,27 +1,76 +1,93 +1,11 +0,84 12,24 +0,64 +0,97
Flavonoles (ug/gss)
ELP ) ) i 27,80 9,33 4,16 46,91 25,90 12,41 71,40 31,21 16,19
Quercitrina +0,71 +0,68 +0,38 +3,31 +1,36 +0,70 +6,52 12,04 +0,72
EAU 96,00 83,61 70,48 95,35 90,03 72,03 64,42 58,48 40,85 - - -
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+3.15 +5.80 +4,53 +3,16 +5.59 +3.79 +4.81 +5,37 +2.84
3,25 3,22 2.96 2,82 3.15 2.91 278
Kaempferol ELP - - - 0,07 +0.03 ND 0,06 0,02 ND +0.13 0,11 0,10
cAy | 24 2,95 1.51 2,36 6,33 1,57 1.88 3,51 1,45 ] ] ]
+0,05 +0,06 +0,01 +0,04 +0,07 +0,06 +0,04 +0,10 +0,02
3,15 7.03 10,31
| ELP ; ; ; 0.0 ND ND +0.35 ND ND +0.87 ND ND
Rutina 499 : : ’
EAU ND 1039 ND ND ND ND ND ND ND ; ; ;
ELp ] ] ] 34,20 12,55 416 56,90 28.72 12,41 84 86 34.12 18,97
Subtotal +0,70 +0,70 +0,38 +2,90 +1,34 +0,70 +7.06 +1,03 +0,82
Eay | 984 90.85 71,99 97,71 96.35 73,60 66,31 61,99 42.30 ] ] ]
+3.21 +6.25 +4.54 +3,20 +5.52 +3.86 +4.77 +5.27 +2 86
Flavona (ug/gss)
ELp ] ] ] 0,49 0,95 0,72 1.29 2,49 0,87 1,79 4,45 3,44
Abigening +0,02 +0,06 +0,05 +0,03 +0,16 +0,01 +0,14 +0,23 +0,10
P9 eau | 062 0,89 0,90 0,45 0,42 0,37 0,16 0,16 0,12
+0,01 +0,01 +0,04 +0,01 +0,01 +0,01 +0,01 +0,01 +0,00 ) )

El perfil de polifenoles de los extractos de cascara obtenidos aplicando ELP y EAU esta expresado en microgramos por gramos de solido seco. El promedio es el resultado de 2

repeticiones. + representa la desviacion estandar (n=2). Los coeficientes de variacion son menores al 10 % para todos los tratamientos. ND: No detectado.
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4.1.5.1. Acidos fenolicos

Bajo condiciones subcriticas (ELP), un incremento de temperatura de 50 a
90°C con agua pura como solvente de extraccion mejoré en 50% el contenido de
acidos fendlicos totales (Tabla 15). Las mejores condiciones fueron establecidas
con agua pura a 90°C (45 pg/gss). Esto permitié una mayor recuperacion de acido
cafeico (41,08 pg/gss) comparado con el acido vanilico (3,91 ug/gss) (Tabla 15).
Si bien se ha cuantificado al acido cafeico y vanilico, la cdscara de la tuna contiene
un gran numero de acidos fendlicos importantes, donde el cafeico es uno de los
polifenoles especificos mas abundantes mientras que el vanilico es minoritario
(Amaya-Cruz et al., 2019).

Por otro lado, los extractos de cascara de tuna roja obtenidos mediante la
EAU a 30°C con una concentracion de etanol al 30% muestran la mayor cantidad
de acidos fendlicos (39,28 ug/gss). Cuando la temperatura incrementa de 30 a
70°C al 30% de etanol, la recuperacion de acidos fendlicos disminuye en 55,5%
(Tabla 15). Similar a los obtenidos por ELP, el contenido de acido cafeico (37,61
pg/gss) fue mayor que al acido vanilico (1,67 pg/gss) cuando etanol (30%) fue

usado como solvente de extraccion (Tabla 15).

4.1.5.2. Estilbenos (resveratrol)

Contrario al comportamiento de los acidos fendlicos durante la ELP, las
concentraciones de etanol tuvieron un efecto favorable en el contenido de
resveratrol. Por ejemplo, el uso de etanol (60%) a 90°C maximiza en 18% la
recuperaciéon de resveratrol en comparacion con el agua pura bajo las mismas
condiciones (Tabla 15). El resveratrol es un compuesto liposoluble que se
solubiliza en solventes no polares como el etanol (Camont et al., 2009). Entonces,
la adicion de concentraciones de etanol disminuye la polaridad del solvente de
extraccion (Gomez-Lopez et al., 2021). Ademas, bajo condiciones subcriticas, la
polaridad de los solventes disminuye considerablemente lo que podria explicar

mayor rendimiento con concentracion altas de etanol (60%).
Respecto a la EAU, los extractos de cascara obtenidos a la temperatura mas

baja (30°C) y una concentracion de etanol intermedio (30%) contenian las

mayores cantidades de resveratrol (42,92 ug/gss). Contrariamente al proceso
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ELP, cuando la temperatura aumenté de 30 a 70°C al 30% de etanol, el contenido

de resveratrol disminuyo en 46,7% (Tabla 15).

4.1.5.3. Flavanoles

En ELP, las cantidades mas altas de flavanoles (57,22 ug/gss) fueron
favorecidas a la temperatura mas alta (90°C) con agua pura (Tabla 15). Si bien los
incrementos de temperatura de 50 a 90°C aumentan el rendimiento de flavanoles
catequina, equicatequina, procianidinas A2 y B2, las concentraciones de etanol
tienen un efecto desfavorable sobre el rendimiento de estos compuestos. Por
ejemplo, la recuperacion de catequina fue reducida en 54% cuando la
concentracion de etanol incrementdé de 0 a 30% a 90°C (Tabla 15).
Interesantemente, el contenido de procianidina B2 fue el compuesto mayoritario

dentro de los otros compuestos propios de esta familia.

Con respecto a EAU, el rendimiento mas alto de flavanoles (50,33 ug/gss)
fue a 30°C con 30% de etanol. Contrario al proceso ELP, cuando aumenta la
temperatura de 30 a 70°C al 30% de etanol, el contenido de flavanoles disminuyen
en 44% (Tabla 15).

4.1.5.4. Flavonoles

Similar a los flavanoles, los flavonoles extraidos mediante ELP fueron
favorecidos con los incrementos de temperatura de 50 a 90°C con agua pura. La
mejor condicion de operacion fue establecido a una temperatura de 90°C con agua
pura (Tabla 15). Bajo estas condiciones, la quercitrina (71,40 ug/gss) fue el
flavonol mas abundante en comparacion a kaempferol (3,15 pg/gss) y rutina

(10,31 pg/gss) presentes en cascara de tuna roja (Tabla 15).

La recuperacion de flavonoles mediante EAU disminuye en 32% cuando la
temperatura aumenta de 30 a 70°C con agua pura (Tabla 15). Los mayores
contenidos de quercitrina, rutina y kaempferol fue a una temperatura de 30°C con
30% de etanol. Al igual que en ELP, el flavonol mas abundante de los extractos

de cascara obtenidos por EAU fue la quercitrina (83,61 pg/gss) (Tabla 15).
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4.1.5.5. Flavona

En el proceso de ELP, el contenido de apigenina mejor6 en 34% cuando la
temperatura aumenté de 50 a 90°C con etanol al 30%. La cantidad maxima de
apigenina (4,45 pg/gss) se logré a una temperatura de 90°C con 30% de etanol
(Tabla 15). La identificacion de apigenina, hasta donde sabemos, es la primera
vez que se informa en cascara de tuna roja (Opuntia ficus indica). Aunque, los
derivados de este compuesto se han reportado previamente en flores (Ammar et
al., 2015), cladodios de Opuntia ficus-indica (Loépez-Palacios y Pefia-Valdivia,
2020) y en cascara de Opuntia engelmannii (Melgar et al., 2019) pero con métodos
de extraccion diferentes al ELP. Por otro lado, el contenido de apigenina extraido
mediante EAU disminuye en 32% cuando la temperatura aumenta de 30 a 70°C

al 30% de etanol. EI mayor contenido de apigenina (89 pg/gss) fue establecido a
30°C con 30% de etanol (Tabla 15).

4.2. Impacto de los métodos alternativos de extraccién en semillas de
tuna roja

4.2.1. Polifenoles totales

Tabla 16. Contenido de polifenoles de los extractos obtenidos por ELP y EAU.

Descripcion ELP EAU
R Etanol (%) Etanol (%)
TCe) 0 30 60 0 30 60
30 i i i 0,462 0,553bA 0,614
10,01 10,01 +0,00
50 0,473A 0,594 0,594 0,618 0,79°B 0,86°B

+0,02 +0,04 +0,01 +0,01 +0,04 +0,02

70 0,5728 0,738 0,768 1,012C 1,29°C 1,67¢C
+0,04 +0,02 +0,01 +0,08 +0,04 +0,04
90 0,703¢ 0,950¢ 1,26¢°C

+0,03 +0,04 +0,04 ) ]
T (°C): Temperatura. El contenido de polifenoles totales esta expresado como

miligramos equivalentes a acido galico por gramo de sdlido seco (mg EAG/gss). +
representa la desviacion estandar (n=2). Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05). Las letras mindsculas indican
diferencias significativas entre concentracién de solvente; mientras que las letras
mayusculas indican diferencias entre la variacion de temperaturas para cada
proceso de extraccion.
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El contenido de polifenoles totales en los extractos de semillas de tuna roja
obtenidos mediante el proceso ELP presentaron valores que varian de 0,47 a 1,26
mg EAG/gss (Tabla 16). Un incremento de temperatura de 50 a 90°C con una
concentracion de etanol al 60% aumenté 2,3 veces el rendimiento de extraccion
de polifenoles (Tabla 16). Por ello, la temperatura de 90°C fue el mas 6ptimo para
la mayor recuperacion de compuestos fendlicos en semillas de tuna roja (Tabla
16). Comportamiento similar ha sido reportado por trabajos previos en semillas
distintos al fruto de la tuna roja. Por ejemplo, Santana et al. (2019) informaron que
la extractabilidad de los polifenoles en semillas de Guarana mejor6 en 6% cuando
la temperatura aumenté de 40 a 60°C. Durante ELP, temperaturas altas rompe los
enlaces de la matriz-polifenoles, favorece la permeabilidad de las paredes
celulares y disminuye la viscosidad del solvente, lo que permite una mejor
transferencia de masa y aumente la eficiencia de extraccion (Mustafa y Turner,
2011). Ademas, concentraciones altas de etanol favorecieron la recuperacion de
estos compuestos. Por ejemplo, a 90°C con 60% de etanol se logré recuperar 80%
mas contenido de polifenoles que con agua pura (Tabla 16). Por ello, etanol al
60% fue el mejor solvente de extraccion para polifenoles de semillas de tuna
(Tabla 16). Similarmente, el efecto positivo del incremento de etanol fue informado
por Allcca et al., (2021) quienes reportan que una concentracién de etanol de 20
a 60 % a 160°C mejoré el rendimiento del contenido de polifenoles en 18 % en

semillas de uva negra criolla.

Con respecto al EAU, los extractos obtenidos presentan valores entre 0,46
a 1,67 mg EAG/gss (Tabla 16). Similarmente al proceso ELP, un incremento de
temperatura de 30 a 70 °C favorece la recuperacién de polifenoles. Por ejemplo,
a 70°C con 60% de etanol, el contenido de compuestos fenolicos mejor6 en 2,7 y
1,9 veces en comparacion con 30 y 50°C. (Tabla 16). La influencia de la
temperatura en el contenido de polifenoles fue informado por Ghafoor et al., (2009)
quienes mencionan que la recuperacion de polifenoles mejora un 5% mas cuando
la temperatura incrementa de 40 a 60°C en extractos semillas de uva Campbell
Early. La mejora del rendimiento del contenido de polifenoles al incrementar la
temperatura en EAU posiblemente se deba al efecto doble que ocurre sobre el
solvente y el soluto; por un lado, disminuye la viscosidad del solvente, lo que
conduce a una mejor transferencia de masa y una mayor difusion en los tejidos
celulares de las plantas y por otro, favorece la solubilidad y la desorcion del soluto
en el solvente (Chemat et al., 2017; Tiwari, 2015). Si bien el incremento de

temperaturas podria contribuir a una mayor recuperacion de polifenoles (Medina-
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Jaramillo et al., 2022), se debe considerar que temperaturas muy altas (>80 °C)
pueden tener el efecto contrario, reduciendo la recuperacion del contenido de
polifenoles (Fadjare et al., 2021). Por otro parte, un aumento de concentracion de
etanol de 0 a 60% a 70 °C favorecid en 65% la recuperacion de polifenoles (Tabla
16). Vural et al,

concentraciones de etanol (75%) mejoraron en 3,4 veces la recuperacion de

(2018) reportaron en semillas de uva que las altas
polifenoles en comparacién con el uso de 25% de etanol.

Aunque ambos métodos de extraccion (ELP y EAU) fueron efectivos para
recuperar polifenoles en semillas de tuna roja, los extractos obtenidos por EAU
(70°C, 60% etanol) recuperd 37% mas de estos compuestos en comparacion con
los obtenidos por ELP (90°C, 60% etanol) (Tabla 16).

4.2.2. Capacidad antioxidante

4.2.2.1. DPPH

Tabla 17. Poder antioxidante (DPPH) de los extractos obtenidos por ELP y EAU.

Des. ELP EAU
. Etanol (%) Etanol (%)
TCC) 0 30 60 0 30 60
30 i i i 53,41¢C  40,71°C  34,243C
12,79 +0,82 +1,49

50 45,79°B  39,262>B 324828 37 14*B 280128 26,2828
12,69 13,82 10,17 10,15 +1,99 1,97

20 36,930A  29,943A 23 89aA  23,66°4  20,76°A 15,6424
14,04 +0,15 12,15 +1,15 +0,62 10,49

90 32,09°A 28,914 20,2024 i i i
+1,58 +2,58 +0,38

Des.: Descripcion. T (°C): Temperatura. La capacidad antioxidante por DPPH esta
expresado como ICsp: mg/mL. * representa la desviacion estandar (n=2). Letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05). Las letras
minusculas indican diferencias significativas entre concentracion de solvente;
mientras que las letras mayusculas indican diferencias entre la variacion de

temperaturas para cada proceso de extraccion.

Los extractos de semillas de tuna obtenidos por ELP presentaron valores de
ICs0 que oscilan entre 20,20 a 45,79 mg/ml (Tabla 17). Comportamiento similar a

los polifenoles, un incremento de concentracion de etanol de 0 a 60% vy

71



temperatura de 50 a 90°C mejoran en 2 veces la capacidad de inhibicién del
radical DPPH (Tabla 17). Al igual que los polifenoles, los extractos de semillas
obtenidos a 90°C con etanol al 60% presentaron la mayor capacidad inhibitoria
(Tabla 17). Con respecto al EAU, los extractos obtenidos presentaron capacidad
de inhibiciéon del radical DPPH con valores de ICso que van de 15,30 a 53,41
mg/mL (Tabla 17). Por ello, un incremento en las condiciones de operacion de
temperatura 30 a 70°C y concentracién de etanol 0 a 60% favoreci6 en 3,4 veces
mas la capacidad inhibitoria de estos extractos (Tabla 17). Similarmente, Zhou et
al., (2019) reportaron que el incremento de etanol de 20 a 60% favoreci6 en 45%
mas la capacidad antioxidante de semillas de frijol rojo. Al respecto, la actividad
de captacion de radicales DPPH esta relacionada con la naturaleza de los
polifenoles que contribuyen a su capacidad de donacidon de
hidrogeno/transferencia de electrones. Loganayaki et al., (2013) sefalaron que a
mayor contenido de polifenoles mayor es la capacidad antioxidante, por lo tanto,

se requerira menor cantidad de extracto para inhibir el 50% del radical DPPH.

Si bien ambos procesos (ELP y EAU) permitié obtener extractos de semillas
con capacidad antioxidante, los extractos obtenidos por ELP (70°C, 60% etanol)
fueron 38% menos efectivos para inhibir el radical DPPH en comparacion con los
extractos obtenidos por EAU (70°C, 60% de etanol),

4.2.2.2. ORAC

Tabla 18. Poder antioxidante (ORAC) de los extractos obtenidos por ELP y EAU.

Des. ELP EAU
. Etanol (%) Etanol (%)
TCC) 0 30 60 0 30 60
30 i i i 13,332A 16,842~ 28,864
+0,55 +1,01 10,12
50 8,453A 19,88>A 23,06~  19,52aB 324308 355328
+0,74 +0,72 +0,36 +1,49 12,52 +0,63
70 18,2528 31,98°B 32,8168 26,542C  42200C  47,20¢C
12,21 +3,60 +1,37 +1,96 $0,12 13,26
90 23,7438 29,44vB  38,83¢C i i i

10,70 12,25 +1,20
Des.: Descripcion. T (°C): Temperatura. La capacidad antioxidante por ORAC esta

expresado como micromol equivalente a Trolox por gramo de solido seco (UM
ET/gss). + representa la desviacion estandar (n=2). Letras diferentes indican

diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05). Las letras minusculas
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indican diferencias significativas entre concentracion de solvente; mientras que las
letras mayusculas indican diferencias entre la variacion de temperaturas para cada

proceso de extraccion.

Los extractos de semillas de tuna roja obtenidos por ELP, presenta valores
ORAC que oscilan entre 8,45 a 38,83 uM ET/gss. En general, un aumento en las
condiciones de operacion permiti6 aumentar la capacidad para neutralizar los
radicales peroxilo (Tabla 18). Cuando el etanol aumenté del 0 al 60 % a 90°C, la
capacidad inhibitoria aumentd en un 39%. Al igual que en polifenoles, la mejor
condicién fue establecida a una concentraciéon de etanol al 60% y a 90°C (Tabla
18). Por otro lado, los extractos obtenidos mediante EAU presentaron valores
ORAC que varian de 13,33 a 47,20 yM ET/gss (Tabla 18). Un incremento de
temperatura de 30 a 70°C y concentracion de etanol de 0 a 60% favorecio un 76%
la capacidad de los extractos para inhibir el radical peroxilo. La mejor condicion de
operacion fue establecida a 90°C con 60% (47,20 uM ET/gss) (Tabla 18). El
ensayo ORAC mide el grado de inhibicion de la oxidacion inducida por radicales
peroxilo (AAPH) por los compuestos de interés en un medio quimico. La inhibicién
del radical por el antioxidante protege la degradacion de la fluoresceina (Prior,
2015). Un valor alto de ORAC indica una mayor actividad contra radicales libres y
posterior reduccién del oxigeno reactivo (ROS) debido a su alto contenido de
antioxidantes (Jaffe y Mani, 2018). Por lo tanto, a mayor contenido de compuestos
bioactivos en los extractos obtenidos, mayor sera su capacidad de inhibir el radical

peroxilo (Giordano et al., 2022).

Por ultimo, los extractos de semillas obtenidos por ambos métodos de
extraccion (ELP Y EAU) presentaron capacidad de para neutralizar los radicales
peroxilo. Sin embargo, los resultados de la capacidad antioxidante por ORAC para

ambos métodos no presentaron diferencia significativa en sus valores.

4.2.3. Impacto de los métodos alternativos de extraccion sobre el perfil de
polifenoles en semillas de tuna roja
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Tabla 19. Perfil de polifenoles de extractos de semillas de tuna roja obtenidos por ELP y EAU.

Semillas de Tuna

30°C 50°C 70°C 90°C
Descripcién 0% 30% 60% 0% 30% 60% 0% 30% 60% 0% 30% 60%
Promedio Promedio Promedio Promedio Promedio Promedio Promedio Promedio Promedio Promedio Promedio Promedio
Acidos Fendlicos
] ELP - - - 4,14 4,97 6,22 5,10 6,56 7,49 6,05 9,12 10,79
Acido Cafeico - - - 0,09 +0,13 10,12 10,12 +0,08 +0,16 +0,04 0,16 +0,14
EAU 2,78 3,62 5,29 5,86 6,77 10,05 7,21 10,86 14,79 - - -
0,11 10,25 0,22 0,40 0,25 0,18 0,18 +0,47 0,29 - - -
ELP - - - ND 0,67 1,07 0,41 0,76 1,32 0,58 1,45 2,50
Vanilina - - - - 0,01 10,03 10,01 10,03 +0,08 0,02 0,10 10,04
EAU ND ND 0,74 0,65 1,55 1,97 0,77 2,12 3,22 - - -
- - +0,08 0,04 +0,08 0,07 10,04 0,11 0,07 - - -
ELP - - - 4,14 5,64 7,29 5,51 7,32 8,81 6,63 10,58 13,29
Subtotal - - - 0,09 0,14 10,08 0,11 10,05 10,24 0,06 0,27 0,10
EAU 2,78 3,62 6,04 6,51 8,32 12,01 7,98 12,99 18,01 - - -
0,11 10,25 0,30 +0,43 0,17 10,25 10,22 0,57 0,22 - - -
Estilbenos
ELP - - - 2,79 3,09 4,07 3,63 5,22 4,92 4,21 6,30 5,64
Resveratrol - - - 0,04 0,05 10,06 0,07 10,09 0,16 0,07 10,21 10,21
EAU 2,68 2,90 3,23 3,53 4,36 4,98 4,52 7,23 7,70 - - -
0,01 +0,02 +0,02 +0,14 0,11 10,05 10,26 10,26 0,06 - - -
Flavanoles
ELP - - - 0,92 2,83 2,15 1,95 4,48 3,49 2,40 6,58 4,77
Catequina - - - 0,05 +0,19 10,05 10,05 10,21 0,15 +0,19 0,19 10,09
EAU 0,51 3,88 2,06 4,58 7,51 5,71 6,92 8,93 7,51 - - -
0,02 10,08 0,06 0,37 0,40 10,40 10,38 10,21 0,39 - - -
Epicatequina ELP - - - ND 1,10 0,88 0,64 1,61 0,91 0,90 2,33 1,34
- - - - 0,03 10,02 10,02 10,09 0,02 0,04 0,10 10,03
EAU ND 0,98 0,64 0,79 2,24 0,95 1,26 3,40 2,83 - - -
- 10,06 +0,03 0,03 +0,03 10,04 10,06 +0,10 +0,12 - - -
ELP - - - 0,55 0,88 1,52 0,68 2,15 2,75 0,71 2,65 3,22
Procianidina B2 - - - 0,01 +0,03 10,02 0,01 0,07 +0,13 0,00 10,14 0,18
EAU 0,75 1,76 3,30 1,78 3,37 5,53 2,45 4,47 6,76 - - -
0,01 10,03 0,05 0,11 10,24 0,40 10,12 0,19 0,12 - - -
ELP - - - 0,19 0,86 1,41 0,56 1,59 2,13 0,80 1,85 2,54
Procianidina A2 - - - 0,01 0,02 10,08 0,01 10,08 0,04 0,02 0,15 0,10
EAU 0,19 0,42 0,79 0,47 0,85 2,41 0,89 1,39 3,13 - - -
0,00 10,02 0,04 0,02 0,02 0,11 10,01 10,06 +0,08 - - -
ELP - - - 1,67 5,67 5,97 3,83 9,83 9,29 4,81 13,41 11,87
Subtotal - - - +0,03 0,11 10,13 10,05 0,27 0,27 +0,18 10,38 0,40
EAU 1,45 7,04 6,79 7,61 13,97 14,60 11,51 18,19 20,23 - - -
+0,03 10,14 0,07 0,31 +0,68 10,16 0,55 10,36 0,71 - - -
Flavonoles
Rutina ELP - - - 2,98 1,15 0,51 3,85 1,49 0,74 4,00 2,48 1,10
- - - +0,08 0,05 10,00 10,07 10,05 0,07 +0,08 10,04 10,04
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EAU 0,20 0,59 1,70 0,96 1,40 2,80 1,70 2,09 4,48 - - -
0,01 10,03 0,06 0,06 0,03 10,07 10,12 10,09 0,06 - - -
ELP - - - 1,92 0,81 0,24 3,00 1,61 0,82 4,26 2,57 2,01
Quercetrina - - - 0,07 0,05 10,02 10,05 10,13 0,01 0,25 0,19 10,03
EAU 0,19 0,33 1,57 0,57 1,93 3,99 1,72 3,04 4,78 - - -
0,01 10,01 0,04 0,01 +0,16 0,07 10,04 0,10 +0,08 - - -
ELP - - - 0,45 0,31 0,28 0,63 0,41 0,34 0,80 0,66 0,41
Kaempferol - - - 0,02 0,01 10,00 0,01 0,01 0,01 0,01 10,02 10,00
EAU 0,29 0,40 0,45 0,60 0,67 0,85 0,77 1,03 1,44 - - -
0,01 10,00 0,02 0,01 0,01 10,05 0,01 10,09 0,03 - - -
ELP - - - 5,35 2,27 1,04 7,48 3,50 1,91 9,07 5,71 3,52
Subtotal - - - 0,17 0,01 10,02 0,13 0,10 0,06 0,02 10,20 10,06
EAU 0,68 1,32 3,72 2,13 4,01 7,64 4,18 6,16 10,69 - - -
+0,03 10,05 0,12 0,07 0,12 10,05 10,14 0,10 0,12 - - -
Flavona
ELP ND ND ND 0,03 0,07 0,08 0,05 0,09 0,10 0,10 0,10 0,13
Apigenina - - - 0,00 0,00 10,01 10,00 10,00 0,00 0,00 10,00 10,00
EAU 0,01 0,02 0,03 0,02 0,07 0,10 0,04 0,09 0,17 - - -
0,00 10,00 0,00 0,00 0,00 10,01 10,00 10,01 0,01 - - -
TOTAL (ug/gss) ELP - - - 13,99 16,73 18,45 20,49 25,96 25,03 24,82 36,11 34,45
EAU 7,59 14,90 19,82 19,80 30,73 39,34 28,23 44,66 56,80 - - -

El perfil de polifenoles de los extractos de semillas obtenidos aplicando ELP y EAU esta expresado en microgramos por gramos de solido seco. El promedio es el resultado de 3 repeticiones.
coeficientes de variacion son menores al 10 % para todos los tratamientos. ND: No detectado

Los
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4.2.3.1. Acidos fenolicos

En ELP, el acido cafeico y vanilico fueron los polifenoles cuantificados en el
extracto de semillas de tuna. Cuando la temperatura y las concentraciones de
etanol incrementan, favorece la extractabilidad de estos compuestos. Por ello, la
mejor condicién fue establecida a 90 °C y 60% de etanol al 60 % (13,29 pg/gss)
(Tabla 16). Mientras que la EAU present6 un comportamiento similar a ELP en la
recuperacion de estos compuestos. Cuando la temperatura incrementa de 30°C a
70°C y aumenta la concentracion de etanol de 0% a 60%, los contenidos de acidos
fendlicos mejoran ~6 veces (Tabla 19). Los parametros optimos de extraccion de
acidos fendlicos por EAU fueron a 70 °C con 60% de etanol (18,01 pg/gss) (Tabla
19). En general, el acido cafeico es el compuesto bioactivo mayoritario en los

extractos de semillas de tuna roja (Tabla 19).

4.2.3.2. Estilbenos (Resveratrol)

Para el proceso ELP, el rendimiento de resveratrol fue maximo (6,30 pg/gss)
a 90°C y 30% de etanol (Tabla 19). Cuando la concentracion de etanol a 90°C
aumenta de 30% a 60% el contenido de resveratrol disminuye un 10% (Tabla 19).
Contrario al comportamiento de ELP, los contenidos de resveratrol obtenidos por
EAU fueron favorecidos a altas concentraciones de etanol (60%). Por ejemplo, a
70°C con 60% de etanol permitid recuperar 70% mas contenido de este
compuesto que con agua pura (Tabla 19). Por ello, la mejor condicion de
extraccion para este compuesto fue establecido a 70°C con etanol al 60% (Tabla
19).

4.2.3.3. Flavanoles

Para ELP, el extracto con mayor rendimiento de flavanoles (11,87 ug/gss)
fue a 90°C usando una concentracion de etanol de 30% (Tabla 19). Las
temperaturas altas mejoraron la recuperacion de flavanoles totales, mientras que
la concentracion mas alta de etanol (60%) desfavorecio la recuperacion de estos
compuestos (Tabla 19). Por ejemplo, a 90 °C con 60% de etanol disminuyé en
11% la recuperacion de flavanoles totales de semillas en comparacion con 30%
de etanol bajo las mismas condiciones (Tabla 19). Catequina y epicatequina

fueron los compuestos mayoritarios de la familia de los flavanoles. Timén et al.,
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(2022) menciona que la presencia de un elevado numero de grupos hidroxilo (-
OH) en la molécula de un polifenol conduce a un mayor caracter hidrofilico.
Posiblemente, la catequina y equicatequina al presentar varios grupos hidroxilo en
su estructura permitiria una mayor interacciéon con las moléculas de agua, lo cual
podria explicar su mayor recuperacion con concentraciones bajas de etanol en
mezclas agua-etanol. Por otro lado, mediante la EAU, los extractos obtenidos al
60% de etanol a 70 °C presentaron la recuperacion mas alta de flavanoles totales
(20,23 pyg/gss) (Tabla 19). Contrario al proceso ELP, un aumento en la
concentracion de etanol del 0 a 60% a 70 °C mejor6 en 76% los rendimientos de

flavanoles (Tabla 19).

4.2.3.4. Flavonoles

Las Flavonoles de los extractos obtenidos por el ELP incrementaron su
contenido cuando la temperatura incrementé de 50 a 90 °C. Sin embargo, un
aumento en las concentraciones de etanol de 0 al 60% desfavorecen la
recuperacion de estos compuestos (Tabla 19). Por ejemplo, a 90 °C con etanol al
60% disminuy6 en 61% el rendimiento de flavonoles en comparacion con agua
pura (Tabla 19). La rutina, quercitrina y el kaempferol fueron los flavonoles
cuantificados en los extractos. Estos compuestos presentan mayor afinidad al
agua debido a la presencia de grupos carbonilo que presentan dentro de su

estructura quimica de grupos carbonilo tipo cetona (Huaman-Castilla et al., 2019).

En cuanto a EAU, el mayor rendimiento de flavonoles (10,69 ug/gss) se
obtuvo a 70°C y 60% de etanol (Tabla 19). Contrario al proceso ELP,
concentraciones altas de etanol favorecen la recuperacién de quercitrina,
kaempferol y rutina. Por ejemplo, los extractos obtenidos con 60% de etanol a
70°C presentaron 2,8 veces mas contenido de flavonoles en comparacién con el
agua pura (Tabla 19). La mejor condicién de operacién para extraer flavonoles de
semillas de tuna fue establecido a 70°C con agua pura (Tabla 19).

4.2.3.5. Flavona

Similar al comportamiento de los acidos fendlicos en el proceso ELP, un
incremento de temperatura y concentracion de etanol favorecio la recuperacion de
apigenina, unica flavona cuantificado en extractos de semillas de tuna roja. El

rendimiento mas alto (0,13 pg/gss) de este compuesto se logré a 90°C con 60%
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de etanol (Tabla 19), presentando 30 % mas contenido de flavona que con agua

pura, bajo la misma temperatura (Tabla 19).

Con respecto a EAU, el mayor rendimiento de flavonas (0,17 ug/gss) (Tabla 19)
se logré a 70°C con una concentracion de etanol de 60%. Similar al proceso de
ELP, un incremento de temperatura de 30°C a 70°C y concentracion de etanol (0

a 60%) favorecié la recuperacién de apigenina (Tabla 19).

4.3. Impacto del método secuencial en cascara y semillas de tuna roja

4.3.1.Cascara de tuna roja

Si bien se obtuvieron parametros Optimos para la recuperacion de
polifenoles de cascara y semillas de tuna roja mediante EAU y ELP, es necesario
para un futuro escalamiento no solo evaluar ambos procesos de forma
independiente, sino también evaluar dichos procesos de manera combinada. Por
ello, se combind los mejores parametros del proceso ELP (90°C - agua pura) y
EAU (30°C - 30% etanol). De acuerdo con nuestros resultados, el método
secuencial (ELP y EAU) obtuvo 11,2% y 37% mas contenido de polifenoles en
comparacion con ELP y EAU, respectivamente (Figura 11-A). Asimismo, el
método secuencial fue 24 y 71% mas efectivo en la recuperaciéon de betalainas
fue comparado con la EAU y la ELP (Figura 11-B). Respecto a la capacidad
antioxidante por DPPH, el método secuencial (ELP-EAU) requirio 25 y 50% menos
de extracto de cascara para inhibir el 50% del radical DPPH en comparacion con
ELP y EAU individualmente, mostrando la mayor capacidad antioxidante (Figura
11-C). Igualmente, los extractos obtenidos por el método secuencial (ELP y EAU)
presentaron 11 y 25% mas poder antioxidante para neutralizar los radicales
peroxilo que los extractos de ELP y EAU, respectivamente (Figura 11-D). Aunque
el proceso ELP mejora las propiedades del solvente a temperaturas y presiones
altas, la accesibilidad a las células y estructuras internas de la matriz
probablemente sigan representando un factor limitante, especialmente cuando la
estructura de la matriz vegetal es compleja (Khadhraoui et al., 2021). Entonces, la
combinacién con EAU probablemente mejora la accesibilidad a través de la
disrupcion celular y adelgazamiento de las capas de membranas celulares
producidos por la cavitacion. Consecuentemente, mayores contenidos de

compuestos bioactivos son recuperados por el método secuencial.
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4.3.2.Semillas de tuna roja

Para el método secuencial (ELP y EAU) se combinaron los mejores
parametros de extraccion de los procesos ELP (90°C y 60% etanol) y EUA (70°C
y 60% etanol). Nuestros resultados mostraron que ELP + EAU recuper6 56 y 17
% mas contenido de polifenoles en semillas de tuna roja que ELP y EAU de forma
independiente (Figura 12-A). Igualmente, la combinacion de estos métodos mejoré
la capacidad antioxidante. Los extractos de semillas obtenidos mediante ELP +
EAU presentaron 77 y 37% mas capacidad de inhibir el radical DPPH en
comparacion con los extractos de ELP y EAU, respectivamente (Figura 12-B).
Ademas, los extractos obtenidos por método secuencial presentaron 32 y 8% mas
capacidad inhibitoria de radical peréxido en comparacion con ELP y EAU,
respectivamente (Figura 12-C). El efecto positivo del método secuencial sobre el
contenido de polifenoles y su capacidad antioxidante probablemente se explique
al aprovechamiento de ambos principios de extraccion. El proceso ELP utiliza altas
temperaturas y presiones que cambian las propiedades de los solventes (la
densidad, la viscosidad, el coeficiente de difusion y la constante dieléctrica) y las
interacciones intermoleculares (fuerzas de van der Waals, enlaces de hidrogeno y
atraccion dipolar), esto genera una mayor disolucion y poder de extraccion. Sin
embargo, existe un factor limitante que es la accesibilidad de las estructuras
internas de materia vegetal; por consiguiente, la combinacion con EAU podria ser

la respuesta a un mayor rendimiento de polifenoles (Khadhraoui et al., 2021).
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V. CONCLUSIONES

Para la cascara de tuna roja, en la ELP, el uso de agua pura a 90°C
proporciona los mejores resultados de polifenoles totales (12,96 mg EAG/gss) y
capacidad antioxidante (ICso: 2,03 mg/mL y ORAC: 625,68 yM ET/gss). El
contenido de betalainas fue mayoritario con agua pura a 70°C (0,75 mg/g).
Mientras en la EAU, las temperaturas altas disminuyeron el contenido de
polifenoles, donde el mayor contenido de polifenoles (10,52 mg EAG/gss),
capacidad antioxidante (ICso: 3,09 mg/mL; ORAC: 561,26 uM ET/gss) y betalainas
(1,03 mg/gss) fue establecido a 30°C con 30% de etanol.

El efecto de los métodos alternativos de extraccion (ELP y EAU) favorecio
la recuperacion de polifenoles en semillas de tuna roja, la méaxima recuperacién
de estos compuestos para ambos métodos se logré a altas concentraciones y a
temperaturas altas. Los extractos obtenidos por ELP a 90 °C con 60% de etanol
maximizaron el contenido de polifenoles (1,26 mg EAG/gss) y capacidad
antioxidante (ICso: 20,20 mg/mL y ORAC: 38,83 uM ET/gss). Para los extractos
obtenidos por EAU, la mejor condicion establecida fue a 70°C con 60 % de etanol
los cuales contenian la mayor cantidad de polifenoles (1,67 mg EAG/gss) y
capacidad antioxidante (ICso: 15,3 mg/mL y ORAC: 47,2 uM ET/gss).

Los resultados mostraron que el método secuencial de ELP y EAU obtuvo
mayores contenidos de polifenoles, betalainas y capacidad antioxidante
comparado con la ELP y EAU a partir de cascara y semillas de tuna roja. Por ello,
la aplicaciéon de ELP y EAU podria ser una alternativa para maximizar los

contenidos de polifenoles en cascara y semillas de tuna roja.

Las mayores recuperaciones de polifenoles especificos de los extractos de
cascara de tuna roja por ELP se lograron a 90°C con agua pura para acidos
fendlicos, flavanoles, flavonoles, con 60% de etanol para estilbenos y con 30% de
etanol para flavona; mientras para EAU, a 30°C con 30% de etanol se maximizaron
el contenido de acidos fendlicos, flavanoles, estilbenos, flavona. Con respecto a
semillas, el incremento de temperaturas, tanto para ELP como para EAU,
favorecio la recuperacion de acidos fendlicos, estilbenos, flavanoles, flavonoles y
flavonas. Sin embargo, la concentracion de etanol es diferente para cada tipo de

familia. Para ELP, las concentraciones de etanol optimas son 60% para acidos
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fendlicos y flavonas; 30% de etanol para estilbenos y flavanoles y agua pura para
mejorar la extraccion de flavonoles. Interesantemente con la EAU, un mayor
contenido de etanol favorecio la recuperacion de todas las familias de polifenoles
especificos. El polifenol mas abundante en los extractos obtenidos por ambos
métodos fue el acido cafeico con una concentracién de 10,79 ug/gss (ELP) y 14,79
pg/gss (EAU).
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VI. RECOMENDACIONES

Realizar un tratamiento previo a la extraccion para la eliminacion del
mucilago en la cascara de tuna roja.

Realizar una purificacion del extracto para eliminar compuestos no
deseado que puedan interferir con la lectura de los polifenoles y sus
capacidades antioxidantes.

Considerar que cada metodologia de determinacion (polifenoles,
capacidad antioxidante, betalainas y azucares) debe adaptarse para cada

materia vegetal.
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VI. ANEXOS

Anexo 1
Curva de calibracién del acido galico

Para la curva de calibracién de acido galico se prepard una solucion madre a una
concentracion de 1mg/mL, para esto se pes6 10 miligramos de &cido gélico para

100 mililitros de agua destilada.

0.69

y=8.4833x+0.0141
R?=0.9984

o
)}

o
~n

Absorbancias (nm)

0.2

0 0.01 002 003 004 005 006 0.07 0.08

Concetracién de acido galico (mg/mL)

X Y
Concentracion
N° de acido Absorbancia
galico (nm)
(mglgss)

1 0 0

2 0.01 0.098935
3 0.02 0.2027
4 0.03 0.268605
5 0.04 0.353

6 0.05 0.438275
7 0.06 0.524

8 0.07 0.607945
9 0.08 0.6877
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Anexo 2

Caracteristicas analiticas del método de cromatografia liquida de alta resolucion

acoplada a un detector de arreglo de diodos para la cuantificacion de polifenoles

especificos en extractos cascara y semillas de tuna roja.

Longitud
Polifenoles de onda A Ecuacién de regresion R?
(nm)

Rutina Y=6,6151462X+1,7802541 0,99922
Quercitrina 270 Y=24,4618691X+2,2829876 0,99971
Catequina Y=25,251136X-0,5309875 0,99994
Procianidina B2 Y=41,3596684X-2,4846145 0,99974
Epicatequina 280 Y=43,3950296X-2,1554659 0,99985
Acido vanilico Y=141,991849X-5,4568242 0,99980
Procianidina A2 Y=59,2803924X-0,7963507 0,99990
Acido Cafeico Y=149,119813X+0,9753017 0,99994
Resveratrol 324 Y=78,8100873X-31,357898 0,99978
Apigenina Y=71,169271X+0,8709504 0,99971
Kaempferol 373 Y=38,0226353X-1,5363721 0,99971
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Anexo 3

Normalidad y Homocedasticidad de los datos de los extractos de cascara

obtenidos por Extraccion con Liquido Presurizado

Extraccion Shapiro-Wilk test
por Liquido p-value > 0.05 Normalidad
Presurizado
i cumpl n el
Polifenoles SB st SSCL:J quetgct)jee
W = 0.9177, p-value = 0.1177 puest
normalidad
i data: res_stud Si cumple con el
Betalainas W = 0.9741, p-value = 0.8703 supuesto de
normalidad
DPPH data: res_stud Si Cumplet C?jn el
W = 0.9462, p-value = 0. 3686 supuesto de
normalidad
data: res_stud Si cumple con el
ORAC W = 0.96417, p-value = 0.6836 supuesto de
normalidad
Extraccion Bartlett test
por Liquido value > 0.05 Homocedasticidad
Presurizado P ]
. data: polifenoles and tratamiento S| Cumple con el
POIIfenOIeS Bartlett's K-squared = 12.554, df = 8, p-value = 0.1281 SUpueStO
, : ; ; Si cumple con el
Betalainas Ié‘i’ﬁf:‘i et e et AE AR S, pevafue = BodEl supFl)Jesto
DPPH data: dpph and tratamiento Si Cumple con el
Bartlett's K-squared = B.1958, df = 8, p-value = 0.4146 Supuesto
ORAC data: orac and tratamiento Si Cumple con el

Bartlett's K-squared = 9.5293, df = 8, p-value = 0.2996

supuesto
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Anexo 4

Normalidad y Homocedasticidad de los datos de los extractos de cascara

obtenidos por Extraccion Asistido por Ultrasonido

Extraccion Shapiro-Wilk test
Asistido por p-value > 0.05 Normalidad
Ultrasonido
Si cumple con el
Polifenoles Valor-p: ©.5552498 supuesto de
normalidad
Si cumple con el
Betalainas Valor-p: ©.4941278 supuesto de
normalidad
Si cumple con el
DPPH Valor-p: ©.2952687 supuesto de
normalidad
Si cumple con el
ORAC Valor-p: ©.8837137 supuesto de
normalidad
Extraccion Bartlett test
Asistido por Homocedasticidad
Ultrasonido p-value > 0.05
Polifenoles valor-p: ©.5341659 Si Cumple con el
supuesto
Betalainas valor-p: ©.3668937 Si cumple con el
supuesto
DPPH valor-p: @.5961385 Si cumple con el
supuesto
ORAC valor-p: ©.7321477 Si cumple con el

supuesto
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Anexo 5

Normalidad y Homocedasticidad de los datos de los extractos de semillas

obtenidos por Extracciéon con Liquido presurizado

Extraccion
con Liquido Shapiro-Wilk test
! piro-wHi Normalidad
presurizado
p-value> 0.05
Polifenoles 2 2 Si cumple con el
ata: res_stu
W = 0.91542, p-value = 0.1073 supuesto de
normalidad
DPPH Si cumple con el
data: res_stud
W = 0.95885, p-value = 0.5795 supuest_o de
normalidad
ORAC Si cumple con el
data: res_stud supuesto de
w = 0.98739, p-value = 0.9949 normalidad
Extraccion Bartlett test
Liqui H .
con |gU|do p-value> 0.05 omogeneidad
presurizado
Polifenoles i i Si cumple con el
data: polifenoles and tratamiento
; supuesto de
Bartlett's K-squared = 3.1572, df = 8, p-value = 0,924] Homogeneidad
DPPH g Si cumple con el
data: DPPH and tratamento Ismfpuzsto de
Bartlett's K-squared = 9.7022, df = 8, p-value = 0.2866 .
homogeneidad
ORAC Si cumple con el

data: ORAC and tratamiento
Bartlett's K-squared = 5,4444, df = §, p-value = 0,709

supuesto de
Homogeneidad
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Anexo 6

Normalidad y Homocedasticidad de los datos de los extractos de semillas

obtenidos por Extracciéon Asistida por Ultrasonido

Extraccion Shapiro-Wilk test
Asistida por Normalidad
Ultrasonido p-value>0.05
Si cumple
Polifenoles data: res_stud con el
W = 0.96311, p-value = 0.6626 supuesto de
normalidad
Si cumple
data: res_stud con el
DPPH W = 0.98364, p-value = 0.9797 supuesto de
normalidad
Si cumple
data: res_stud con el
ORAC w = 0.99091, p-va'lue = 0.9994 Supuesto de
normalidad
Extraccion Bartlett test
Asistido por p-value> 0.05 Homogeneidad
Ultrasonido
Bartlett test of homogeneity of variances Si cumple con el
Polifenol supuesto de
OMENOIES 1 Gata: Euspolifenoles and Tnteraction(ENStemperaturs, EASetanel) | Homogeneidad
Bartlett's K-squared = 10.98, df = 8, p-value = 0,2028
Bartlett test of homogeneity of variances Si cumple con el
supuesto de
DPPH data: DPPH and tratamiento homogeneidad
Bartlett's K-squared = 5.9352, df = 8, p-value = 0.6545
Si cumple con el
. _ supuesto de
Bartlett test of homogeneity of variances Homogeneidad
ORAC data: ORAC and tratamiento
Bartlett's K-squared = 9.7909, df = §, p-value = 0.28
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Anexo 7

Cascara

Anadlisis de varianza y prueba Tukey

Polifenoles - Extraccion con liquidos presurizado.
Analisis de Varianza para Polifenoles (mg EAG/gss) - Suma de Cuadrados Tipo

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

Efectos principales

A:temperatura 9.22258 2 14.61129 34.63 [0.0001

B:etanol (%) 33.4235 2 |16.7118 125.49 (0.0000

interacciones

AB 5.65836 4 11.41459 10.62 [0.0018

Residuos 1.19855 9 ]0.133172

Total (corregido) 49.503 17

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Multiple Rangos para Polifenoles (mg EAG/gss) por Temperatura

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

* indica una diferencia significativa.

Temperatura |Casos |Media LS |Sigma LS |Grupos
Homogéneos
50 6 9.74833 0.148981 |X
70 6 10.6217 ]0.148981 [ X
90 6 11.5017 [0.148981 X
Contraste |Sig. |Diferencia |+/-
Limites
50-70 * |-0.873333 10.588184
50 - 90 *  [-1.75333 [0.588184
70 -90 * [-0.88 0.588184

Pruebas de Multiple Rangos para Polifenoles (mg EAG/gss) por Etanol (%)

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

*indica una diferencia significativa

Etanol (%)|Casos |Media LS |Sigma LS |Grupos
Homogéneos
60 6 8.93 0.148981 |X
30 6 10.675 0.148981 | X
0 6 12.2667 ]0.148981 | X
Contraste |Sig. |Diferencia |+/-
Limites
0-30 * [1.59167  10.588184
0-60 *  13.33667 10.588184
30 - 60 * [1.745 0.588184
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Polifenoles - Extraccion Asistida por Ultrasonido

Analisis de Varianza para Polifenoles (mg EAG/gss) - Suma de Cuadrados Tipo

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

Efectos principales

A:temperatura 18.9921 2 (9.49607 180.13 [0.0000

B:etanol (%) 8.88101 2 (4.44051 84.23 (0.0000

Interacciones

AB 2.17262 4 10.543156 10.30 |0.0021

Residuos 0.47445 9 10.0527167

Total (corregido) 30.5202 17

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Multiple Rangos para Polifenoles (mg EAG/gss) por Temperatura

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Temperatura |Casos |Media LS |Sigma LS |Grupos
Homogéneos
70 6 6.445 0.0937343 |X
50 6 7.76667 0.0937343 | X
30 6 8.96 0.0937343 | X
Contraste |Sig. |Diferencia |+/-
Limites
30-50 * 1.19333 0.370067
30-70 * 2.515 0.370067
50-70 * 1.32167 0.370067

* indica una diferencia significativa.

Pruebas de Multiple Rangos para Polifenoles (mg EAG/gss) por Etanol (%)

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

* indica una diferencia significativa.

Etanol (%) |Casos |MedialS |SigmalS |Grupos
Homogéneos

60 6 6.89 0.0937343 |X

0 6 7.67333 0.0937343 | X

30 6 8.60833 0.0937343 | X

Contraste |[Sig. Diferencia |+/- Limites

0-30 * -0.935 0.370067

0-60 * 0.783333 [0.370067

30 - 60 * 1.71833 0.370067
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Betalainas - Extraccion con liquido presurizado

Analisis de Varianza para Betalainas (mg/gss) - Suma de Cuadrados Tipo lll

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

Efectos principales

A:temperatura 0.0887444 2 10.0443722 33.84 (0.0001

B:etanol (%) 0.336678 2 10.168339 128.39 [0.0000

Interacciones

AB 0.00935556 4 10.00233889 (1.78 0.2161

Residuos 0.0118 9 |0.00131111

Total (corregido) 0.446578 17

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Multiple Rangos para Betalainas (mg/gss) por Temperatura

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

* indica una diferencia significativa.

Temperatura |Casos |Media LS |SigmalS |Grupos
Homogéneos

90 6 0.401667 |0.0147824 |X

50 6 0.53 0.0147824 | X

70 6 0.565 0.0147824 | X

Contraste |Sig. |Diferencia |+/- Limites

50-70 * -0.035 0.0583614

50 -90 * 0.128333 |0.0583614

70-90 * 0.163333 |0.0583614

Pruebas de Multiple Rangos para Betalainas (mg/gss) por Etanol (%)

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

* indica una diferencia significativa.

Etanol (%) |Casos |Media LS |Sigma LS Grupos
Homogéneos

60 6 0.331667 |0.0147824 (X

30 6 0.498333 |0.0147824 X

0 6 0.666667 |0.0147824 X

Contrast |Sig. |Diferencia|+/- Limites

e

0-30 * 10.168333 |0.0583614

0-60 * 10.335 0.0583614

30-60 |* |0.166667 |0.0583614
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Betalainas - Extraccion asistida por ultrasonido

Analisis de Varianza para Polifenoles (mg EAG/gss) - Suma de Cuadrados Tipo

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

Efectos principales

A:temperatura (°c) 0.0513444 2 10.0256722 46.68 [0.0000

B:etanol (%) 0.0427111 2 10.0213556 38.83 [0.0000

Interacciones

AB 0.0268889 4 10.00672222 |12.22 |0.0011

Residuos 0.00495 9 10.00055

Total (corregido) 0.125894 17

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Multiple Rangos para Polifenoles (mg EAG/gss) por Temperatura (°C)

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

* indica una diferencia significativa.

Temperatura (°C) |Casos |[Media LS |Sigma LS |Grupos
Homogéneos

70 6 0.786667 |0.00957427 |X

50 6 0.878333 |0.00957427 | X

30 6 0.913333 |0.00957427 | X
Contraste |Sig. |Diferencia |+/- Limites

30 - 50 0.035 0.0377996

30-70 * 10.126667 |0.0377996

50-70 * 10.0916667 |0.0377996

Pruebas de Multiple Rangos para Polifenoles (mg EAG/gss) por Etanol (%)

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

* indica una diferencia significativa.

Etanol (%) |Casos |Media LS |[Sigma LS Grupos
Homogéneos

60 6 0.808333 |0.00957427 (X

0 6 0.845 0.00957427 (X

30 6 0.925 0.00957427 | X

Contraste |Sig. |Diferencia |+/- Limites

0-30 * -0.08 0.0377996

0-60 0.0366667 |0.0377996

30 - 60 * 0.116667 |0.0377996
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DPPH - Extraccion con liquidos presurizados

Analisis de Varianza para DPPH (mg/mL) - Suma de Cuadrados Tipo Il

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

Efectos principales

A:temperatura 27.74 2 (13.87 64.57 [0.0000

B:etanol (%) 107.484 2 |53.7418 250.20 (0.0000

Interacciones

AB 20.3782 4 15.09455 23.72 |0.0001

Residuos 1.93315 9 10.214794

Total (corregido) 157.535 17

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Multiple Rangos para DPPH (mg/mL) por Temperatura

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

* indica una diferencia significativa.

Temperatura |Casos |MedialLS |SigmalS |Grupos
Homogéneos
90 6 6.58 0.189206 |X
70 6 8.16167 |0.189206 X
50 6 9.62 0.189206 X
Contraste |Sig. |Diferencia |+/-
Limites
50-70 * 11.45833 0.746995
50 -90 * 13.04 0.746995
70-90 *  11.58167 0.746995

Pruebas de Multiple Rangos para DPPH (mg/mL) por Etanol (%)
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

* indica una diferencia significativa.

Etanol (%) |Casos |Media LS |Sigma LS |Grupos
Homogéneos
0 6 4.88333 [0.189206 |X
30 6 8.69167 |0.189206 | X
60 6 10.7867 [0.189206 | X
Contraste |Sig. |Diferencia |+/-
Limites
0-30 * |-3.80833 [0.746995
0-60 * |-5.90333 |0.746995
30-60 *1-2.095 0.746995
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DPPH - Extraccion asistida por ultrasonido

Analisis de Varianza para DPPH (mg/mL) - Suma de Cuadrados Tipo Il

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

Efectos principales

A:temperatura (°c) 25.8684 2 [12.9342 84.35 [0.0000

B:etanol (%) 8.12583 2 14.06292 26.50 [0.0002

Interacciones

AB 1.66573 4 10.416433 2.72 0.0982

Residuos 1.38005 9 10.153339

Total (corregido) 37.0401 17

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Multiple Rangos para DPPH (mg/mL) por Temperatura (°C)

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

* indica una diferencia significativa.

Temperatura (°C) |Casos |Media LS |Sigma LS |Grupos
Homogéneos
30 6 4.18667 |0.159864 |X
50 6 478333 |0.159864 |X
70 6 6.975 0.159864 | X
Contraste |Sig. |Diferencia|+/-
Limites
30 - 50 -0.596667(0.63115
30-70 * |-2.78833 [0.63115
50-70 * 1-2.19167 |0.63115

Pruebas de Multiple Rangos para DPPH (mg/mL) por Etanol (%)
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

* indica una diferencia significativa.

Etanol (%) |Casos |Media LS |Sigma LS |Grupos
Homogéneos
30 6 4.39833 |0.159864 |X
0 6 5.55667 |0.159864 | X
60 6 5.99 0.159864 | X
Contraste |Sig. |Diferencia|+/-
Limites
0-30 * [1.15833 |0.63115
0-60 -0.433333|0.63115
30-60 * [-1.59167 |0.63115
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ORAC - Extraccion con liquido presurizado

Analisis de Varianza para ORAC (UM ET/gss) - Suma de Cuadrados Tipo Il

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

Efectos principales

A:temperatura (°c) 54840.2 2 (274201 42.16 [0.0000

B:etanol (%) 197683. 2 198841.3 151.96 (0.0000

Interacciones

AB 218125 4 |5453.12 8.38 0.0042

Residuos 5854.07 9 1650.452

Total (corregido) 280189. 17

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Multiple Rangos para ORAC (uM ET/gss) por Temperatura (°C)
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

* indica una diferencia significativa.

Temperatura |Caso |Media |Sigma |Grupos

(°C) s LS LS Homogéneos
70 6 343.038 {10.4119 (X

50 6 351.703 |{10.4119 (X

90 6 464.22 110.4119 | X

Contrast |Sig. |Diferencia|+/-

e Limites

50-70 8.665 41.1068

50-90 |* [-112.517 |41.1068

70-90 |* |-121.182 (41.1068

Pruebas de Multiple Rangos para ORAC (uM ET/gss) por Etanol (%)
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

* indica una diferencia significativa.

Etanol Caso |Media |Sigma |Grupos

(%) S LS LS Homogéneos
60 6 269.363 [10.4119 |X

30 6 365.968 |10.4119 | X

0 6 523.63 |10.4119| X

Contrast |Sig. |Diferenci | +/-

e a Limites

0-30 *  [157.662 [41.1068

0-60 *  |254.267 |41.1068

30-60 |* [96.605 |41.1068
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ORAC - Extraccion asistida por ultrasonido

Analisis de Varianza para ORAC (UM ET/gss) - Suma de Cuadrados Tipo Il

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

Efectos principales

A:temperatura (°c) 145416. 2 [72708.1 2702.93 (0.0000

B:etanol (%) 18566.5 2 19283.27 345.11 [0.0000

Interacciones

AB 7008.14 4 11752.04 65.13 [0.0000

Residuos 242.097 9 |26.8997

Total (corregido) 171233. 17

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Multiple Rangos para ORAC (uM ET/gss) por Temperatura (°C)

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

* indica una diferencia significativa.

Temperatura |Caso |Media |Sigma |Grupos

(°C) s LS LS Homogéneos
70 6 276.515 |2.11738 [X

50 6 413.992 |2.11738 | X

30 6 494.18 |2.11738 | X

Contrast |Sig. |Diferenci | +/-

e a Limites

30-50 |* |80.1883 |8.35949

30-70 |* |217.665 |8.35949

50-70 |* |137.477 |8.35949

Pruebas de Multiple Rangos para ORAC (uM ET/gss) por Etanol (%)

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

* indica una diferencia significativa.

Etanol Caso (Media |[Sigma |Grupos

(%) S LS LS Homogéneos
0 6 362.422 |2.11738 |X

60 6 383.632 |12.11738 | X

30 6 438.633 (2.11738 | X

Contrast |Sig. |Diferencia|+/-

e Limites

0-30 * |-76.2117 |8.35949

0-60 *|-21.21 8.35949

30-60 |* |[55.0017 |8.35949
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Anexo 8

Analisis de varianza y comparacién Tukey- Semillas

Polifenoles - Extraccion por liquidos presurizados (ELP)

Andlisis de Varianza para Polifenoles - Suma de Cuadrados Tipo Il

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

EFECTOS

PRINCIPALES

A:Temperatura 0.542211 2 0.271105 324.45 0.0000

B:Etanol (%) 0.252103 2 10.126051 150.85 0.0000

INTERACCIONES

AB 0.118805 4 10.0297012 35.55 0.0000

RESIDUOS 0.00752032 (9 |0.000835591

TOTAL 0.920639 17

(CORREGIDO)

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Multiple Rangos para Polifenoles por Temperatura

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Temperatura |Casos |Media LS |Sigma LS |Grupos Homogéneos
50 6 0.551315 |0.0118011 |X

70 6 0.686181 |0.0118011 | X

90 6 0.967906 |0.0118011 | X

Contraste |Sig. |Diferencia +/- Limites

50-70 * -0.134866 0.0465911

50 - 90 * -0.416591 0.0465911

70 -90 * -0.281725 0.0465911

* indica una diferencia significativa.

Pruebas de Multiple Rangos para Polifenoles por etanol (%)

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Etanol (%) |[Casos |Media LS |Sigma LS |Grupos Homogéneos
0 6 0.581454 [0.0118011 (X

30 6 0.754568 (0.0118011 | X

60 6 0.869379 [0.0118011 | X

Contraste |Sig. Diferencia +/- Limites

0-30 * -0.173115 0.0465911

0-60 * -0.287926 0.0465911

30 -60 * -0.114811 0.0465911

* indica una diferencia significativa.
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Polifenoles - Extraccion Asistida por Ultrasonido (EAU)

Andlisis de Varianza para Polifenoles Totales - Suma de Cuadrados Tipo lll

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

EFECTOS

PRINCIPALES

A:Temperatura 1.97267 2 10.986336 680.78 (0.0000

B:Etanol(%) 0.364834 2 10.182417 125.91 |0.0000

INTERACCIONES

AB 0.152233 4 10.0380583 (26.27 |0.0001

RESIDUOS 0.0130395 9 10.00144884

TOTAL 2.50278 17

(CORREGIDO)

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Multiple Rangos para Polifenoles Totales por Temperatura

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

* indica una diferencia significativa.

Temperatura|Casos |Media LS |Sigma LS |Grupos
Homogéneos

30 6 0.538299 [0.0155394 | X

50 6 0.75439 |0.0155394 | X

70 6 1.32321 ]0.0155394 | X

Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites

30-50 * -0.216091 0.0613501

30-70 * -0.784911 0.0613501

50-70 * -0.568819 0.0613501

Pruebas de Multiple Rangos para Polifenoles Totales por Etanol (%)

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

* indica una diferencia significativa.

Etanol(%) |Casos |Media LS |Sigma LS |Grupos Homogéneos
0 6 0.695392 |0.0155394 |X

30 6 0.876475 |0.0155394 | X

60 6 1.04403 |0.0155394 | X

Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites

0-30 * -0.181083 0.0613501

0-60 * -0.348641 0.0613501

30 -60 * -0.167558 0.0613501
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DPPH - Extraccion por liquidos presurizados (ELP)

Andlisis de Varianza para DPPH - Suma de Cuadrados Tipo Il

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

EFECTOS

PRINCIPALES

A:Temperatura 472.891 2 |236.446 40.78 |0.0000

B:Etanol 489.641 2 |244.82 42,22 |0.0000

INTERACCIONES

AB 9.0546 4 12.26365 0.39 0.8106

RESIDUOS 52.1824 9 [5.79804

TOTAL 1023.77 17

(CORREGIDO)

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Multiple Rangos para DPPH por Temperatura

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Temperatura |Casos |Media LS |Sigma LS |Grupos Homogéneos
90 6 27.0678 |0.983026 (X

70 6 30.2511 |0.983026 |X

50 6 39.1772 10.983026 | X

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites

50-70 * 8.92609 3.88103

50 -90 * 12.1094 3.88103

70 -90 3.18329 3.88103

* indica una diferencia significativa.

Pruebas de Multiple Rangos para DPPH por Etanol

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Etanol |Casos [MedialS |SigmalS |Grupos Homogéneos
60 6 25.5263 0.983026 |X

30 6 32.7019 0.983026 | X

0 6 38.2679 0.983026 X

Contraste Sig.  |Diferencia +/- Limites

0-30 * 5.56601 3.88103

0-60 * 12.7417 3.88103

30-60 * 7.17565 3.88103

* indica una diferencia significativa
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DPPH - Extraccion Asistida por Ultrasonido (EAU)

Analisis de Varianza para DPPH - Suma de Cuadrados Tipo Il

Fuente Suma de GI |Cuadrado Razoén- |Valor-P
Cuadrados Medio F

EFECTOS

PRINCIPALES

A:Temperatura 1557.79 2 |778.893 342.04 (0.0000

B:Etanol 497.094 2 |248.547 109.15 (0.0000

INTERACCIONES

AB 85.5994 4 121.3999 9.40 0.0028

RESIDUOS 20.4945 9 (2.27717

TOTAL 2160.97 17

(CORREGIDO)

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Multiple Rangos para DPPH por Temperatura

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Temperatura|Casos |Media LS |Sigma LS |Grupos
Homogéneos

70 6 20.0205 |0.616059 [X

50 6 30.4793 |0.616059 | X

30 6 42.783 0.616059 | X

Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites

30-50 * 12.3037 2.43223

30-70 * 22.7624 2.43223

50-70 * 10.4588 2.43223

* indica una diferencia significativa.

Pruebas de Multiple Rangos para DPPH por Etanol

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Etanol |Casos |Media LS |Sigma LS |Grupos Homogéneos
60 6 25.3854 [0.616059 |X

30 6 20.8279 [0.616059 | X

0 6 38.0695 [0.616059 | X

Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites

0-30 * 8.24156 2.43223

0-60 * 12.6841 2.43223

30-60 * 4.44256 2.43223

* indica una diferencia significativa.
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ORAC - Extraccion por liquidos presurizados (ELP)

Andlisis de Varianza para ORAC - Suma de Cuadrados Tipo llI

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

EFECTOS

PRINCIPALES

A:Temperatura 607.119 2 |303.56 97.93 (0.0000

B:Etanol 686.774 2 [343.387 110.78 [0.0000

INTERACCIONES

AB 49.0722 4 112.268 3.96 0.0402

RESIDUOS 27.8968 3.09965

TOTAL 1370.86 17

(CORREGIDO)

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Multiple Rangos para ORAC por Temperatura

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Temperatura |Casos |Media LS |Sigma LS |Grupos
Homogéneos

50 6 17.132 0.718755 (X

70 6 27.6794 |0.718755 | X

90 6 30.6728 |0.718755 | X

Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites

50-70 * -10.5473 2.83767

50 - 90 * -13.5408 2.83767

70 -90 * -2.99344 2.83767

* indica una diferencia significativa.

Pruebas de Multiple Rangos para ORAC por Etanol

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Etanol |Casos |Media LS |SigmalLS |Grupos Homogéneos
0 6 16.8146 0.718755 |X

30 6 27.1034 0.718755 | X

60 6 31.5662 0.718755 | X

Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites

0-30 * -10.2888 2.83767

0-60 * -14.7516 2.83767

30-60 * -4.4628 2.83767

* indica una diferencia significativa.
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ORAC - Extraccion Asistida por Ultrasonido (EAU)

Analisis de Varianza para ORAC - Suma de Cuadrados Tipo I

Fuente Suma de GI |Cuadrado Razoén- |Valor-P
Cuadrados Medio F

EFECTOS

PRINCIPALES

A:Temperatura 1079.5 2 |539.752 196.17 (0.0000

B:Etanol 924.463 2 (462.232 168.00 [0.0000

INTERACCIONES

AB 94.3504 4 123.5876 8.57 0.0039

RESIDUOS 24.7628 9 [2.75142

TOTAL 2123.08 17

(CORREGIDO)

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Multiple Rangos para ORAC por Temperatura

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Temperatura |Casos |Media LS |Sigma LS |Grupos Homogéneos
30 6 19.6753 |0.677178 |X

50 6 29.1585 |0.677178 | X

70 6 38.6446 |0.677178 | X

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites

30-50 * -9.48321 2.67353

30-70 * -18.9693 2.67353

50-70 * -9.4861 2.67353

* indica una diferencia significativa.

Pruebas de Multiple Rangos para ORAC por Etanol

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Etanol |Casos |MedialS |[SigmalS |Grupos Homogéneos
0 6 19.7941 0.677178 |X

30 6 30.4872 0.677178 X

60 6 37.1971 0.677178 X

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites

0-30 * -10.6932 2.67353

0-60 * -17.403 2.67353

30-60 * -6.70986 2.67353

* indica una diferencia significativa.
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Anexo 9

Analisis de varianza y prueba Tukey de la comparacién a los mejores
tratamientos de EAU y ELP en los extractos de cascara.

Polifenoles, ELP y EAU

Tabla ANOVA para Polifenoles por proceso

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

Entre grupos 5.9536 1 15.9536 180.14 0.0055
Intra grupos 0.0661 2 (0.03305

Total (Corr.) 6.0197 3

Pruebas de Multiple Rangos para Polifenoles por proceso

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

proceso Casos Media Grupos Homogéneos

EAU 2 10.515 (X

ELP 2 12955 | X

Contraste |Sig. |Diferencia +/- Limites

EAU-ELP |* -2.44 0.782208

* indica una diferencia significativa.

Betalainas, ELP y EAU
Tabla ANOVA para Betalainas (mg/gss) por Método de extraccion

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

Cuadrados Medio

Entre grupos |0.0729 1 (0.0729 162.00 0.0061
Intra grupos  |0.0009 2 10.00045

Total (Corr.) |0.0738 3

Pruebas de Multiple Rangos para Betalainas (mg/gss) por Método de extraccion
Método: 95.0 porcentaje LSD

Nivel |Casos |Media |Grupos Homogéneos
ELP |2 0.755 |X

EAU |2 1.025 | X

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
EAU - ELP * 0.27 0.091273

* indica una diferencia significativa.
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Capacidad antioxidante por DPPH, ELP y EAU

Tabla ANOVA para DPPH (mg/gss) por Método de extraccion

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

Entre grupos |1.13423 1 [1.13423 57.21 0.0170

Intra grupos  |0.03965 2 10.019825

Total (Corr.) |1.17388 3

Pruebas de Multiple Rangos para DPPH (mg/gss) por Método de extraccion
Método: 95.0 porcentaje LSD

Nivel Casos Media Grupos Homogéneos
EAU 2 2.03 X
ELP 2 3.095 X
Contraste |Sig. |Diferencia |+/-
Limites
EAU - * ]-1.065 0.605819
ELP

* indica una diferencia significativa.

Capacidad antioxidante por ORAC, ELP y EAU

Tabla ANOVA para ORAC (uM ET/gss) por Método de extraccion

Fuente Suma de G! |Cuadrado Razoén-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos 4151.22 1 |4151.22 13.23 0.0680

Intra grupos 627.615 2 (313.807

Total (Corr.) 4778.84 3

Pruebas de Multiple Rangos para ORAC (uM ET/gss) por Método de extraccion

Método: 95.0 porcentaje LSD

Nivel |Casos |Media Grupos
Homogéneos
ELP 2 561.255 X
EAU |2 625.685 X
Contraste |Sig. |Diferencia +/-
Limites
EAU - ELP 64.43 76.2198

* indica una diferencia significativa.
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Anexo 10

Analisis de varianza y prueba Tukey de la comparacién a los mejores

tratamientos de EAU y ELP en los extractos de semillas.

Polifenoles, ELP y EAU

Tabla ANOVA para Polifenoles por Método

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Medio|Raz6n-F Valor-P
Cuadrados

Entre grupos [0.169344 1 10.169344 97.72 0.0101
Intra grupos |0.00346579 2 |0.0017329

Total (Corr.) |0.17281 3

Pruebas de Multiple Rangos para Polifenoles por Método

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Método |Casos |Media Grupos Homogéneos

ELP 2 1.2566 X

EAU 2 1.66811 | X

Contraste |Sig. |Diferencia |+/- Limites

EAU - ELP |* 0.411514  |0.179111

* indica una diferencia significativa.

Capacidad antioxidante por DPPH, ELP y EAU
Tabla ANOVA para DPPH por Método

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

Cuadrados

Entre grupos |20.8224 1 120.8224 107.45 0.0092
Intra grupos |0.387556 2 0.193778

Total (Corr.) |21.2099 3

Pruebas de Multiple Rangos para DPPH por Método

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Método

Casos

Media

Grupos Homogéneos

EAU 2

15.6394 |X

ELP 2

20.2026 | X

Contraste

Sig.

Diferencia

+/- Limites

EAU - ELP

* -4.56316

1.89404

* indica una diferencia significativa.
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Capacidad antioxidante por ORAC, ELP y EAU

Tabla ANOVA para ORAC por Método

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

Entre grupos|70.0099 1 [70.0099 11.63 0.0763

Intra grupos [12.0358 2 [6.01791

Total (Corr.) |82.0458 3

Pruebas de Multiple Rangos para ORAC por Método

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Meétodo |Casos|Media |Grupos
Homogéneos

ELP 2

38.8318 |X

EAU 2

47199 |X

Contraste

Sig. |Diferencia|+/- Limites

EAU - ELP

8.36719 |10.555

* indica una diferencia significativa.
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Anexo 11

Analisis de varianza y prueba Tukey de la comparacién a los mejores
tratamientos de EAU, ELP y método secuencial (ELP y EAU) para los
extractos de cascara.

Polifenoles, ELP, EAU y método secuencial

Tabla ANOVA para polifenoles por Método

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

Entre 15.6376 2 |7.81882 143.99 0.0010

grupos

Intra 0.1629 3 [0.0543

grupos

Total 15.8005 5

(Corr.)

Pruebas de Multiple Rangos para Polifenoles por Método de extraccién

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Meétodo Casos |Media Grupos Homogéneos
EAU 2 10.515 |X

ELP 2 12.955 X

ELP y EAU 2 14.43 X

Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites

EAU - ELP * -2.44 0.972978

EAU - ELP y EAU * -3.915 0.972978

ELP - ELP y EAU * -1.475 0.972978

* indica una diferencia significativa.

Betalainas, ELP, EAU y método secuencial

Tabla ANOVA para Betalainas por Métodos de extraccion

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

Entre 0.2757 2 (0.13785 459.50 0.0002

grupos

Intra grupos |0.0009 3 0.0003

Total (Corr.) |0.2766 5
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Pruebas de Multiple Rangos para Betalainas por Métodos de extraccion

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel Casos |Media |Grupos Homogéneos
ELP 2 0.755 X

EAU 2 1.025 X

ELP y EAU 2 1.28 X

Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites

EAU - ELP * 0.27 0.0723209
EAU-ELPyEAU |~ -0.255 0.0723209
ELP-ELPYyEAU |~ -0.525 0.0723209

* indica una diferencia significativa.

DPPH-ELP, EAU y método secuencial

Tabla ANOVA para DPPH por Métodos de extraccion

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

Entre 2.59723 2 [1.29862 97.15 0.0019

grupos

Intra grupos{0.0401 3 10.0133667

Total 2.63733 5

(Corr.)

Pruebas de Multiple Rangos para DPPH por Métodos de extraccion

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel Casos |Media |Grupos Homogéneos
ELPy EAU |2 1.515 (X
ELP 2 2.03 X
EAU 2 3.095 X
Contraste Sig. |Diferencia|+/- Limites
EAU - ELP * 1.065 0.482741
EAU - ELP y EAU | * 1.58 0.482741
ELP - ELPyEAU | * 0.515 0.482741
* indica una diferencia significativa.
Anexo 12
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Analisis de varianza y prueba Tukey de la comparacién a los mejores
tratamientos de EAU, ELP y método secuencial (ELP y EAU) para
polifenoles totales de los extractos de cascara.

Polifenoles - ELP, EAU y secuencial

Tabla ANOVA para Polifenoles por Método

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

Entre 0.491916 2 10.245958 173.79 0.0008

grupos

Intra 0.00424581 3 [0.00141527

grupos

Total 0.496162 5

(Corr.)

Pruebas de Multiple Rangos para Polifenoles por Método

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Meétodo Casos |Media Grupos Homogéneos

ELP 2 1.2566 |[X

EAU 2 1.66811 | X

Secuencial |2 1.95422 | X

Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites

Secuencial - EAU | * 0.286105 ]0.157081

Secuencial - ELP | * 0.69762 0.157081

EAU - ELP * 0.411514 |0.157081

* indica una diferencia significativa.

DPPH- ELP, EAU y Secuencial

Tabla ANOVA para DPPH por Método

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

Cuadrados Medio

Entre 77.227 2 |38.6135 240.73 0.0005

grupos

Intra grupos |0.481203 3 ]0.160401

Total (Corr.) |77.7082 5

Pruebas de Multiple Rangos para DPPH por Método




Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Meétodo Casos |Media |Grupos
Homogéneos

Secuencial |2 11.4169 (X

EAU 15.6394 | X

ELP 2 20.2026 | X

Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites

Secuencial - EAU | * -4.22253 1.67227

Secuencial - ELP | * -8.78569 1.67227

EAU - ELP * -4.56316 1.67227

* indica una diferencia significativa.

ORAC - ELP, EAU y Secuencial

Tabla ANOVA para ORAC por Método

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

Entre 228.893 2 (114.446 25.92 0.0128

grupos

Intra grupos |13.2448 3 |4.41492

Total (Corr.) |242.138 5

Pruebas de Multiple Rangos para ORAC por Método

Método: 95.0 porcentaje LSD

Meétodo Casos |Media |Grupos
Homogéneos

ELP 38.8318 X

EAU 47199 | X

Secuencial |2 53.9316 | X

Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites
Secuencial - EAU | * 6.73255 6.68687
Secuencial - ELP | * 15.0997 6.68687
EAU - ELP * 8.36719  |6.68687

* indica una diferencia significativa.
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ni copiados y por tanto los resultados que se presentan en el trabajo de investigacion
constituiran aporte a la realidad investigada.

Soy consciente de que, el hecho de no respetar los derechos de autor y hacer plagio, es objeto
de sanciones universitarias y/o legales, por lo que asumo cualquier responsabilidad que pudiera
derivarse de irregularidades en el trabajo de investigacion, asi como de los derechos sobre la
obra presentada.
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