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RESUMEN

En la actualidad, los arandanos constituyen uno de los principales cultivos de
exportacion en nuestro pais debido a sus propiedades bioactivas su demanda se
ha incrementado considerablemente. Sin embargo, cada etapa del proceso de
exportacion genera importantes cantidades de descartes que no son
aprovechados por la industria debido a su bajo valor econémico. Por ello, con la
finalidad de promover una economia circular que promueva revalorizar este
residuo agroindustrial, es necesario promover métodos alternativos que permitan
recuperar los compuestos bioactivos presentes. Este estudio evalud el efecto de
mezclas agua — isopropanol (0,15, 30%) combinado con temperaturas de 70, 100
y 130°C bajo condiciones subcriticas sobre la recuperacion de compuestos
antioxidantes a partir de arandano de descarte. La recuperacion de compuestos
fendlicos fue mayor con el incremento en la concentracién de isopropanol, cuya
condicién 6ptima fue establecida con 30% isopropanol a 100°C (13,57
mgEAG/gss). Asimismo, se observé una correlacion directa entre el contenido de
polifenoles y la capacidad antioxidante (ORAC y DPPH), cuyos valores maximos
fueron de 246,47 umolET/gss y un ICso de 9,97 mg/mL, respectivamente. El uso
de mayores concentraciones de isopropanol permite reducir en 30% la extraccion
de azucares reductores (fructuosa y glucosa). Finalmente, la modulacion de la
proporcién de solvente permite una recuperacion selectiva de diferentes familias
especificas de polifenoles. Por lo tanto, los resultados obtenidos permiten realizar
a futuro trabajos enfocados en la aplicacion de los extractos, y el escalamiento a

nivel industrial.

Palabras clave: compuestos fendlicos, capacidad antioxidante, isopropanol,

arandano, condiciones subcriticas.



ABSTRACT

At present, blueberries are one of the main export crops in our country due to their
bioactive properties, and their demand has increased considerably. However, each
stage involved in the export process generates significant amounts of discards that
are not used by the industry due to their low economic value. Therefore, to promote
a circular economy that promotes the revaluation of this agro-industrial residue, it
is necessary to promote alternative methods that allow the recovery of the bioactive
compounds present. This study evaluated the effect of water - isopropanol
mixtures (0, 15, 30%) combined with temperatures 70, 100 y 130°C under
subcritical conditions on the recovery of antioxidant compounds from discarded
blueberries. The recovery of phenolic compounds was greater with the increase in
the isopropanol concentration, whose optimum condition was established with 30%
isopropanol at 100°C (13.57 mgEAG/gss). Likewise, a direct correlation was
observed between the content of polyphenols and the antioxidant capacity (ORAC
and DPPH), whose maximum values were 246.47 umolET/gss and an ICsp of 9.97
mg/mL, respectively. Interestingly, the use of higher concentrations of isopropanol
allowed us to reduce the extraction of reducing sugars (fructose and glucose) by
30%. Finally, the modulation of the solvent ratio allowed a selective recovery of
different specific families of polyphenols. Therefore, the results obtained allow
future work focused on the application of the extracts and the scaling at an

industrial level.

Key words: phenolic compounds, antioxidant capacity, isopropanol, blueberry,

subcritical conditions.
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INTRODUCCION

En los ultimos afios, la produccién nacional de arandanos (Vaccinium
Corymbosum L.) para exportacion, se ha incrementado considerablemente
alcanzando 100 mil TM por afio, cuya tasa de crecimiento anual entre los afos
2014 y 2018 fue de 104% (ArandanosPeru, 2019).

Si bien la exportacidén se realiza con arandanos que cumplen criterios
fisicos y quimicos, durante el proceso postcosecha tales como; transporte,
almacenamiento, seleccién y envasado del producto para exportacion, las cuales
generan una alta proporcién de descartes, debido a que los arandanos frescos no
cumplen con los requisitos exigidos para exportacion (Frutales, 2016). Estos
descartes, por lo general son comercializados en el mercado local o en su efecto
son desechados, consecuentemente esto se traduce en pérdidas econdmicas
para las empresas relacionadas con el rubro (FAO, 2021; MINAGRI, 2020b).

Diversas tecnologias alternativas han sido propuestas para aprovechar
descartes de distintas matrices vegetales (Ameer et al.,, 2017). Los métodos
alternativos no solo permiten recuperar los polifenoles presentes en su matriz, sino
también permitira proponer futuras alternativas de industrializacién y revalorizar
de los descartes (Neto, 2007). El uso de las extracciones con liquidos presurizados
ha demostrado tener mejores resultados en la recuperacion de compuestos
fendlicos, en comparacion con las técnicas convencionales, ya que en las
extracciones liquidas presurizadas (ELP) el solvente se mantiene en estado
liquido cuando se hace uso de presiones y temperaturas moderadas que facilitan
la recuperacién de estos compuestos fendlicos, algunas ventajas que proporciona
esta técnica, es que permite un menor consumo de solvente y reducidos tiempos
de extraccion y, por eso se considerada como una técnica amigable con el
ambiente (Mili¢ et al., 2022). En los ultimos afos el arandano ha cobrado gran
interés debid a la biodisponibilidad de compuestos fendlicos (antocianinas,
flavonoles, acidos fendlicos, flavanoles y estilbenos) en su composicion, en
comparacion con otro tipo de bayas, esta caracteristica lo vuelve uno de los frutos
mas deseables debido a su alto potencial antioxidante y por ende de gran interés

para la industria alimentaria y farmacéutica (Secco et al., 2022) .

12



No obstante, el uso futuro o aplicaciones de los extractos obtenidos para
el tratamiento de enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo seran objeto

de investigacién de futuros proyectos.

Por ello, el presente trabajo se enfoca en proponer el uso de solventes
alternativos como el isopropanol combinado con tecnologias alternativas que
permitan la obtencién de extractos ricos en polifenoles a partir de arandanos de

descarte.

13



l. Planteamiento del problema

11 Descripcion y formulacion del problema

El Peri produce 146 mil toneladas de arandanos por afio
aproximadamente, de los cuales alrededor del 85% es destinado para exportacion
y la diferencia para consumo del mercado local (Guerrero Ruiz, 2022; INEI, 2020).
Si bien la Region Moquegua representa el 5% de la produccion nacional, cerca del
95% de esta produccion cuenta con certificacion de produccidon organica,
consecuentemente toda esa produccién es destinada para exportacion (SENASA,
2019). Sin embargo, durante el proceso de ftransporte, almacenamiento y
procesado del ardndano se generan descartes y/o residuos debido a dafios
mecanicos, deshidrataciéon y en algunos casos debido a que no cumplen con el
calibre (volumen) requerido para este producto (Agacino y Sepulveda, 2016;
GLOBALG.A.P., 2020).

Se estima que por cada 100 kg de ardndano de exportacion se generan 3
kg de descartes (pulpa, piel y semillas) (Navarro, 2019). Estos residuos no
presentan ningun valor econémico y generan pérdidas econdmicas en la industria
relacionada con este rubro (Aliaga y Del Rio, 2022). Sin embargo, los residuos de
arandano presentan importantes concentraciones de polifenoles 378,2
mgEAG/100g cuyo perfil polifendlico no solo presenta diferentes familias de
antocianinas, flavonoles, flavanoles, estilbenos y acidos fendlicos, sino también le
confiere una alta capacidad antioxidante (46,14 umolET/gbh) (Liet al., 2017; Wang
et al.,, 2008). Por ello, el desarrollo de tecnologias sustentables para su

recuperacion es una tarea pendiente por resolver.

A la fecha se han desarrollado diferentes técnicas de extraccion que
permiten recuperar los polifenoles presentes en residuos agroindustriales
(Bromberger et al., 2018; Sania et al.,, 2020). Por ejemplo, la extracciéon
convencional (solido - liquido) combinado metanol y acetona por un periodo 4 h,
ha permitido la recuperacion de polifenoles presentes en los residuos de arandano
(Nile y Park, 2014). Debido a la toxicidad de solventes no es posible sugerir su
aplicacion en el sector alimentario. Por otro lado, el uso de mezclas agua - etanol
a 80°C por periodos > 4 h, ha permitido la obtencion de extractos polifendlicos de

grado alimentario (Aaby et al., 2013). El uso de grandes volumenes de solvente y
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prolongados tiempos de proceso, incrementa considerablemente los costos de

produccion limitando un posible escalamiento industrial.

El uso de tecnologias no convencionales como la extraccion liquida
presurizada (condiciones subcriticas) mediante el uso de agua pura a altas
temperaturas (>150°C) ha permitido mejorar 3 veces el rendimiento de la
extraccion de polifenoles en comparacion con la extraccién convencional con
acetona (60%, 30°C, 4 h) (Mariotti-Celis et al., 2018). Sin embargo, las altas
temperaturas de proceso producen compuestos no deseados como el hidroximetil
furfural (HMF), una mayor recuperacion de azucares y la hidrolisis de los
polifenoles de alto peso molecular (Mariotti-Celis et al., 2018; Vergara et al., 2013).
Por ello, diversos estudios han propuesto el uso de mezclas agua-etanol con la
finalidad de reducir la formacion de compuestos no deseados sino también
mejorar los rendimientos en la extraccion de polifenoles comparado con el uso de
agua pura bajo las mismas condiciones (Huaman-Castilla et al., 2019; Mariotti-
Celis et al., 2018). No obstante, para el disefio y escalamiento de procesos es
necesario proponer el uso de solventes de bajo costo que permitan reducir los

costos de proceso.

El isopropanol, es un solvente de bajo costo y de grado alimentario de
amplia aplicaciéon en el sector farmacéutico y alimentario (FDA, 2015). No
obstante, aun no hay estudios que relacionen la efectividad de este solvente con
obtencion de extractos polifendlicos con elevada capacidad antioxidante. Por ello,
en base a todo lo referido se propone la siguiente interrogante a resolver en el

presente proyecto de investigacion.

¢, Cual sera el efecto del uso de mezclas agua-isopropanol combinado con
temperaturas moderadas sobre la recuperacion de polifenoles presentes en los
arandanos de descarte (piel, semilla y baya) a través de un proceso de extraccion

subcritica?
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1.2,

1.3.

Objetivos

1.2.1. Objetivo General

Evaluar el efecto del uso de mezclas agua - isopropanol y temperaturas
moderadas sobre la recuperacion de polifenoles a partir de arandanos

de descarte (piel, semilla y baya).

1.2.2. Objetivos Especificos

Evaluar el efecto del uso de mezclas agua - isopropanol (0, 15, 30%)
como solvente de extraccion a temperaturas moderadas (70, 100 y
130°C) sobre la recuperacion de polifenoles totales y capacidad

antioxidante a partir de arandanos de descarte.

Evaluar el efecto del uso de mezclas agua - isopropanol (0, 15, 30%)
como solvente de extraccién a temperaturas moderadas (70, 100 y
130°C) sobre la recuperacion de azucares reductores a partir de

arandanos de descarte.

Evaluar el efecto del uso de mezclas agua - isopropanol (0, 15, 30%)
como solvente de extraccion a temperaturas moderadas (70, 100 y

130°C) sobre el perfil polifendlico de los extractos obtenidos.

Justificacién e Importancia

Si bien el consumo de arandano, asi como su exportacion esta creciendo

en los ultimos anos, esta industria también genera importantes cantidades de

descartes (restos de piel y semilla). Por ello, desarrollar tecnologias sustentables

que permitan aprovechar estos residuos es el nuevo desafio de la industria de

alimentos.

Estos descartes presentan concentraciones de polifenoles con alta

capacidad antioxidante (Alexandre et al., 2017), los cuales al ser extraidos

mediante tecnologias amigables con el ambiente, podrian ser aprovechados en

una futura formulacién de alimentos nutraceuticos. Esto permitiria revalorizar
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estos descartes y mejorar los ingresos econdmicos de las empresas relacionadas

con este rubro.

Si bien, existen diferentes mezclas de solventes que se usan a la fecha, el
uso de isopropanol bajo condiciones subcriticas podria ser una nueva alternativa
amigable con el ambiente para obtener extractos ricos en polifenoles, cuyas
condiciones de proceso ademas podrian reemplazar a los procesos tradicionales
de extraccidon que utilizan grandes volumenes de solvente y prolongados tiempos

de proceso.

Adicionalmente, es importante establecer que los resultados obtenidos
podran ser replicados en otros descartes agroindustriales, consecuentemente

sera posible desarrollar a futuro procesos escalados a nivel industrial.
1.4. Hipotesis

Es posible mejorar la recuperaciéon de polifenoles presentes en los
arandanos de descarte (piel, semilla y baya) mediante el uso de mezclas agua -

isopropanol combinado con temperaturas moderadas a través de un proceso de

extraccion subcritica.
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Il. Marco Teoérico

21 Antecedentes

Riihinen et al. (2008) estudiaron la composicién fendlica presente en los
arandanos (Vaccinium corymbosum). Para tal fin, el método de pH diferencial y
polifenoles totales fueron usados para establecer concentraciones globales de
estos compuestos, mientras que la cuantificacion e identificacién de los polifenoles
se realiz6 mediante cromatografia liquida acoplada a un detector de arreglo de
diodos. Las concentraciones de antocianinas y polifenoles totales alcanzaron
valores de 85 mg/L y 250 mg/L respectivamente, mientras que diferentes familias
de polifenoles especificos fueron identificados tales como flavanoles
(prodelfinidinas y procianidinas), flavonoles (miricetina, quercetina y kaempferol) y
acidos fendlicos (cumarico, cafeico). Por lo tanto, este material vegetal en
particular puede ser considerado una fuente potencial de polifenoles. No obstante,
aun esta pendiente establecer tecnologias que permitan la recuperacion de estos

compuestos.

Li et al. (2017) estudiaron los compuestos polifendlicos presentes en
arandano (vaccinium corymbosium). Las muestras fueron sometidas a un proceso
de extraccion con metanol/HCI 0,1% (v/v) a 40°C por un periodo de 4h. La
cuantificacién de antocianinas monoméricas se realizo por el método HPLC-DAD,
mientras que el método de folin-ciocalteu fue usado para determinar el contenido
de polifenoles totales y la capacidad antioxidante fue establecida por el método de
DPPH. Los resultados indican que el contenido de antocianinas varia entre 94,5
y 301,0 mg/100g de peso fresco, donde la mayor proporcién de antocianinas
monomeéricas corresponde a malvidina 3-galactosido (32,8%) malvidina 3-
glucosido (24,2%) y delfinidina 3- galactosido (24,4%) y otros en menor proporcién
tales como cianidina, petunidina y peonidina; el contenido de polifenoles totales
fue de 378,2 mg EAG/100g. Por ello, este tipo de baya en particular proporciona
una cantidad considerable de compuestos fendlicos y antocianinas,
consecuentemente, es necesario seguir estudiando métodos de extraccion que

permitan una sustentable recuperacién de estos compuestos bioactivos.

Boeing et al. (2014) estudiaron el efecto que diferentes solventes tales

como agua, etanol, metanol, acetona, acido aceético sobre la extraccién de
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compuestos fendlicos y capacidad antioxidante de zarzamora (blackberry). Las
muestras fueron sometidas a un proceso de extraccién solido- liquido por 1h a
temperatura ambiente. Los resultados muestran que el uso de acetona al 70%
presenta los mejores rendimientos en la recuperacion de polifenoles totales (5774
g EAG/kg) mientras que el uso de metanol (70%) acidificado al 0,5 % presento la
mayor capacidad antioxidante (1490 umolET/g). Por lo tanto, controlando la
composicion del tipo de solvente, es posible mejorar los rendimientos de
extraccion a condiciones atmosféricas. No obstante, estos solventes no son
recomendados para su uso en la industria de alimentos, consecuentemente es
necesario el uso de métodos alternativos que permitan no solo una mayor

recuperacion de polifenoles, sino también una extraccion de grado alimentario.

Aaby et al. (2013) estudiaron el efecto del uso de la extraccién liquida
presurizada (ELP) mediante el uso de agua pura sobre la recuperacién de
compuestos fendlicos presentes en los residuos de arandano. EL contenido de
antocianinas totales se determind mediante el método de pH diferencial, mientras
que el contenido de fenoles totales se determiné mediante el método de Folin-
Ciocalteu, la cuantificacién de polifenoles especificos se realizé mediante HPLC-
DAD-ESI. Los resultados indican que el uso de la ELP (100°C, 15 min) mejora
significativamente en aproximadamente 2 veces mas la recuperaciéon de
polifenoles totales en comparacion con la extraccidon convencional con acetona
(60%, 30 min). Por lo tanto, el uso de la ELP se puede proponer como una
alternativa eficiente para la extraccion de compuestos bioactivos. No obstante, es
importante considerar el uso de solventes de grado alimentario con la finalidad de
poder reducir los tiempos y temperaturas de proceso ademas de mejorar los

rendimientos en extraccion.

Huaman-Castilla et al. (2020) estudiaron el proceso de extraccion de
compuestos polifendélicos en orujo de uva Carmenere mediante la ELP usando
glicerol como cosolvente (15, 32,5, 50 %) T: 90,120,150°C y P:10 MPa, con la
finalidad de lograr una selectiva recuperacion de familias especificas de
polifenoles (mondémeros, dimeros y oligdbmeros). Para la cuantificacion de
polifenoles se dio mediante UPLC-MS. De acuerdo con los resultados se observd
que el glicerol es 1,5y 2,5 veces mas eficiente en la recuperacion de polifenoles
en comparacion con el uso de etanol y acetona. Ademas, se pudo comprobar que

las altas concentraciones de glicerol (50%) favorecen una mayor recuperacion de
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acidos fendlicos, mientras que bajas concentraciones de glicerol (15%) permiten
una mayor recuperacion de flavanoles y flavonoles. En ese sentido, el uso de
glicerol, un solvente de grado alimentario de bajo costo puede ser considerado
como una alternativa prometedora para los procesos de extraccién de compuestos
bioactivos. Sin embargo, debido a los diferentes desafios que surgen en este
campo de investigacion se deben seguir buscando nuevas alternativas de

solventes que permitan reducir los costos de procesos.

2.2 Bases teoricas

2.2.1. Arandano (Vaccinium corymbosum)

El arandano, es una especie frutal arbustiva, perteneciente al reino plantae
clase dicotiledénea, subclase dileniidae, familia ericaceae, subfamilia
Vaccinioideae, género Vaccinium y especie Vaccinium corymbosum L. Este
género contiene alrededor de 450 especies, de las cuales las especie Vaccinium
corymbosum (V. angustifolium) y (V. virgatum) son las mas comerciales (Mac
Bride, 1946).

Su fruto es una baya de color azul claro a negro intenso, cuyo tamafo
puede variar entre 0,7 y 1,5 cm de diametro, posee una capa de cera epicuticular
pulverulenta conocida normalmente como bloom y un ribete en la parte superior a
modo de corona, su pulpa de un sabor agridulce, es de color vinoso (Buzeta,
1997).

2.2.1.1.  Composicién nutricional del arandano

Los arandanos presentan importantes concentraciones de proteinas,
grasas, carbohidratos, fibra y azucares (Tabla 1), cuyas concentraciones superan
a la composicién proximal de otras bayas. Por ejemplo, el contenido de fibra en
arandano es 2 veces mayor en comparacion con las uvas tintas, mientras que el
contenido de azucares reductores en arandano es alrededor de 2 veces mayor
que el de la frambuesa. Ademas, los arandanos son una fuente de vitaminas tales
como la C, complejo B, E y A asi como también proporcionan altas cantidades de
magnesio, zinc, hierro, fosforo y contienen (-caroteno (Michalska y tysiak, 2015;
Nile y Park, 2014; Shi et al., 2017; Xu et al., 2016).

20



Tabla 1

Composicién nutricional de arandano fresco por 100 g.

Compuesto Cantidad
Agua 87,130 %
Energia 57,00 kcal
Proteina 0,74 ¢
Grasa 0,130g
Carbohidratos 14,49 g
Fibra 24049
Azucares 9,96 g
Calcio 6,00 mg
Hierro 0,28 mg
Magnesio 6,00 mg
Fosforo 12,00 mg
Potasio 77,00 mg
Sodio 1,00 mg
Zinc 0,16 mg
Vitamina C 9,70 mg
Vitamina B6 0,052 mg
Vitamina A 3,00 mg
B-caroteno 32,00 pg
Vitamina E 0,57 mg
Vitamina K 19,30 ug

Nota. Fuente: Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA, 2020)

2.2.2. Produccion nacional y local de arandano

Perud en el ano 2015 alcanzé una produccion de 11000 toneladas, la
misma que se pretende incrementar en 17% para los periodos 2021 y 2022
respectivamente (Tabla 2) (MINAGRI, 2020a).

Segun Escurra (2011) este incremento en la produccion de arandano se
debe a la fuerte demanda y precio del producto en el mercado internacional (US$
7 por kg), ademas de considerar que el sur peruano, es una zona libre de la plaga
mosca de la fruta, por tanto, se dan las condiciones para promover su cultivo. Por

ello, el arandano ocupa el 2do lugar dentro de los principales productos peruanos
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mas exportados en el sector Agroindustrial teniendo una participacion del 13,15%
en este sector (CIEN, 2020).

Tabla 2

Produccion de arandano en Peru 2015 — 2020 y proyeccion a 2021 -2022 (TM).

Temporada Produccién de arandano

(Afios) (T™)

2015 11000
2016 29000
2017 52000
2018 85000
2019 146000
2020 171000
2021 200800
2022 235000

Nota. Fuente: Ministerio de Agricultura y Riego (MINAGRI, 2020)

Por otro lado, la superficie sembrada de arandano en el Peru, durante el periodo
2018 alcanzé aproximadamente 6000 hectareas; dentro de las cuales la regién la
Libertad presenta la mayor proporciéon con 4247 ha. seguida por otras regiones
tales como Lambayeque (1078 ha), Ica (277 ha), Lima (77 ha), Ancash (69 ha) y
en una menor proporcién la region de Moquegua con (33 ha) (Tabla 3)
(Redagricola, 2018).

Tabla 3

Superfficie de produccion arandanos en Perd.

Regién Zona Empresa Hectareas
Viru Camposol S.A.C. 2000,00

Trujillo TAL S.A. 665,90

Truijillo Hortifrut Peru S.A.C. 492,60

Viru Hass Peru S.A. 222,00

La libertad Viru Agroberries Peru 221,80
Viru Blueblerries Peru 186,80

Trujillo Danper Trujillo 157,70

Chepen Agricola Cerro Prieto 300,00
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Lambayeque

Lima

Ica

Ancash

Moquegua

Otros

Chiclayo
Chiclayo
Olmos
Olmos
Olmos
Barranca
Huaura
Huaura
Cariete
Pisco

Ica

Ica

Ica

Ica
Huaylas
Huarmey
Mariscal
Nieto

HFE berries Peru S.A.C.
Beta

Agrovision Peru
Plantaciones del Sol

Frusan Agro

Agricola Santa Azul

Inka’s berries

Agropecuaria Pamajosa S.A.
Proberries S.A.C.

Agroinversiones Valle y Pampa Pert S.A.

Agricola Don Ricardo S.A.C.

Agricola Marsole S.A.

Procesos Agroindustriales S.A. -Proagro
Agroindustrias Mamacona S.R.L.
Exportadora Fruticola del Sur S.A.
Agricola la Venta S.A.

Consorcio Agricola Moquegua S.A.C

285,60
250,00
400,00
52,00
90,00
198,00
60,10
15,10
3,7
43,40
17,10
9,7
3,1
3,5
38,30
30,40
33

219

Nota. Fuente: Redagricola (2018)

2.2.3. Exportaciones de arandano

Durante los periodos 2015 — 2016, la exportacion del arandano se

incremento en 104% (12000 TM), esta tendencia positiva se repitiod en los periodos

siguientes con incrementos de 66 y 57% para los afos 2018 y 2019

respectivamente (Tabla 4). Por ello, Peru es uno de los principales exportadores
de este fruto con 125000 TM al mercado internacional (INEI, 2020).
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Tabla 4

Exportacion de arandanos peruanos durante las temporadas 2015 - 2020

Temporada Exportacion
(Aios) (TM)
2015 - 2016 13000
2016 - 2017 26000
2017 - 2018 48000
2018 - 2019 79000
2019 - 2020 125000

Nota. Fuente: Arandanos Peru (2019)

Sibien en la campafa 2019/2020 las principales regiones exportadoras de
nuestro pais fueron La Libertad (75448 TM), Lambayeque (21054 TM), Lima
(11868 TM), Ancash (2930 TM) e Ica (2756 TM); la regién Moquegua exporto
aproximadamente 180 TM con destino a los Estados Unidos (Blueberries, 2020;
SENASA, 2020).

Otro aspecto importante en la exportacién de ardndano son las empresas
relacionadas con este rubro. Por ejemplo, durante la campana 2019/2020 las
principales empresas exportadoras fueron Camposol y el grupo Hortifrut con una

participacion del 22 y 14% de la exportacion respectivamente (Tabla 5).

Tabla 5

Participacion y precios de exportacion de empresas peruanas.

2019-2020
Participacion en Precios de
Empresa Volumen de exportacion
Exportacion ($/ kg)
(%)

Camposol S.A. 22 6,17
Hortifrut- Peru S.A.C. 14 5,58
Agro vision Peru S.A.C. 7 6,41
Hortifrut- Tal S.A.C. 7 5,72
Agricola Cerro Prieto 4 10,25

S.A.
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Agricola Santa Azul 5 7,71

S.R.L

HFE Berries Peru 5 7,22
S.AC.

Complejo Agroindustrial

Beta S.A. 4 7,39
Hass Peru S.A. 5 6,51
Agroberries Pert S.A.C. 4 6,72
Otros 23 6,34

100 6.9

Nota. Fuente: Redagricola (2020)

2.2.4. Arandanos de descarte

Los arandanos de descarte son aquellos residuos agroindustriales
remanentes del proceso de postcosecha, transporte, almacenamiento, seleccion
y empaque, los cuales son en general piel, baya y semilla que se generan durante
la cadena de exportacion de este producto (ODEPA, 2018). En general, estos
residuos presentan caracteristicas fisicas tales como pudriciones, deshidratacion,
pérdida de firmeza, falta de Bloom (pruina) y otros defectos (GLOBALG.A.P.,
2020). No obstante, el presente estudio se enfoca tipificar aquellos descartes de
arandanos generados en la etapa previa al envasado y exportacion de este
producto, los cuales se deben al no cumplimento de las siguientes

especificaciones:

a) Recepcion de materias primas previo al almacenamiento y

envasado para exportacion

Se da mediante la identificacion de los defectos de calidad vy
condicion de la fruta (Tabla 6). Los arandanos de exportacién deben ser
de una misma variedad, con una presentacion uniforme en color y calibre,
deben estar sanos, libres de tierra, u otras materias extrafas (Agacino y
Sepulveda, 2016).

La identificacion de los defectos permite tener Informacién para

posteriormente tomar decisiones del proceso de embalaje. El porcentaje
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de defectos aceptados dentro de la muestra y la tolerancia sera
dependiendo al mercado destino (GLOBALG.A.P., 2020).

Tabla 6

Calificacion y Tolerancia para arandanos frescos por caja.

Excelente Bueno Regular Pobre

1 2 3 4
DEFECTOS DE CALIDAD % % % %
Bajo Peso 0 0 0 0
Bajo Calibre (min 10 mm) 0-2 >2-4 >4-6 >6
Presencia de pedicelos 0-4 >4-8 >8-20 > 20
Falto de color (10% verde o 0 >0-2 >2-5 >5
rojo)
Polvo 0 0 0 0
Restos florales 0-2 >2-5 >5-10 >10
Russet/herida cicatrizadas 0 >0-4 >4-10 >10
Falto de Bloom (> 30%) 0-3 >3-6 >6-15 >15
Presencia de insectos 0 0 0 0
Total defectos de calidad 0-4 >4-8 >8-20 >20
DEFECTOS DE CONDICION % % % %
Fruta blanda 0 0 >0-3 >3
Deshidratacion moderada 0 >0-1 >1-3 >3
Deshidratacion severa 0 0 >0-1 >1
Desgarro pedicelar 0 >0-2 >2-5 >5
Herida abiertas/ partiduras 0 0 >0-1 > 1
Pudriciones 0 0 0 >0
Machucones 0 >0-1 >1-3 >3
Bayas reventadas 0 0 0 0
Total defectos de calidad 0 >0-3 >3-6 >6

Nota. Fuente. Normas de Calidad y Embalaje (GLOBALG.A.P., 2020).

Es importante resaltar que, durante los procesos de seleccion,
almacenamiento y envasado, se generan importantes cantidades de
descartes. Por ejemplo, por cada 1000 kg se generan 30 kg de descarte.

Entonces considerando que en el afo 2020 se llegé a exportar 165 TM con
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procedencia de la region Moquegua se generaron aproximadamente 5 TM

de descarte.
2.2.5. Compuestos bioactivos presentes en el arandano

Los arandanos presentan concentraciones importantes de compuestos
bioactivos, los cuales son reconocidos como polifenoles. Por ello, debido a su alta
capacidad antioxidante y propiedades bioactivas estos compuestos han
despertado el interés de la industria alimentaria y farmacéutica (Manach et al.,
2004; Moyer et al., 2002).

2.2.5.1.  Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios, cuyas estructuras
quimicas estan compuestas por un anillo bencénico que contiene un OH, con

poder reductor (Figura 1) (Tomas Barberan , 2003).

Figura 1

Estructura de un fenol.

Nota. Estructura quimica de un fenol. Adaptada de (Pefarrieta et al. 2017)

El contenido de polifenoles totales presentes en el fruto entero de
arandano es de 466,5 mg EAG/100g, donde la piel presenta un 78%, la semilla
14% y la pulpa 8% (Lee y Wrolstad, 2004) . Si bien existen diferentes especies de
arandanos, el contenido de polifenoles totales puede variar no solo segun su

especie sino también segun la parte especifica del fruto (Tabla 7).
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Tabla 7

Distribucion de Fenoles totales de Arandano (V. Corymbosum y V. Myrtillus).

Fenoles totales

(Vaccinium corymbosum) (Vaccinium
Rubel Bluegold Brigitta Legacy Myrtillus )
Baya entera 466,5 mg 432,7 mg 468,2 mg 570 mg 564 mg
EAG/100g EAC/100g EAC/100g EAC/100g EAC/100g
Piel 1583,8 mg 3109,2 mg 3099,5 mg 3168,6 mg 1447 mg
EAG/100g EAC/100g EAC/100g EAC/100g EAC/100g
Pulpa 160,4 mg 52,9 mg 47,6 mg 42,7 mg
EAG/100g EAC/100g EAC/100g EAC/100g
semillas 285,6 mg
EAG/100g
Referencias Lee y Wrolstad Ribera et al. (2010) Aaby et al.
(2004) (2013)

Ademas, es importante mencionar que el contenido de polifenoles
presentes en el arandano, es superior a otro tipo de bayas como: mora, arandano
rojo, frambuesa, sauco y grosella negra (Tabla 8).

Tabla 8

Fenoles totales de distintos tipos de Bayas (peso freso).

Tipo de Fenoles

Baya (mgl/g) Referencia

Arandano 261 - 585 Fernandez-Panchon et al. (2008);
Skupien y Oszmianski (2004)
Mora 486 Sellappan et al. (2002); Wang y Lin
(2000)

Arandano 315 Maatta-Riihinen et al. (2004); Wang y
(bilberry) Lin (2000)
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121 Koponen et al. (2007); Rauha et al.

Frambuesa
(2000)

Sauco 104 Borges et al. (2010); Rimpapa et al.
(2007)

Grosella 29-90 Kaack y Austed (1998); Ozgen et

negra al.(2010)

2.2.5.2.  Clasificacion de compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos presentes en el arandano pueden ser clasificados en

dos grupos principales tales como no flavonoides y flavonoides (Figura 2).

Figura 2

Clasificacién de compuestos fendlicos en arandanos.

i quercetina
Flavonoles - kaempferol
{ miricetina

malvidina
. B , i delfinidina
Flavonoides Antocianos < petunidina
i cianidina
i_peonidina

Catequinas

Flavanoles
{ Taninos -+ proantocianidinas

¢ Ac. Fertlico
T, i Ac. Hidroxicinamicos
Ac. Cinamicos 1 Ac. Clorogénicos
i Ac. Cafeico
— R o “ Ac. Cumarico
Acidos fendlicos

P Ac Hidroxibenzoicos
~ Ac. Benzoicos = Ac. Vanilico
{Ac. Galico

No Flavonoides -

-- Estilbenos
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A. Flavonoides

Las diferentes clases de flavonoides presentes en los arandanos
incluyen flavanoles, antocianinas y flavonoles, cuyas estructuras quimicas
son diferentes (Anhé et al., 2013) (Figura 3). Por ejemplo, las antocianinas
presentan un aglicon (antocianidina) en su forma basica, conformada por
dos anillos aromaticos unidos por una estructura de tres carbonos (Valls et
al., 2005).

Los flavanoles presentan el anillo saturado y un grupo hidroxilo en
el C3, los cuales pueden estar presentes como monémeros o polimeros de
alto peso molecular, mientras que los flavonoles tienen un grupo hidroxilo
adicional en el C3, un grupo cetona en el C4 y una instauracién en el C2 y
C3 (Quifiones et al., 2012).

Figura 3

Estructura quimica de compuestos polifendlicos (Flavonoides).

Flavonol Antocianidinas

R, R,
I, .
ot O

= OH

OH
OH 0 OH

R;=0OH ;R»=H :Cianidina

R>=OH; R; =R3= H: Kaempferol R1=R»=0OH :Delfinidina

Ri=R»=OH ;Rs; =H :Quercetina Ri=OCH3 ; R,=OH :Petunidina
Ri1=R>=R3; =OH :Miricetina R:1=R>,=0CH; :Malvidina
Flavanol
R,

T

OH
R:1=R,=0OH; R3=H : Catequina

OH
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Nota. Nucleo estructural de los principales compuestos fendlicos de tipo
flavonoide. Adaptada de (Quifiones et al. 2012)

B. No Flavonoides

Los no flavonoides constan de dos grupos tales como los derivados
del acido benzoico y acido cinamico, los cuales se caracterizan por tener
un anillo de benceno, un acido carboxilico uno o mas grupos hidroxilo y/o

metoxilo en la molécula (Figura 4) (Anhé et al., 2013; Heleno et al., 2015).

En particular, los acidos cinamicos presentan hidroxilaciones y
metilaciones en su estructura, estos compuestos poseen un anillo fenil (de
seis carbonos) y una cadena lateral de tres carbonos y son colectivamente
llamadas fenilpropanoides (Naczk y Shahidi, 2004). Los acidos
hidroxicinamicos son mas comunes que los acidos hidroxibenzoicos y

consisten principalmente en p-cumarico, cafeico y ferulico (Clifford, 1999).

Por otro lado, los acidos benzoicos son caracterizados por la
presencia de un grupo carboxilo sustituido en un fenol tales como los

acidos p-hidroxibenzoico, galico, vanilico entre otros (Grotewold, 2006).

Figura 4

Estructura quimica general de acidos fendlicos (No flavonoides)

Acldo benzolco Acldo cindmlco
R1 R‘I
O
Rp RE \ O
OH
R; OH
Ry=R:=Rs=0H : Acido gdlico Ry=0H : Acido cumdrico

Ry=R>=0H : Acido cafeico
Ri=0CH;, R:=0H: Acido feriilico

Nota. Nucleo estructural de los principales compuestos fenodlicos de tipo No

flavonoide. Adaptada de (Quifiones et al. 2012).
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2.2.5.3. Potencial antioxidante del arandano

La actividad antioxidante es la capacidad de una sustancia para inhibir
radicales libres (Avello y Suwalsky, 2006), un radical libre es un atomo o molécula
que tiene uno o mas electrones desapareados en sus orbitales externos y es
capaz de oxidar una serie de compuestos organicos en nuestros sistema biologico
(Carvajal, 2019; Torres, 2002).

La estructura quimica de los polifenoles los hace excelentes antioxidantes
con una alta capacidad de reducir los radicales libres presentes en el sistema
bioldgicos mediante reacciones del tipo oxido-reduccion (Tabla 9) (Olsson et al.,
1998).

Tabla 9

Capacidad antioxidante de fracciones y baya entera de arandano.

Arandano FRAP ORAC
(Vaccinium (nmol/g) (umol/g)
corymbosum)
Baya entera 39,9 30,7
Pieles 151,3 94,9
Pulpa 9,5 8,5
semillas 20,5 9,8

2.2.6. Impacto de los compuestos bioactivos presentes en los

arandanos sobre la salud

Tabla 10

Actividad biologia de compuestos bioactivos presentes en arandano (V.

Corymbosum).
Referencias
Compuestos Beneficios
potenciales para Actividad biolégica Estudios
la salud in in
vitro vivo

Antocianinas

Atenuan la

Cianidina Neuroproteccion degeneracion neuro Schroeter et
-cognitivo inducida al. (2000)
por oxLDL
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Delfinidina

Malvidina

Peonidina

Petunidina

Flavonoles

Miricetina

Quercetina

No flavonoides

Ac. cafeico

Ac. clorogénico

Anti-diabético

Efecto
antiinflamatorio

Actividad
antimutagénica

Capacidad
antioxidante

Efectos
anticancerigenos

Efectos
anticancerigenos

Anti-diabética

Capacidad
antioxidante

Reduce la tasa de
aglicacion de
albumina y HbA1

Atenua las
respuestas
inflamatorias
inducidas por TNF-a
encélulas
endoteliales
Inducen la activacion
de la enzima
antioxidantes de fase
Il en defensa contra
el estrés oxidativo
actuando como
fitoquimicos
quimiopreventivos
Las antocianinas y
sus agliconas actuan
como fuertes
antioxidantes en
emulsiones y LDL.

Ejerce potentes
efectos
antiproliferativos y
proapoptoticos en
células de leucemia
humana K562
Inhibe el crecimiento
de las células
cancerosas HCT116
que causaron
apoptosis en las
células

el acido cafeico
inhibio la actividad
de a-amilasa y a-
glucosidasa en
forma de dosis-
dependiente (2-8 pg
/ mL) diabetes tipo 2
El acido clorogénico
radical inhibi6 el
inicio de
peroxidaciones
lipidicas en cadena
por radicales libres
organicos.

Gharib et al. (2013)

Huang et al.

(2014)

Shih et al.
(2007)

Kahkonen et

al. (2001);
Shih et al.
(2007)

Pan et al.
(2016)

Katsube et al.

(2003)

Oboh et
(2015)

al.

Kono et
al. (1997)

Los polifenoles presentes en los arandanos son reconocidos por sus

propiedades benéficas sobre la salud (Seeram, 2008; Seeram et al., 2006). Estas
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propiedades bioactivas han sido demostradas mediante el uso de pruebas in vitro
e in vivo (Tabla 10) (Manach et al., 2004).

2.2.7. Técnicas de extraccion

Si bien existen diferentes técnicas de extraccion de polifenoles en diversas
matrices vegetales, en general es comun clasificarlos en dos grandes grupos tales

como métodos convencionales y no convencionales (Figura 5) (Cheynier, 2005).

Figura 5

Técnicas de extraccion de compuestos polifendlicos.

Extraccion sélido - liquido
— Convencional Extraccion soxhlet
Maceracion

Técnicas de extraccion

Extraccion asistida por ultrasonido (EAU)
Extraccion asistida por microondas(EAM)
L No Convencional Fluidos supercriticos (agua, CO,)
Extraccion por liquidos presurizados (ELP)
Extraccion asistida por enzimas (EAE)

Dependiendo del método elegido, la eficiencia de extraccion de los
compuestos fenodlicos dependera del tipo de matriz vegetal, tamafo de muestra,
presencia de sustancia interferente asi como las condiciones de proceso tales

como solvente y temperatura (Mustafa y Turner, 2011; Naczk y Shahidi, 2004).
2.2.8. Métodos Convencionales

Las técnicas convencionales se caracterizan porque requieren el uso de
solventes organicos, temperatura y agitacion bajo condiciones atmosféricas
(Rodriguez-Pérez et al., 2015) la extraccion sodlido - liquida, puede efectuarse

usando un extractor Soxhlet.

34



equipo, donde el solvente atraviesa. El tiempo de extraccidon aproximado es entre

2.2.8.1.

Implica una pequena cantidad de muestra seca, que se coloca en el

Extraccion sdlido - liquido

6 — 8 horas (Suwal y Marciniak, 2019).

e Ventajas: Rapido y facil de manejar.

e Desventajas: Alto consumo de solventes, largo tiempo de tratamiento

y degradacion térmica.

Tabla 11

Condiciones de extraccion convencional y solventes aplicados

Fruto Solvente Muestra Tiempo Temperatura Rendimiento Referencia
(°C) CPT
Extraccion Vaccinium metanol /HCI 4 h 40 378,2 mg Li et
sélido - corymbosium (0,1%) EAG/g al.(2017)
liquido
100 mL de
Extraccion Vaccinium etanol al 96% 1gen 12 h 80 1,21 g/100g  klavins et al.
soxhlet macrocarpon y 0,5% acido polvo de baya en (2017)
trifluoroacético polvo
(v/v)
2.2.9. Métodos no convencionales
Estos métodos son reconocidos como tecnologias alternativas o

tecnologias verdes debido al uso reducido de energia y el consumo de solventes

amigables con el ambiente (Rodriguez et al., 2015).

2.2.9.1.

Extraccion asistida por ultrasonido

Este método implica el uso de una sonda que permite generar burbujas de

cavitacion (equilibrio liquido-gas) dentro de un bafio térmico. La aplicacion de

energia ultrasénica conduce a la ruptura de la pared celular del material vegetal,

lo que aumenta los rendimientos (Sridhar et al., 2021) .
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Tiene un tiempo de extraccion aproximado entre 10 — 60 min, tamafio de

muestra (1 - 30 g), volumen de solvente aproximado ( 50 — 200 mL) y tiene un

costo bajo (Suwal y Marciniak, 2019).

e Ventajas: Es rapido, se utiliza menos solvente y consumo de energia,
gradiente térmico reducido, alta pureza y aumento del rendimiento
extractivo, simplificando asi la manipulacion y el tratamiento.

o Desventajas: Formacion de radicales libres en la matriz mas alla de las
condiciones 6ptimas de procesamiento, degradacion e inactivacion del
compuesto de extraccidén debido al esfuerzo cortante y dafo por el uso

de ondas ultrasoénicas.

Tabla 12

Condiciones de extraccion asistida por ultrasonido y solventes aplicados.

Relacion
de
Fruto Solvente Frecuencia Tiempo Temperatura Energia solvente Rendimiento Referencia
(kHz) (min) (°C) (W) muestra CPT
(mL/g)
Rubus
strigosus y agua 24 20 25 400 1:1 460 y 500 yg  Medina-
Vaccinium EAG/mL Meza et al.

corymbosum (2016)
Arandano, 50%y70% 24 25 2 10,3-43,4 Ehala et al.

arandano rojo, metanol y mgEAT/g (2005)

fresa, grosella 70%

negra, etanol con
grosella roja 1% de
HCI
Rubus EtOH(64 35 15 40 60 2:5 2658 geAG /g Ivanovic et
fruticosus %,acidula al. (2014)
do con
0,01 %
HCI)
Rubusspp.,

Vacciniumspp EtOH: 2h 30 1:10 800,700,700, Pan et al
.,Fragaria x agua:HCI 600 mgEAG/g (2016)
ananassa y (70:29:1)

Aronia
melanocarpa
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2.2.9.2.  Extraccion asistida por microondas

El mecanismo implica la conversion de ondas electromagnéticas en
energia térmica y se produce un calentamiento, la humedad se evapora y crea
una alta presion que provoca la ruptura de la pared celular y la liberacién de
compuestos bioactivos especificos. Generalmente se prefieren para el proceso

solventes con altas constantes dieléctricas (Sridhar et al., 2021).

Tiempo de extraccion (3 — 30 min), tamafio de muestra (1 — 10 g), y es de

costo moderado (Suwal y Marciniak, 2019).

e Ventajas: gradiente térmico rapido y reducido, transferencia de calor
volumétrica, uso reducido de solventes, alta reproducibilidad y alta
pureza del compuesto extractivo.

e Desventajas: pérdida de compuestos sensibles al calor debido a la
degradacién térmica y oxidacién y proporciona un menor rendimiento

de extraccion.

Tabla 13

Condiciones de extraccién asistida por microondas y solventes aplicados.

Relacién
Fruto Solvente Tiempo Energia de Rendimiento Referencia
(min) (W) disolvente (CPT)
muestra
(mL/g)
Arandano,
arandano 70% 3 180 2 10,3-43,4 Ehala et al.
rojo, fresa, etanol mg EAT/g (2005)
grosella
negra,
Grosella roja
Chokeberry 53,6% 5 300 5 420 mg Simic et al.
etanol EAT/g (2016)
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2.2.9.3.  Extraccion por fluidos supercriticos

La técnica implica el uso de fluidos supercriticos como solvente de
extraccion. La muestra es colocada dentro de una celda de extraccién de alta
presion por donde atravesara el fluido supercritico, el cual es combinado con
tiempos de extraccion (10 — 60 min), tamafos de muestra (1 — 5 g) y volumenes
de solvente (30-60 mL) muestra liquida (Suwal y Marciniak, 2019).

¢ Ventajas: Rapido, Bajo consumo de solvente, concentracion del
extracto no se necesita filtracion y posible alta selectividad.

¢ Desventajas: Muchos parametros para optimizar.

Tabla 14

Condiciones de extraccién por fluidos supercriticos y solventes aplicados.

Fruto Solvente Presion Tiempo  Temperatura Flujo de Rendimiento Referencia
(MPa) (min) (°C) C02 CPT
Vaccinium CO2: 20 40 1,4X10* 134 mg EAG/g  Paes et al.
myrtillus ~ AGUA:EtO kg/s (2014)
H (90:5:5)
Vaccinium  SFE-CO2, 25 30 45 72.18 mg Babova et
myrtillus EtOH(10%) EAG/g al.(2016)

2.2.9.4. Extraccioén Liquida Presurizada (ELP)

Los solventes liquidos con mayor solubilidad y velocidad de difusiéon en
condiciones presurizadas aumentan la transferencia de masa y disuelven el
compuesto objetivo. El tiempo de extraccién se da entre (10 - 25 min), tamafo de

muestra (1 - 30 g), volumen de solvente (150 mL) y tiene un costo alto (Suwal y
Marciniak, 2019).

El proceso se lleva a cabo en un extractor cerrado, evitando asi el contacto
del compuesto objetivo con la luz'y el oxigeno (Dong etal., 2007) los componentes
principales del sistema ELP son:
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— Una bomba de alta presion a través de la cual se alimenta el
solvente a la celda de extraccion y la extraccion presurizada se
mantiene constante en el sistema (regularmente entre 5y 15 MPa)

— Un sistema de calentamiento por solvente, puede ser con un horno
para calentar la celda de extraccion entre 50 y 200 °C.

— Un recipiente de extraccion para contener la muestra en estudio:
debe soportar alta presion y contar con un sistema de valvulas para
mantener estables las condiciones de extraccién

— Un sistema de enfriamiento de extracto

— Un regulador de contrapresion

— Unvial para recolectar el extracto

e Ventajas: Técnica rapida, de bajo consumo de solventes y respetuosa
con el ambiente.

o Desventajas: Alto costo de inversion, equipo costoso y efecto negativo
sobre la bioactividad del compuesto extractivo termolabil. (Ballesteros-
Vivas et al.,, 2021).

Tabla 15

Condiciones de extraccion por liquidos presurizados y solventes aplicados.

Fruto Solvente Presion Tiempo Temperatura Rendimiento Referencia
(MPa) (min) (°C) CPT
Vaccinium EtOH puro, EtOH 102 mg/g, Paes et al.
myrtillus (50%), agua 5-40 15 25- 180 87,1 mg/g (2014)
acidificada, EtOH (puro EtOH)

(50%, agua
acidificada), Acetona.
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ll. METODOLOGIA

3.1. Tipo y nivel de Investigaciéon

El trabajo de investigacion es de tipo aplicada, cuantitativa y el nivel de
investigacion es experimental debido al uso de un diseno factorial completo con la
finalidad de analizar el efecto de las variables experimentales tales como
temperatura y concentracion del solvente sobre la obtencion de polifenoles

presentes en los arandanos de descarte.
3.2. Ambito temporal y espacial

El ambito fue transversal, ya que el trabajo de investigacién se realizé

durante los periodos de tiempo que comprenden (2021-2022).

El presente proyecto de investigacion realizé las etapas de extraccion por
liquidos presurizados y analisis que comprenden a polifenoles totales, capacidad
antioxidante en el laboratorio de extraccion de compuestos de alto valor (LECAV)
de la escuela profesional de Ingenieria Agroindustrial -UNAM. Mientras que el
analisis de compuestos no deseados (Azucares Reductores) en los laboratorios
de la Escuela Profesional de Ingenieria Agroindustrial de la Universidad Nacional
de Juliaca. Y el perfil de polifenoles se realizé en el laboratorio de contaminantes
organicos y ambiente del IINDEP - UNAM.

3.3. Muestra

5 kg de arandanos de descarte, fueron proveidos por la empresa
Consorcio Agricola Moquegua S.A.C, ubicada en el sector Cerro Blanco, Region

de Moquegua (Peru).

3.4. Instrumentos

3.4.1. Materiales

— 03 Matraces Erlenmeyer (50, 100 y 250 mL)
— 02 Micropipetas (50 y 100 pL)
— 03 Probetas de vidrio (50, 100, 250 mL)

— 30 Tubos de ensayo
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— 03 Vasos de precipitados de vidrio (50, 100, 250 mL)

— 03 Fiolas (10, 250 y 500 mL)

— 02 Picetas (250 y 500 mL)

— 01 papel absorbente

— 01 papel aluminio

— 02 papel filtro

— 01 Celda de 100 mL para ASE 150

— 18 botellas ambar 200 mL

— 01 Baldén de 20 kg de nitrégeno

— 50 Criovial de plastico estéril 2 mL

— 18 Cartuchos SPE SiliaPrep C18 5 mL, 500 mg (Silicycle,Québec,
Canada)

— 100 Puntas para micropipetas de 100 uL -1000 uL

— 100 Puntas para micropipetas de 10 uL -100 uL

— 100 Puntas para micropipetas de 0,5 uL -10 pL

3.4.2. Equipos

— Balanza analitica (ENTRIS224-1S, Sartorius Lab Instruments Gmb H &
Co, KG, Goettingen, Alemania)

— Congeladora (modelo Rh25h5613sg, Samsung)

— Agitador magnético con temperatura (Modelo IKA C-MAG HS-7)

— Extractor de solvente acelerado Dionex ASE 150 de Thermo Scientific.

— Lector Multi-modal de Microplacas (Synergy/HTX, Biotek Instruments
Inc, Winooski, VT, EE.UU.)

— Procesador de alimentos (Marca Bosch MS6CA4120)

— Tamiz vibratorio (Analysette 3 pro, Fritsch, Idar-Oberstein, Alemania)

— Centrifuga (Pro-analityt.C2004, Centurion Scientific Ltd, UK)

— HPLC-IR (Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000, Massachusetts, EE.
uu.)

— Unidad UHPLC - DAD (Agilent 1290 Infinity 1l, EE.UU.)

3.4.3. Insumos y Reactivos

— Trolox (>97 % de pureza)
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— Radical DPPH

— Reactivo Fenol Folinciocalteu (2 N)
— Etanol grado HPLC (> 99 % de pureza)
— Isopropanol Q.P (> 98 % de pureza)
— Hidréxido de sodio (0,1 N)

— Fenolftaleina

— Agua destilada

— Agua MiliQ

— Tierra de diatomea

— Carbonato de sodio (10%, p/p)

— Acido galico (0.8 g/L)

— Acetonitrilo

— Acido férmico

— Metanol grado HPLC

— Catequina (= 97 %)

— Epicatequina (= 98 %)

— Kaempferol (= 97 %)

— Rutina (2 94 %)

— Quercitrina (= 98 %)

— Procianidina A2 (=90 %)

— Procianidina B2 (= 90 %)

— Resveratrol (= 98 %)

— Acido cafeico (= 95 %)

— Acido vanilico (= 99 %)

3.5. Procedimientos

La Figura 6 muestra el proceso realizado para la extraccion, andlisis de
polifenoles, capacidad antioxidante, azucares reductores y el analisis de perfil de
polifenoles.

Figura 6

Diagrama de flujo de proceso para la extraccion y andalisis de polifenoles en

arandano de descarte.
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| Recepcién de muestra |

| Acondicionamiento |

y

| Extraccion (ELP) |

| Andlisis del extracto |

1. Determinacion 2. Determinacion 3. Determinacion 4. Determinacion 5. Analisis de
de polifenoles de Capacidad de Capacidad de Azlcares perfil polifendlico
totales (CPT) Antioxidante Antioxidante Reductores (AR)

(ORAC) (DPPH)

A continuacion, se detalla cada una de las actividades representadas en la Figura
6:

3.5.1. Recepcion de muestra

Las muestras recolectadas fueron lavadas (agua potable) y envasadas en
bolsas de polietileno de alta densidad y finalmente almacenadas a temperatura de

congelacion (- 20 °C) para su posterior extraccion y analisis.
3.5.2. Acondicionamiento

Las muestras congeladas fueron colocadas en un procesador de alimentos
(Marca Bosch MS6CA4120), donde por un periodo de 10 s fueron reducidas de
tamano de particula < 2 mm. Luego, se utilizé un tamizador N° 10 para verificar el

tamano, por un periodo de tiempo 5 min y amplitud de 2 mm
3.5.3. Extraccion liquida presurizada de compuestos fendlicos

Bajo condiciones de ELP diferentes mezclas agua - isopropanol (0, 15,
30%, p/p) combinado con diferentes temperaturas de extraccién (70, 100 y 130°C)
(Figura 7) fueron utilizados para la obtencién de extractos. Los niveles de solvente
y los parametros de proceso, se definieron en base a investigaciones previas de
procesos de extraccion (Huaman-Castilla et al.,, 2019; Huaman-Castilla et al.,
2020). En resumen 10 g de arandano de descarte (base seca) fueron pesados y
10 g de tierra de diatomea (agente dispersante) fueron mezclados vy
acondicionados en una celda de extraccion (100 mL). Luego la celda fue colocada
dentro del sistema de extraccion ELP (ASE150: Dionex, Thermofisher) (Figura 8),

cuyos parametros de proceso fueron los siguientes: i) presion 10 MPa, ii) un ciclo
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de extraccion, iii) 20% de volumen de lavado, iv) 250 s de tiempo de purga de
nitrogeno y v) 5 minutos de tiempo de extraccion estatico. Estas condiciones
permitieron obtener una relacién muestra sélida: volumen de extracto de 1:10.
Después de la extraccion, los extractos crudos fueron envasados en viales ambar
y almacenados a -20 °C hasta su posterior analisis.

Figura 7

Esquema de condiciones experimentales en el proceso de ELP para la obtencion

de polifenoles a partir de arandano de descarte.

Extractos crudos

Isopropanol (0%) - > E1

— 70°C { Isopropanol (15%) --—------ > E2

Isopropanol (30%) --------- » E3

Isopropanol (0%) - > E4

Arandano de descarte — 1oo°c4E Isopropanol (15%) > E5
Isopropanol (30%) - > E6

Isopropanol (0%) - > E7

— 130°C ~E Isopropanol (15%) --------- > E8

Isopropanol (30%) ~ > E9

Figura 8
Proceso de extraccion liquida presurizada de compuestos fendlicos en arandano

de descarte.

ARANDANO DE DESCARTE 10 g (bs)

e —

TIERRA DE DIATOMEA 10 g —

N4

\.__‘_’

CELDA DE EXTRACCION ASE 150: Dionex
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3.5.4. Determinacion de polifenoles totales

El contenido de polifenoles totales (CPT) de los extractos obtenidos fueron
analizados mediante el ensayo de Folin-Ciocalteu (Singleton y Rossi,1965). Un
volumen de 150 uL de agua destilada, 20 yL de extracto de crudo y 10 pL de
reactivo Folin-Ciocalteu (1N) se mezclaron con 20 pL de una solucion de
carbonato de sodio (10% p/v). Después un tiempo de reaccion de 1h a temperatura
ambiente y protegidas de la luz, la absorbancia fue medida a 765 nm en un Lector
multi-modal de microplacas (Synergy/HTX, Biotek Instruments Inc, Winooski, VT,
EE.UU.). Previamente, una curva de calibracién fue establecida usando acido
galico como estandar (20 ul) con la finalidad de establecer la ecuacion de la recta
(Anexo 3). El contenido de polifenoles totales fue calculado mediante la ecuacion
de la curva estandar. Los resultados fueron expresados en mg de EAG

(equivalente de acido galico) por gramo de arandano en base seca (Figura 9).

Figura 9

Procedimientos para determinacién de contenido polifendlico total.

Agua destilada 150 pL e
Reactivo Folin (1N) 10 pL

N32003 20 Ul 1234567891012

Tiempo de reaccién 1h
—_—
Bajo oscuridad

OMmMmON®™>»

20 uL

Extracto diluido y _|

estandar ( 0.1, 0.05,
0.025,0.0125, 0.001)

3.5.5. Determinacion de capacidad antioxidante por DPPH (2,2-

difenil-1-picrilhidrazilo)

La capacidad antioxidante de los extractos se determinaron utilizando el
método de inhibicion del radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) propuesta por
Brand-Williams et al. (1995) (Figura 10).
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Figura 10

Procedimientos para determinacion de capacidad antioxidante DPPH.

b) Preparacion de diluciones
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a) Preparacion de solucion metandlica de DPPH: Se pesaron 10 mg de
DPPH en un matraz volumétrico de 500 mL, y fue aforado con metanol
(>95%) se cubrié con papel aluminio y se protegié de la luz.

b) Preparacién de diluciones: Se prepararon tres diluciones metandlicas
seriadas del extracto a distintas concentraciones.

c) Cargado de muestras en placa: Se tomaron 5 pL de las diluciones de
los extractos y se cargaron en la placa y posteriormente se agregaron
195 pL de solucion metandlica de DPPH. Se dejé reaccionar 30 min y
se protegi6 de la luz.

d) Lectura: La absorbancia fue medida en un lector de microplacas
(Synergy/HTX, Biotek Instruments Inc, Winooski, VT, EE.UU.) a una
longitud de onda de 517 nm.

Calculos

50—n

ICSO =

Con esta ecuacién determinamos el factor ICs, cantidad de antioxidante
necesario para disminuir en un 50% la cantidad inicial del radical DPPH.

Los valores de capacidad antioxidante se expresaron en (mg/mL).
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3.5.6. Determinacion de capacidad antioxidante por ORAC

(capacidad de absorcion de radicales de oxigeno)

Los analisis ORAC de los extractos obtenidos se realizaron en un Lector
multi-modal de microplacas (Synergy/HTX, Biotek Instruments Inc, Winooski, VT,
EE.UU.) de acuerdo a la metodologia propuesta por Chirinos et al. (2008). Donde
el AAPH se utilizé6 como generador de radicales peroxilo, trolox como estandar y
fluoresceina como emisor de fluorescencia. Previamente soluciones de
fluoresceina (55 mM) y una solucion de AAPH (153 mM) fueron diluidos en una
solucion buffer de PBS (pH 7,4). En resumen, 25 uL de muestra, estandar de
Trolox o muestra diluida fueron mezcladas, las cuales se incubaron durante 10
minutos a 37°C antes de la inyeccion automatica en el lector de microplacas. La
fluorescencia fue medida a 485 mM (A: excitation) y a 520 mM (A: emision) cada
minuto durante 50 min (Figura 11). Los valores ORAC finales se calcularon
utilizando el area bajo la curva y fueron expresados como umol de ET por gramo

de arandano en base seca.

Figura 11

Procedimientos para determinacion de capacidad antioxidante ORAC.

a) Preparacion PBS Ph:7 b) Preparacion de soluciones c) Preparacién de dilucién de extracto
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Trolox 25 pL (8,16,24,32,40)
Muestra 25 pL

3.5.7. Determinacidén de azucares reductores (AR)

Los azucares reductores de los extractos de arandano de descarte, fueron

cuantificados por cromatografia liquida de alto rendimiento acoplado a un detector
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— IR de acuerdo a la metodologia propuesta por Mariotti et al. (2018). Primero se
prepararon diluciones, 3 mL de muestra se mezclaron con 2 mL de agua MiliQ
(3:2) en un tubo falcon de 50 mL y luego se homogenizaron y centrifugaron (6000
rpm por 10 min, 4°C). Posteriormente, con una jeringa se tomaron de 2 mL del
sobrenadante y se pas6 por un filtro de 0,22 um. Luego, de este filtrado se tomaron
300 pL y se mezcld con 700 pL de acetonitrilo para hacer el analisis en el equipo
HPLC-IR (Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000, Massachusetts, EE.UU.).
Posteriormente 20 uL de muestra preparada fueron inyectados bajo un flujo de 1
mL/min. La separacién cromatografica se realizd6 en fase Normal, usando una
columna Li ChroCART® 250-4 Purospher® STAR NH: (5 ym) a 40°C. La fase
movil fue de Acetonitrilo/agua (70/30%) (Merck, EE.UU.) para después ser
analizada por el detector IR, cada pico principal en los cromatogramas de HPLC
de los extractos se identificd por el tiempo de retencién frente al estandar puro
(curva de calibracién). Los resultados fueron expresados como miligramos de

glucosa y fructuosa por gramo de arandano en base seca.

3.5.8. Cuantificacion de polifenoles especificos

La cuantificacion de polifenoles se realizé mediante la metodologia

propuesta por Maldonado et al. (2022) con algunas modificaciones:

a) Extraccion en fase solida (SPE): Las muestras fueron previamente
purificadas en un sistema SPE con la finalidad de eliminar compuestos
interferentes. Para tal fin, los cartuchos SPE SiliaPrep C18 (5 mL, 500
mg Silicycle,Québec, Canada) fueron previamente lavados con 10 mL
de metanol (grado HPLC) y 10 mL de agua MiliQ. Luego, 25 mL del
extracto fueron pasados a través del cartucho C18. Después, 5 mL de
metanol (grado HPLC) fue usado para eluir los polifenoles adsorbidos
por el cartucho. Las muestras fueron colectadas para posteriores
analisis.

b) Dilucién de muestra: Se tomaron 100 pL de la muestra colectada, la
cual fue diluida (1/10) con metanol (grado HPLC) y posteriormente fue
filtrada a través de un filtro tipo jeringa de 0.22 ym. Luego, las muestras
fueron almacenadas en viales ambar para futuros analisis.

¢) Condiciones en el Cromatégrafo (UHPLC — DAD): Para esta etapa, 2

ML de muestra filtrada fue inyectada en un sistema de cromatografia
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liquida de ultra alta performance (Agilent 1290 I, Agilgent, EE.UU.), el
cual esta equipado con una columna de fase reversa Poroshell EC-C18
(2,1 mm x 150 mm x 1,9 ym) y detector de arreglo de diodos (DAD).
La separacion cromatografica fue realizada a 30°C con un flujo de 0.3
mL/min bajo el siguiente gradiente (A: 0,1% acido férmico en agua y B:
0,1% en acetonitrilo): 95% A — 5% B por 15 min. Luego, 60% A — 40%
B por 3 min. Finalmente, 95% A — 5% B con un tiempo cromatografico
total de 20 min.

d) Soluciones estandares: Las curvas de calibracion fueron obtenidas
calculando el area bajo la curva de 10 estandares, cuyas
concentraciones fueron: 0,3, 1, 3, 6, 10 y 20 pg/mL.

e) ldentificacion y cuantificacion de polifenoles en extractos: Los
polifenoles fueron identificados y cuantificados comparando el tiempo
de retencién y el area bajo la curva de diferentes estandares de
polifenoles (A: 270 nm rutina, quercitrina; A: 280 nm, catequina,
procianidina B2, epicatequina, acido vanilico, procianidina A2; A: 324
nm, acido cafeico, resveratrol y A: 373 nm, Kaempferol) (Figura 12 a,b).
Los analisis se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron

en ug del polifenol especifico por gramo en base seca (Anexo 19).

Figura 12

Cromatograma de compuestos polifendlicos identificados.
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6423 Ac. Cafeico

Tabla 16

Tiempos de retencion de compuestos polifendlicos identificados.

N° COMPUESTO TR LD LQ
(min) (ng mL-1) (ng mL-1)
1 Catequina 5,877 2,9 8,7
2 Acido cafeico 6,423 0,4 1,2
3 Procianidina B2 6,632 57 17,1
4 Epicatequina 7,149 0,9 2,6
5 Acido vanilico 7,678 0,3 0,8
6 Rutina 8,960 0,1 0,3
7 Procianidina A2 9,638 0,5 1,4
8 Quercitrina 10,328 0,5 1,6
9 Resveratrol 11,891 7,6 22,9
10 Kaempferol 15,335 4.9 14,7

Nota. Donde: TR (Tiempo de retencién), LD (Limite de deteccion) y LQ (Limite
de cuantificacion)

Los valores de LD y LQ se determinaron usando las siguientes ecuaciones (1)
y (2).

Ecuacién (1):

D concentracion minima * 1 * 3

signal noise

Ecuacién (2):

LQ =3.3%LD
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3.6. Analisis de datos

Para el analisis de datos un total de 18 pruebas fueron conducidas
mediante un disefio multifactorial completo 3 x 3 con dos repeticiones, el cual se
analizé mediante un analisis de varianza con un 95% de confiabilidad, con la
finalidad de evaluar el efecto de los factores en estudio tales como temperatura
(70, 100, 130°C) y concentracion (0, 15, 30%) de solvente sobre las variables
respuesta (polifenoles totales, capacidad antioxidante y azucares reductores).
Para establecer diferencias significativas de las medias se aplicé la prueba de
comparacion Tukey (p < 0,05). El programa Statgraphics Plus 4.0 (Statpoint
Technologies, Inc., Warrenton, VA, USA) fue el software utilizado para el analisis

estadistico de todos los datos.
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IV. Resultados y Discusiones

4.1 Contenido de polifenoles Totales

Los extractos obtenidos presentaron concentraciones de polifenoles
totales entre 2,32 y 13,57 mg EAG/gss (Tabla 17). Bajo condiciones subcriticas
(~10 MPa), los cambios de temperatura de 70 a 130°C combinados con 15y 30%
de isopropanol recuperaron 48 y 63% mas contenido de polifenoles en
comparacion con el uso de agua pura (0% isopropanol) (Tabla 17).

Tabla 17
Contenido de polifenoles totales (mg EAG/gss) de extractos de arandano de

descarte a diferentes concentraciones de isopropanol y temperaturas de

extraccion liquida presurizada.

Polifenoles Totales (mgEAG/gss)

Isopropanol Temperatura °C
70°C 100°C 130°C
% X cv X cv X c¢v
0 2,32420,09 3,61820,04 8,13¢20,08
15 2,662 0,07 6,308°0,08 11,26°°0,04
30 2,71420,09 13,57¢°0,05 12,188°0,02

Las letras minusculas representan diferencias significativas (p- valor <0,05) entre
columnas y las letras mayusculas representan diferencias significativas (p-
valor<0,05) entre filas, X representa el promedio de tres réplicas, CV es el
coeficiente de variacion. Los datos fueron expresados en mg equivalentes de

acido galico por gramo de peso seco (mg EAG/gss).

Si bien no existen reportes del efecto del isopropanol bajo condiciones
subcriticas, existen trabajos que demuestran el efecto de este solvente bajo
condiciones atmosféricas (101,3 kPa). Por ejemplo, Banvolgyi et al. (2020)
reportaron que un incremento de temperatura de 30 a 60°C usando 50% de
isopropanol recupera ~9,2 veces mas contenido de polifenoles en comparacion
con el uso de agua pura bajo las mismas condiciones. Los cambios de temperatura

incrementan la energia cinética del solvente facilitando la ruptura de la pared
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celular y solubilidad de los polifenoles (Vergara-Salinas et al., 2013). Ademas, la
efectividad del uso de solventes medianamente polares como el isopropanol en
comparacion con el agua pura, se debe a su habilidad para reducir la polaridad de
la solucion de extraccion, esto favoreceria la formacion de puentes de hidrogeno
y enlaces no polares a partir de las interacciones polifenol — solvente,
consecuentemente la extractabilidad de los polifenoles mejora significativamente
(Huaman-Castilla et al., 2019). Esta habilidad del isopropanol para interactuar con
los polifenoles probablemente se deba a la presencia de una fraccion polar (grupo
hidroxilo) y una fraccién no polar (grupo isopropilo) dentro de su estructura
quimica. Probablemente, la fracciébn polar interactie mediante puentes de
hidrégeno con los grupos hidroxilo de los polifenoles, mientras la fracciéon no polar
interactua mediante interacciones hidrofébicas con los anillos aromaticos de los

polifenoles.

Cuando la temperatura supera los 100°C usando 30% de isopropanol, la
recuperacion de polifenoles disminuye en ~10.24 % (Tabla 17). Si bien bajo
condiciones subcriticas no se reportaron trabajos que expliquen el efecto del
isopropanol sobre la obtencién de extractos polifendlicos, el efecto del uso de otros
solventes no polares como el etanol (g: 24) podrian ayudar comprender el porqué
de este fendmeno. Huaman-Castilla et al. (2019) observaron que el uso de altas
concentraciones de solventes no polares como el etanol (>30%) puede afectar la
solubilidad de algunas familias especificas de polifenoles de polaridad intermedia
como los flavonoles, disminuyendo la recuperacion de estos compuestos en
~28.4%. Por otro lado, Liazid et al. (2014) reportaron que temperaturas mayores a
los 100°C conllevan a la degradaciéon de compuestos termolabiles como las
antocianinas. Probablemente, dentro del contenido total de polifenoles presentes
en los extractos de arandanos, sean finalmente las antocianinas un grupo de
polifenoles altamente solubles en agua que no son afines a las altas
concentraciones de isopropanol, asi como también se ven afectados por las altas

temperaturas de proceso, esto podria explicar los resultados obtenidos.
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4.2 Capacidad Antioxidante

4.2.1 Capacidad antioxidante por ORAC

El uso de mezclas agua-isopropanol (0 — 30%, v/v) combinado con
temperaturas entre 70 y 130°C permitieron obtener extractos con alta capacidad
antioxidante entre 90,85 y 246,47 uymol ET/gss) (Tabla 18).

Tabla 18
Capacidad Antioxidante ORAC (umol ET/gss) de extractos de arandano de
descarte a diferentes concentraciones de isopropanol y temperaturas de

extraccion liquida presurizada.

Capacidad Antioxidante ORAC (umol ET/gss)

Isopropanol Temperatura °C
70°C 100°C 130°C
% X-cv X-cv X-CcV
0 90,85"20,03 121,85820,04 159,90°20,05
15 97,5920,04 148,598° 0,05 179,33°00,03
30 108,52420,03 246,47¢°0,05 197,298°0,06

Las letras minusculas representan diferencias significativas (p- valor <0,05) entre
columnas y las letras mayusculas representan diferencias significativas (p-
valor<0,05) entre filas, Y, representa el promedio de tres réplicas, CV es el
coeficiente de variacion. Los datos fueron expresados en umol equivalente de

trolox por gramo de peso seco.

Los incrementos de temperatura y concentracion de isopropanol en el
proceso de extraccion tienen un efecto positivo en la recuperacién de capacidad
antioxidante. Por ejemplo, cuando la concentracion de isopropanol incrementa de
0 a 30% a 130°C, la capacidad antioxidante mejora en 23 % (Tabla 18). Aun no
se han reportado trabajos bajo condiciones subcriticas en esta matriz y solvente
en particular. Sin embargo, bajo condiciones atmosféricas Banvolgyi et al. (2017)
reportaron que el incremento de temperatura de 30 a 45°C con 50% de
isopropanol mejora ~ 2,9 veces la capacidad antioxidante de los extractos en

comparacion con el uso de agua pura, debido a que el isopropanol presenta una
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fraccion polar (hidroxilo) y otra fraccion no polar (metilo) que le permiten interactuar
con los grupos funcionales de los polifenoles. Similarmente, Smith et al., (2000) y
Wu et al. (2006) mencionan que probablemente, la adicion de solventes
mediamente polares en el solvente de extraccion favorece a un mayor nimero de
interacciones con los grupos funcionales de los polifenoles en particular aquellos
compuestos de polaridad intermedia como las antocianinas y mondémeros de

flavonoles y acidos fendlicos.

Similar al comportamiento de polifenoles, cuanto mayor es la temperatura
mayor es la capacidad antioxidante en los extractos (Tabla 18). No obstante, un
comportamiento atipico ocurre a temperaturas mayores de 100°C con 30%
isopropanol donde la capacidad antioxidante disminuye en ~20 %. Al respecto,
bajo condiciones subcriticas Ju y Howard (2003) observaron que el uso de
agua/acidificada a temperaturas mayores de 80°C disminuyen la capacidad
antioxidante (ORAC) de los extractos obtenidos a partir de piel de uva roja. Monrad
et al. (2010) reportaron que un aumento de temperaturas de extraccion (> 120°C)
podria degradar polifenoles termolabiles como las antocianinas y algunos
monomeros de bajo peso molecular, reduciendo la capacidad antioxidante de los
extractos. Esta degradacion en las antocianinas se debe a la hidrdlisis del enlace
3-glucdsido y a la desprotonacion del atomo de oxigeno que origina la apertura
hidrolitica del anillo de benzopirilio (Figura 13) (Simpson,1985). Comportamiento
similar también puede ser sugerido para otras familias especificas de polifenoles

tales flavonoles y flavanoles (Zheng y Wang, 2003).

Figura 13

Degradacion térmica de antocianinas.

Malvidin 3-galactésido Chalcona
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Figura 14

Correlacion de contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante (ORAC).
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De acuerdo con los datos obtenidos, cuanto mayor es el contenido total de
polifenoles mayor sera capacidad antioxidante (ORAC) (Figura 14). Esto se puede
verificar mediante la correlacion positiva entre ambas variables respuesta (R? =
0,9708). Similar comportamiento fue reportado por Wang et al. (2008) quienes
observaron que existe una relacién lineal positiva entre valores ORAC y fenoles
totales (R?= 0,8158). Entonces, estos resultados sugirieron que la capacidad
antioxidante se debe a la contribucion de los compuestos fendlicos presentes en

la muestra de extractos de arandano.
4.2.2 Capacidad Antioxidante por DPPH

Este método evalua la capacidad que presenta el polifenol (antioxidante)
para neutralizar el radical DPPH (Brand-Williams et al., 1995). Los valores fueron
expresados como el factor ICsp, es decir concentracion de polifenoles necesaria
para inhibir en un 50% la actividad radical DPPH presente en la solucion. Los

extractos obtenidos a partir de arandanos mediante el uso de agual/isopropanol
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como solvente alternativo (0 — 30%, v/v) combinado con temperaturas entre 70 -

130°C presentaron valores de 1Cso que varian de 9,97 a 20,44 mg/mL.

Tabla 19
Capacidad Antioxidante DPPH (mg/mL) de extractos de arandano de descarte a

diferentes concentraciones de isopropanol y temperaturas de extraccion liquida

presurizada.
Capacidad Antioxidante DPPH (ICso)
Isopropanol Temperatura °C

% 70°C 100°C 130°C

X-cVv X-cv X-cv
0 20,44%°0,02 16,948°0,03 13,61420,03
15 19,22°20,02 14,248°0,03 12,23/00,03
30 17,99%20,03 9,97420,04 11,43820,04

Las letras minusculas representan diferencias significativas (p-valor <0,05) entre
columnas y las letras mayusculas representan diferencias significativas (p-valor
<0,05) entre filas, X representa el promedio de tres réplicas, CV es el coeficiente

de variacion. Los datos fueron expresaron en mg/mL.

Bajo condiciones subcriticas (~10MPa), los cambios de temperatura de 70
a 130°C en combinacion con concentraciones de isopropanol de 15 a 30%
presentan una disminucién de los valores ICso en ~36,36 y ~36,46% (Tabla 19).
La mejor condicién fue establecida a 100°C con 30% isopropanol (ICso: 9,97
mg/mL). Esto significa que solo seran necesarios 9,97 mg de extracto para reducir
en 50% la actividad del radical DPPH. Por ello, cuanto mas pequefio sea el valor
ICso mas efectivo es el extracto para inhibir el radical DPPH (Mariotti-Celis et al.,
2018; Roy et al., 2010). Este efecto bajo condiciones atmosféricas fue reportado
por Venkatesan et al. (2019) quienes reportaron que el uso de isopropanol (40%)
a 60°C permite un mayor potencial de eliminacién de radicales libres (DPPH) en ~
7.14 %. Por ello, diversos estudios concluyen que en lugar de usar agua pura el
uso de mezclas acuosas de disolventes organicos como el isopropanol mejoran la
capacidad antioxidante de los extractos vegetales (Mokrani y Madani, 2016; Zhao
et al., 2006).

Probablemente, las altas concentraciones de isopropanol favorecen las

interacciones entre moléculas de isopropanol desfavoreciendo las interacciones
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intermoleculares entre las moléculas de isopropanol y los polifenoles. Ademas, las
altas temperaturas pueden afectar la estabilidad de las antocianinas,
consecuentemente la capacidad antioxidante se ve desfavorecida. Al respecto,
bajo condiciones subcriticas Plaza y Turner (2015), indican que las condiciones
optimas para una mayor recuperacion de esta familia de polifenoles, se da a
temperaturas entre (80 y 100°C) en concentraciones (15 -25%) de solventes

organicos como el etanol.

Figura 15

Correlacion de polifenoles totales y Capacidad antioxidante (DPPH).
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El CPT y DPPH (ICso) mostraron una correlacion inversa (R?= 0,9676)
(Figura 15). Martin-Gomez et al. (2020) mencionan que existe una fuerte
influencia de los compuestos fendlicos sobre la capacidad antioxidante expresada
como ICsp (R?=0,8073).
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4.3 Azucares reductores AR (Fructuosa — Glucosa)

Los extractos obtenidos presentaron contenidos de azucares reductores
entre 5,67 — 67,45 mg/gss para fructosa y 6,17 — 69,96 mg/gss para glucosa
(Figura 16).

Figura 16
Azicares Reductores AR (mg/gss) de extractos de arandano de descarte a
diferentes concentraciones de isopropanol y temperaturas de extraccion liquida

presurizada.

80 80

70 4 r 70

60 r 60

Fructuosa (AR)%0 | H

(mg/gss)
40 A

50
Glucosa (AR)
L 40 (mglgss)

301 k30

20 4 r20

0 T T T T T T T 0

T T T T T T T

60 70 80 90 100 110 120 130 140 60 70 80 90 100 110 120 130 140

Temperatura °C Temperatura °C

Al contrario del comportamiento de los polifenoles, la extraccion de glucosa
y fructuosa se vio favorecida a incrementos de temperatura y se redujo a mayores
concentraciones de isopropanol, por ejemplo cuando la concentracién se
increment6 de 0 a 30 % a 130°C reduce en ~30% la recuperacion de fructosa y
glucosa (Figura 16). Al respecto, el uso de solventes no polares como el etanol ha
demostrado ser efectivo para reducir la recuperacién de azucares debido a la
presencia de fracciones no polares en su estructura quimica, las cuales evitarian
las interacciones entre el solvente y los azucares reductores (Huaman et al.,
2019). Mariotti-Celis et al.(2018) reportaron que bajo condiciones subcriticas el
uso de concentraciones mayores al 15% de etanol reduce en 13% la presencia de
azucares reductores. Probablemente, en el caso particular del isopropanol la

presencia de 2 grupos metilos (fraccidon no polar) desfavorece las interacciones
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glucosa — solvente, consecuentemente una menor proporcion de azucares es

recuperada.

4.4 Cuantificacion de polifenoles especificos

4.41 Flavonoles

Cuatro diferentes familias especificas de polifenoles fueron analizados
tales como flavonoles, flavanoles, estilbenos y acidos fendlicos (Tabla 20). Los
flavonoles presentaron las concentraciones mas altas de quercitrina, rutina y
kaempferol, cuyos promedios varian de 2,92 ug/gss a 333,82 pg/gss. Asimismo,
los cambios de 70°C a 100°C con 30% de isopropanol incrementan en ~ 2,2 veces
el contenido de flavonoles. Contrariamente el uso de 30% de isopropanol con
cambios de 100°C a 130°C reduce ~48 % el contenido de flavonoles. Al respecto,
Ju y Howard (2005) quienes trabajaron con muestras de piel de uva roja, bajo
condiciones subcriticas usando agua pura como solvente de extraccién, encontrd
que temperaturas mayores a 120°C disminuyen en 24% cuando la recuperacion
de estos compuestos. Las mejores condiciones de proceso fueron establecidas
con 100°C y 30% isopropanol, las cuales permitieron recuperar 171 ug/gss de
quercitrina, un dimero conformado por una molécula de quercetina y una molécula
de ramnosa (Tabla 20). Algunos estudios encontraron que la quercetina es el
polifenol mas abundante en muestras de arandano llegando a encontrarse ~14
mg/100gbh, representando entre el 68 - 82,4% del total de glucdsidos de

flavonoles cuantificados ( Wang et al., 2019).

Tabla 20
Perfil de polifenoles especificos (1ig/gss) de extractos de arandano de descarte a
diferentes concentraciones de isopropanol y temperaturas de extraccion liquida

presurizada.
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Descripcion

0%

70°C

Isopropanol %

Temperatura
100°C

Isopropanol %

130°C

Isopropanol %

15% 30% 0% 15% 30% 0% 15% 30%
Flavonoles X-cv X-cv X-cv X -cv X-cv X-cv X-cv X-CcVv X-cv
(ng/gss)
Quercitrina 2,03A20,02 77,09A00,03 76,96A0,02 10,63820,08 88,93B0,06 171,12B°0,11 24,98C20,09 121,05C00,05 78,1Ac0,02
Rutina ND 14,43~20,10 71,06A°0,01 4,76A20,10 22,08800,10 161,198c0,10 ND 64,45€20,02  93,37¢50,03
Kaempferol 0,9220,01 0,98~20,05 0,9220,05 1,25820,10 1,09220.01 1,51800,02 1,46820,05 1,73820,05 1,64820,11
> 2,92 92,5 148,92 16,64 112,11 333,82 26,44 187,23 173,11
Flavanoles
(ng/gss)
Catequina 0,53~20,10 0,66A20,09 10,46A20,08 0,5520,01 1,08220,06 17,368£0,03 1,00220,01 1,29220,01 18,6760 0,02
Epicatequina ND 1,41A20,01  11,69~0,05 ND 1,47~20,09 18,4880 0,04 ND 3,40820,03 22,82C0,05
Procianidina A2 0,4520,07 0,71A20,04  0,79220,01 0,71220,10 1,5850,01 2,558c0,08 0,74A20,04 2,15¢00,02 1,100,111
Procianidina B2 ND 1,87A20,04  3,20A00,11 1,28A20,07  2,09A00,00 4,1180,11 1,46A20,03 3,09800,04 10,91€<0,02
S 0,99 4,65 26,13 2,55 6,14 42,49 3,20 9,92 53,51
Acidos
~ (nglgss)
Ac. Cafeico ND 0,02/20,07 1,26A0,05 ND 0,05220,02 1,43800,07 0,01220,09 0,3800,09 1,71€<0,06
Ac. vanilico 0,96”2 0,01 1,01A2 0,06  1,30~20,00  2,02820,09 1,83820,03 3,50820,10 7,39¢20,08 8,59Cb 0,01 9,49Cb0,03
y: 0,96 1,03 2,56 2,02 1,88 4,93 7,40 8,89 11,20
Estilbeno (pg/gss)
Resveratrol 7,99A20,00 7,98220,00 ND 8,05~20,00  8,01A20,00 ND 8,08~20,00 8,04A20,00 ND

El contenido especifico de polifenoles se expresa en ug/g de arandano de descarte en base seca. Las letras minusculas representan diferencias

significativas entre filas, y las letras mayUsculas diferencias entre temperaturas (p-valor <0, 05) X representa el promedio de tres réplicas, CV es
el coeficiente de variacién ND: no detectado.
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4.4.2 Flavanoles

La recuperacién de flavanoles varia entre 0,99 pg/gss y 53,51 pg/gss
(Tabla 20). Cuando la temperatura incrementé de 70 a 130°C el contenido de
flavanoles aumento en ~2,1 y ~2 veces mas cuando la concentracién de
isopropanol fue de 15% y 30% respectivamente (Tabla 20). Al respecto los
cambios de temperatura de 110 a 170°C incrementan en ~31% la recuperacion de
flavanoles, debido a un incremento en energia cinética del solvente (Kang et al.,
2021). En nuestro estudio la condicién optima fue establecida con 30% de
isopropanol a 130°C. Bajo estos parametros, el contenido de Epicatequina,
Catequina, procianidina A2 y procianidina B2 fue de 22,82 ug/gss, 18,67 ug/gss,
1,10 pg/gss y 10,91ug/gss respectivamente (Tabla 20). Algunos reportes sobre la
biodisponilidad de proantocianidinas monoméricas, dimeros y trimeros en frutos
de arandano, muestran que el contenido puede variar entre 30 mg/100gbh a 331
mg/100gbh (Hellstrom et al., 2009; Wang et al., 2019). Segun Monrad et al.
(2010b) el uso de solventes organicos con concentraciones mayores al 30%
reducen la polaridad del solvente disminuyendo la formaciéon de puentes de
hidrogeno e incrementando las interacciones no polares, consecuentemente una

mayor proporcion de flavanoles es recuperado.
4.4.3 Acidos Fenélicos

La recuperacion de acidos fendlicos bajo condiciones subcriticas varia de
0,96 ug/gss a 11,20 ug/gss (Tabla 20). Cuando la temperatura de extraccion se
incrementa de 70 a 130°C con 15 y 30% de isopropanol mejoro la recuperacion
en 22 y 34% respecto con el uso de agua pura bajo las mismas condiciones (Tabla
20). Probablemente, el uso de isopropanol permite no solo reducir la polaridad del
solvente, sino tambien favorece las interacciones no polares tipo - 1T stacking

entre los grupos aromaticos de los polifenoles.

Por otro lado, de acuerdo a nuestro estudio las mejores condiciones fueron
establecidas con 130°C con 30% isopropanol, esto permite recuperar importantes
concentraciones acido cafeico 1,71 ug/gss y vanilico 9,49 pg/gss. Algunos
estudios realizados en muestras de arandano mencionan que los acidos fenolicos
tales como vanilico y cafeico son los polifenoles mayoritarios dentro de esta familia
en particular con 69,23 mg/gss y 71,06 mg/gss respectivamente (Brambilla et al.,
2008; Cervantes , 2009).
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4.4.4 Estilbeno

Para el caso particular del resveratrol, se observa un incremento en su
recuperacion con el uso de altas temperaturas (130°C) y bajas concentraciones
de isopropanol (0%) obteniendo un maximo de 8,08 ug/gss (Tabla 20).
Contrariamente, cuando las concentraciones fueron superiores al 15%, no se llegé
a detectar recuperacion de resveratrol en las muestras (Tabla 20). Si bien no se
han desarrollado trabajos de investigacion bajo condiciones subcriticas con este
solvente en particular, explicando el comportamiento en la recuperacién de
estilbenos. Existen estudios similares donde trabajaron en muestras de orujo de
uva, bajo condiciones subcriticas usando como solvente de extraccién mezclas de
agual/etanol en concentraciones de 15 a 50%, demostraron que concentraciones
mayores al 32,5% de etanol disminuyen la recuperacion de resveratrol en 14,3%
(Huaman-Castilla et al., 2019). Este tipo de comportamiento también fue reportado
por Monrad et al. (2010b) quienes observaron que las altas concentraciones de
etanol (> 30%) y altas temperaturas (140°C) disminuyeron en 8.3% las
concentraciones de este compuesto fendlico, como ya se discutié anteriormente,
probablemente se deba a la reduccion de polaridad del isopropanol a mayores

temperaturas.
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V.

Conclusiones

Bajo condiciones subcriticas las mezclas agualisopropanol (30 %) a
100°C permiten una mayor recuperacion de compuestos fendlicos
(13,57 mg EAG/gss) presentes en los extractos obtenidos a partir de
arandano de descarte; mientras la capacidad antioxidante determinada
por ORAC y DPPH presentan una fuerte correlacion con el contenido
de polifenoles con un R?=0,9708 y un R?=0,9676 respectivamente.
Los incrementos de 15 a 30% de isopropanol reduce la extraccion de
azucares reductores (fructuosa — glucosa), debido a una reduccion de
polaridad de solvente un incremento de las interacciones
agualisopropanol.

El uso de altas concentraciones de isopropanol (30%) a 130°C permite
mejorar la recuperaciéon de familias especificas polifenoles tales como
flavanoles y acidos fendlicos; mientras la mayor recuperacion de
flavonoles se estableci6 a 100°C bajo las mismas condiciones.
Contrariamente, el uso de agua pura favorece una mayor recuperacion

de estilbenos.
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VL

Recomendaciones

El isopropanol como solvente de extraccion y la ELP son una buena
alternativa de extraccion sustentable, se recomienda seguir realizando
estudios en otro tipo de material vegetal de interés, con alto contenido
en compuestos bioactivos, afadiendo la modificacion de otros
parametros como tiempos de extraccion, a fin de optimizar el proceso.
Se recomienda realizar estudios previos de resistencia térmica y
estabilidad a las distintas familias de polifenoles presentes en este tipo
de matriz a fin de obtener mayores resultados.

Se recomienda la busqueda de nuevos solventes GRAS y de bajo
costo que sean efectivos en la recuperacion de compuestos fendlicos.
Se recomienda realizar una evaluacion del efecto de tiempo de

almacenamiento de las muestras sobre el contenido fendlico.
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VIIlL. Anexos

Anexo 1
Panel fotografico de recepcion y acondicionamiento de muestra.
Figura 17

Descartes de arandanos obtenidos de la empresa Consorcio Agricola Moquegua

S.A.C.

Figura 18

Envasado de descartes en bolsas de polietileno.

82



Figura 19

Procesador de alimentos utilizado para reduccion de muestra.

Figura 20

Reduccion de tamarno de muestra < 2 mm.

Figura 21

Tamiz malla N°10 para verificar el tamarno de muestra.
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Anexo 2

Panel fotografico de la extraccion liquida presurizada de compuestos fendlicos

en arandanos de descarte.

Figura 22

Preparacion de solvente para la extraccion a concentracion 0, 15, 30%.

Figura 23

Pesado de muestra y tierra de diatomea.
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Figura 24

Incorporacion de muestra y tierra de diatomeas en celda.

Figura 25

Extraccion de compuestos fendlicos en el equipo extractor Dionex ASE150.

Figura 26

Obtencion de extracto.
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Anexo 3

Curva estandar de acido galico.

Con acido galico, en concentraciones de 0,1 mg/mL, 0,05 mg/mL, 0,025

N° Concentracion Absorbancia
mg/mL nm

1 0,1 0,750

2 0,05 0,429

3 0,025 0,261

4 0,0125 0,162

5 0,001 0,142

mg/mL, 0,0125 mg/mL y 0,001mg/mL.

Absorbancia (nm)

0.800
0.600
0.400
0.200
0.000

Curva de acido galico

0.02

0.04

0.06

y=6.3833x+ 0.1082

R?=0.9943

0.08

Concentracion (mg/mL)

0.1

Curva de acido galico concentracion versus absorbancia para hallar R?

Anexo 4

0.12

Azicares reductores AR (mg/gss) de extractos de arandano de descarte a

diferentes concentraciones de isopropanol y temperaturas de extraccion liquida

presurizada.
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Descripciéon Concentracion Temperatura

AR % 70°C 100°C 130°C

X-CV X-CV X-CV
Fructuosa 0 49.0720.03 64.58%20.01 67.45°20.02
(mg/gss) 15 6.1240.03 53.948°0.01 54.35820.02
30 5.67/°0.01 35.448¢0.02 47.51¢c0.02
Glucosa 0 46.58"20.01 61.185820.02 69.96°20.02
(mg/gss) 15 7.677°0.04 49.45820.01 53.95¢20.02
30 6.1740.02 38.838¢0.01 48.47°¢0.01

Anexo 5

Perfil de flavonoles (ug/gss) de extractos de arandano de descarte a diferentes

concentraciones de

presurizada.

400

300 -
Flavonoles

(ngl/gss)
200 A

100 +

0%

15%

Isopropanol (%)
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Anexo 6
Perfil de flavanoles (ug/gss) de extractos de arandano de descarte a diferentes
concentraciones de isopropanol y temperaturas de extraccion liquida

presurizada.

60

50 -

40

Flavanoles™® |
(nglgss)
20 A

0 15 30

Isopropanol (%)

Anexo 7
Perfil de acidos fendlicos (ug/gss) de extractos de arandano de descarte a
diferentes concentraciones de isopropanol y temperaturas de extraccion liquida

presurizada.

12
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0 T T T
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Anexo 8

Anadlisis de Varianza para polifenoles totales.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razé6n-F  Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS

PRINCIPALES

A:Temperatura 196.609 2 98.3046 1011.56 0.0000
69.6429 2 34.8215 358.32 0.0000

B:Concentracion

INTERACCIONES

AB 54.7149 4 13.6787 140.76 0.0000

RESIDUOS 0.87463 9  0.0971811

TOTAL 321.842 17

(CORREGIDO)

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

Tabla de Medias por Minimos Cuadrados para polifenoles totales con intervalos
de confianza del 95.0%.

Error Limite Limite
Nivel Casos Media Est. Inferior Superior
MEDIA 18 6.97036
GLOBAL
Temperatura
70 6 256333 0.127267 2.27543 2.85122
100 6 7.82567 0.127267 7.53777 8.11357
130 6 10.5221 0.127267 10.2342 10.81
Concentracion
0 6 4.68566 0.127267 4.39776 4.97356
15 6 6.73841 0.127267 6.45051 7.02631
30 6 9.487 0.127267 9.19911 9.7749
Temperatura por
Concentracion
70,0 2 2.31978 0.220433 1.82113 2.81843
70,15 2 2.65901 0.220433 2.16035 3.15766
70,30 2 271119 0.220433 2.21254  3.20985
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100,0 2 3.61145 0.220433 3.11279 4.1101
100,15 2 6.29916 0.220433 5.8005 6.79781
100,30 2 13.5664 0.220433 13.0678 14.0651
130,0 2 8.12575 0.220433 7.6271 8.62441
130,15 2 11.2571 0.220433 10.7584  11.7557
130,30 2 12.1834 0.220433 11.6848 12.6821

Pruebas de comparacién

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Temperatura Casos MediaLS Sigma LS Grupos Homogéneos
70 6 2.56333 0.127267 X
100 6 7.82567 0.127267 X
130 6 10.5221 0.127267 X
+/-
Contraste Sig. Diferencia Limites
70-100 * -5.26234 0.502455
70-130 * -7.95875 0.502455
100-130 * -2.69641 0.502455

* indica una diferencia significativa.

Anexo 9

Andlisis de Varianza para ORAC.

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

EFECTOS PRINCIPALES

A:Temperatura 23590.3 2 11795.2 1001.18 0.0000
B:Concentracion 11368.4 2 5684.22 482.48 0.0000
INTERACCIONES

AB 7566.51 4 1891.63 160.56 0.0000
RESIDUOS 106.031 9 11.7812
TOTAL (CORREGIDO) 42631.3 17

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

Tabla de Medias por Minimos Cuadrados para ORAC con intervalos de

confianza del 95.0%
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Error Limite Limite

Nivel Casos Media Est. Inferior Superior
MEDIA 18 150.042

GLOBAL

Temperatura

70 6 98.9843 1.40126 95.8144 102.154
100 6 172.305 1.40126 169.136 175.475
130 6 178.837 1.40126 175.667 182.007
Concentracion

0 6 124.198 1.40126 121.028 127.368
15 6 141.836 1.40126 138.666 145.006
30 6 184.093 1.40126 180.923 187.263
Temperatura por Concentracion

70,0 2 90.8473 2.42706 85.3569 96.3377
70,15 97.5882 2.42706 92.0978 103.079

2
70,30 2 108.517 2.42706 103.027 114.008
100,0 2 121.852 2.42706 116.361 127.342
100,15 2 148.59 2.42706 143.1 154.081
100,30 2 246.474 2.42706 240.984 251.964
130,0 2 159.895 2.42706 154.404 165.385
130,15 2 179.329 2.42706 173.838 184.819
130,30 2 197.288 2.42706 191.798 202.779

Pruebas de comparacién

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Temperatura Casos MedialLS SigmalS  Grupos Homogéneos
70 6 98.9843 1.40126 X
100 6 172.305 1.40126 X
130 6 178.837 1.40126 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
70-100 * -73.3211 5.53224
70-130 * -79.853 5.53224
100 - 130 * -6.53189 5.53224

* indica una diferencia significativa.
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Anexo 10

Analisis de Varianza para DPPH.

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

EFECTOS PRINCIPALES

A:Temperatura 156.045 2 78.0224 411.53 0.0000
449518 2 22.4759 118.55 0.0000

B:Concentracion

INTERACCIONES

AB 15.3074 4 3.82684 20.18 0.0002

RESIDUOS 1.7063 9 0.189589

TOTAL 218.01 17

(CORREGIDO)

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

Tabla de Medias por Minimos Cuadrados para DPPH con intervalos de

confianza del 95.0%

Error Limite Limite
Nivel Casos Media Est. Inferior Superior
MEDIA 18 15.1184
GLOBAL
Temperatura
70 19.2147 0.177759 18.8126 19.6169
100 13.7172 0.177759 13.3151 14.1193
130 12.4232 0.177759 12.0211 12.8253
Concentracion
0 6 16.9961 0.177759 16.594 17.3983
15 6 15.229 0.177759 14.8269 15.6312
30 6 13.13 0.177759 12.7279 13.5321
Temperatura por Concentracion
70,0 2 20.4393 0.307887 19.7428 21.1358
70,15 2 19.2171 0.307887 18.5206 19.9136
70,30 2 17.9879 0.307887 17.2914 18.6844
100,0 2 16.944 0.307887 16.2475 17.6405
100,15 2 14.2354 0.307887 13.5389 14.9319
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100,30 2 9.9722 0.307887 9.27571 10.6687
130,0 2 13.6052 0.307887 12.9087 14.3017
130,15 2 12.2346 0.307887 11.5382 12.9311
130,30 2 11.4298 0.307887 10.7333 12.1263

Pruebas de comparacion

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Temperatura Casos MedialLS SigmalLS  Grupos Homogéneos
130 6 12.4232 0.177759 X
100 6 13.7172 0.177759 X
70 6 19.2147 0.177759 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
70 -100 * 5.49756 0.701799
70-130 * 6.79153 0.701799
100 - 130 * 1.29398 0.701799

* indica una diferencia significativa.

Anexo 11

Anélisis de Varianza para glucosa.

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

EFECTOS PRINCIPALES

A:Temperatura 4665.0 2 2332.5 4935.35 0.0000

B:Concentracion 2632.23 2 1316.11 2784.77 0.0000

INTERACCIONES

AB 465.122 4 116.28 246.04 0.0000

RESIDUOS 4.2535 9 0.472611

TOTAL 7766.61 17

(CORREGIDO)

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

Tabla de Medias por Minimos Cuadrados para glucosa con intervalos de

confianza del 95.0%
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Error Limite Limite
Nivel Casos Media Est. Inferior Superior
MEDIA 18 424722
GLOBAL
Temperatura
70 6 20.1367 0.280657 19.5018 20.7716
100 49.82 0.280657 49.1851 50.4549
130 57.46 0.280657 56.8251 58.0949
Concentracion
0 6 59.235 0.280657 58.6001 59.8699
15 6 37.025 0.280657 36.3901 37.6599
30 6 31.1567 0.280657 30.5218 31.7916
Temperatura por Concentraciéon
70,0 2 46.575 0.486113 45.4753 47.6747
70,15 2 7.665 0.486113 6.56533 8.76467
70,30 2 6.17 0.486113 5.07033 7.26967
100,0 2 61.175 0.486113 60.0753 62.2747
100,15 2 49.455 0.486113 48.3553 50.5547
100,30 2 38.83 0.486113 37.7303 39.9297
130,0 2 69.955 0.486113 68.8553 71.0547
130,15 2 53.955 0.486113 52.8553 55.0547
130,30 2 48.47 0.486113 47.3703 49.5697

Pruebas de comparacién

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Temperatura Casos MedialLS SigmalLS  Grupos Homogéneos
70 6 20.1367 0.280657 X
100 6 49.82 0.280657 X
130 6 57.46 0.280657 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
70-100 * -29.6833 1.10805
70-130 * -37.3233 1.10805
100 - 130 * -7.64 1.10805

* indica una diferencia significativa.
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Anexo 12

Andlisis de Varianza para fructuosa.

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

EFECTOS PRINCIPALES

A:Temperatura 4592.07 2296.04 3968.95 0.0000

B:Concentracion 3036.54 1518.27 2624.49 0.0000

INTERACCIONES

AB 729.067 4 182.267 315.07 0.0000

RESIDUOS 5.2065 0.5785

TOTAL 8362.88 17

(CORREGIDO)

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

Tabla de Medias por Minimos Cuadrados para fructuosa con intervalos de

confianza del 95.0%.

Error Limite Limite
Nivel Casos Media Est. Inferior Superior
MEDIA 18 42.6789
GLOBAL
Temperatura
70 20.285 0.31051 19.5826 20.9874
100 6 51.315 0.31051 50.6126 52.0174
130 56.4367 0.31051 55.7342 57.1391
Concentracion
0 6 60.3633 0.31051 59.6609 61.0658
15 6 38.1367 0.31051 37.4342 38.8391
30 6 29.5367 0.31051 28.8342 30.2391
Temperatura por Concentracién
70,0 2 49.065 0.53782 47.8484 50.2816
70,15 2 6.12 0.53782 4.90336 7.33664
70,30 2 5.67 0.53782 4.45336 6.88664
100,0 2 64.575 0.53782 63.3584 65.7916
100,15 2 53.935 0.53782 52.7184 55.1516
100,30 2 35.435 0.53782 34.2184 36.6516
130,0 2 67.45 0.53782 66.2334 68.6666
130,15 2 54.355 0.53782 53.1384 55.5716
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130,30 2 47.505 0.53782 46.2884 48.7216

Pruebas de comparacién

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Temperatura Casos MedialS SigmalLS Grupos Homogéneos
70 6 20.285 0.31051 X
100 6 51.315 0.31051 X
130 6 56.4367 0.31051 X
Contraste Sig. Diferencia  +/- Limites
70-100 * -31.03 1.22591
70-130 * -36.1517 1.22591
100-130 * -5.12167 1.22591

* indica una diferencia significativa.

Anexo 13

Analisis de Varianza para quercitrina.

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

EFECTOS PRINCIPALES

A:Temperatura 3788.32 2 1894.16 40.29 0.0000

B:Concentracion 30442.2 15221.1 323.74 0.0000

INTERACCIONES

AB 6968.86 1742.22 37.05 0.0000

RESIDUOS 423.154 47.0171

TOTAL 41622.5 17

(CORREGIDO)

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

Tabla de Medias por Minimos Cuadrados para quercitrina con intervalos de
confianza del 95.0%.

Error Limite Limite

Est.

Nivel Casos Media Inferior

Superior
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MEDIA 18 71.2302
GLOBAL

Temperatura

70 6 52.1902
100 6 87.3685
130 6 74.1318
Concentracion

0 6 13.2681
15 6 96.0703
30 6 104.352
Temperatura por Concentraciéon

70,0 2 1.99841
70,15 2 78.4637
70,30 2 76.1084
100,0 2 11.2672
100,15 2 92.8596
100,30 2 157.979
130,0 2 26.5387
130,15 2 116.887
130,30 2 78.9691

2.79932
2.79932
2.79932

2.79932
2.79932
2.79932

4.84856
4.84856
4.84856
4.84856
4.84856
4.84856
4.84856
4.84856
4.84856

45.8577
81.036
67.7993

6.93558
89.7378
98.0196

-8.96982
67.4955

65.1402

0.298937
81.8914
147.011
15.5705
105.919

68.0009

58.56227
93.701
80.4643

19.6006
102.403
110.685

12.9666
89.432
87.0767
22.2354
103.828
168.947
37.5069
127.856
89.9374

Pruebas de comparacién

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Temperatura Casos MedialLS SigmalLS  Grupos Homogéneos
70 6 52.1902 2.79932 X
130 6 74.1318 2.79932 X
100 6 87.3685 2.79932 X

Contraste Sig. Diferencia +/-

Limites

70-100 * -35.1783 11.0518

70-130 * -21.9416 11.0518

100 - 130 * 13.2367 11.0518

* indica una diferencia significativa.
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Anexo 14

Analisis de Varianza para rutina.

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

EFECTOS PRINCIPALES

A:Temperatura 2863.38 2 1431.69 51.2 0.0000

B:Concentracion 33377.2 16688.6 596.77 0.0000

INTERACCIONES

AB 6687.02 4 1671.75 59.78 0.0000

RESIDUOS 251.685 27.965

TOTAL 43179.3 17

(CORREGIDO)

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

Tabla de Medias por Minimos Cuadrados para rutina con intervalos de

confianza del 95.0%.

Error Limite Limite
Nivel Casos Media Est. Inferior Superior
MEDIA 18 46.3719
GLOBAL
Temperatura
70 6 28.9528 215889  24.0691 33.8366
100 6 58.4051 215889  53.5213  63.2889
130 6 51.7577 2.15889 46.874  56.6415
Concentracion
0 6 1.4774 215889 -3.40638 6.36117
15 6 33.1849 2.15889  28.3012  38.0687
30 6 104.453 215889  99.5696  109.337
Temperatura por Concentraciéon
70,0 2 0 3.73932 -8.45894  8.45894
70,15 2 15.4691 3.73932  7.01017 23.928
70,30 2 71.3894 3.73932  62.9305  79.8483
100,0 2 4.43219 3.73932 -4.02675  12.8911
100,15 2 20.4677 3.73932 12.0088  28.9267
100,30 2 150.315 3.73932 141.856  158.774
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130,0 2 0 3.73932  -8.45894
130,15 2 63.618 3.73932  55.1591
130,30 2 91.6552 3.73932  83.1962

8.45894
72.077
100.114

Pruebas de comparacion

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Temperatura Casos MedialLS SigmalS  Grupos Homogéneos
70 6 28.9528 215889 X
130 6 51.7577 2.15889 X
100 6 58.4051 2.15889 X
Contraste  Sig. Diferencia  +/- Limites
70-100 * -29.4523 8.52341
70-130 * -22.8049 8.52341
100 - 130 6.64738 8.52341
* indica una diferencia significativa.
Anexo 15
Anélisis de Varianza para kaempferol.
Fuente Suma de Gl Cuadrado  Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
EFECTOS PRINCIPALES
A:Temperatura 1.16996 2 0.584981 81.53 0.0000
B:Concentracion 0.0136726 2 0.00683629 0.95 0.4214
INTERACCIONES
AB 0.201243 4 0.0503108 7.01 0.0076
RESIDUOS 0.0645752 9 0.00717502
TOTAL 1.44945 17

(CORREGIDO)

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

Tabla de Medias por Minimos Cuadrados para kaempferol con intervalos de

confianza del 95.0%.
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Error Limite Limite
Nivel Casos Media Est. Inferior Superior
MEDIA 18 1.27141
GLOBAL
Temperatura
70 0.942928 0.0345809 0.8647 1.02116
100 1.30692 0.0345809 1.22869 1.38515
130 1.56438 0.0345809 1.48615 1.64261
Concentracion
0 6 1.24416 0.0345809 1.16593 1.32239
15 6 1.2609 0.0345809 1.18267 1.33913
30 6 1.30917 0.0345809 1.23094 1.3874
Temperatura por Concentraciéon
70,0 2 0.888719 0.0598958  0.753225 1.02421
70,15 2 1.01252 0.0598958  0.877028 1.14802
70,30 2 0.927543 0.0598958  0.792049 1.06304
100,0 2 1.33584 0.0598958 1.20035 1.47133
100,15 2 1.09341 0.0598958 0.95792 1.22891
100,30 2 1.49151 0.0598958 1.35602 1.62701
130,0 2 1.50793 0.0598958 1.37243 1.64342
130,15 2 1.67676 0.0598958 1.54127 1.81226
130,30 2 1.50846 0.0598958 1.37296 1.64395

Pruebas de comparacién

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Temperatura Casos MedialLS SigmalLS  Grupos Homogéneos
70 6 0.942928 0.0345809 X
100 6 1.30692  0.0345809 X
130 6 1.56438  0.0345809 X
Contraste  Sig. Diferencia  +/- Limites
70 -100 * -0.363994  0.136527
70-130 * -0.621453  0.136527
100 - 130 * -0.257459  0.136527

* indica una diferencia significativa.
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Anexo 16

Analisis de Varianza para catequina.

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

EFECTOS PRINCIPALES
A:Temperatura 26.1496 13.0748 117.76 0.0000
B:Concentracion 860.911 430.456 3876.84 0.0000
INTERACCIONES
AB 36.5875 9.14687 82.38 0.0000
RESIDUOS 0.999294 0.111033
TOTAL 924.648 17

(CORREGIDO)

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

Tabla de Medias por Minimos Cuadrados para catequina con intervalos de

confianza del 95.0%.

Error Limite Limite
Nivel Casos Media Est. Inferior Superior
MEDIA 18 5.72801
GLOBAL
Temperatura
70 4.0771 0.136035 3.76937 4.38483
100 6.18601 0.136035 5.87828 6.49375
130 6.9209 0.136035 6.61317 7.22863
Concentracion
0 6 0.679178  0.136035 0.371446 0.986911
15 6 0.998136  0.136035 0.690403 1.30587
30 6 15.5067 0.136035 15.199 15.8144
Temperatura por Concentraciéon
70,0 2 0.492726  0.235619 -0.0402824 1.02573
70,15 2 0.703526  0.235619 0.170517 1.23653
70,30 2 11.0351 0.235619 10.502 11.5681
100,0 2 0.544375  0.235619 0.0113668 1.07738
100,15 2 0.993017  0.235619 0.460009 1.52603
100,30 2 17.0206 0.235619 16.4876 17.5537
130,0 2 1.00043 0.235619 0.467424 1.563344
130,15 2 1.29786 0.235619 0.764855 1.83087
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130,30 2 18.4644

0.235619

17.9314 18.9974

Pruebas de comparacién

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Temperatura Casos MedialLS SigmalS Grupos Homogéneos
70 6 4.0771 0.136035 X
100 6 6.18601 0.136035 X
130 6 6.9209 0.136035 X
Contraste  Sig. Diferencia  +/- Limites
70-100 * -2.10891 0.537071
70-130 * -2.8438 0.537071
100 - 130 * -0.734888 0.537071
* indica una diferencia significativa.
Anexo 17
Analisis de Varianza para epicatequina.
Fuente Suma de Gl Cuadrado  Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
EFECTOS PRINCIPALES
A:Temperatura 59.8936 2 29.9468 122.48 0.0000
B:Concentracion 1146.18 2 573.09 2343.9 0.0000
INTERACCIONES
AB 76.0133 4 19.0033 77.72 0.0000
RESIDUOS 2.20053 9 0.244503
TOTAL 1284.29 17
(CORREGIDO)

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

Tabla de Medias por Minimos Cuadrados para epicatequina con intervalos de

confianza del 95.0%.

Error Limite Limite
Nivel Casos Media Est. Inferior Superior
MEDIA 18 6.66317
GLOBAL
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Temperatura

70 451748
100 6.49581
130 8.97623
Concentracion

0 6 0

15 6 2.10701
30 6 17.8825
Temperatura por Concentracién

70,0 2 0
70,15 2 1.42156
70,30 2 12.1309
100,0 2 0
100,15 2 1.56201
100,30 2 17.9254
130,0 2 0
130,15 2 3.33747
130,30 2 23.5912

0.201868
0.201868
0.201868

0.201868
0.201868
0.201868

0.349645
0.349645
0.349645
0.349645
0.349645
0.349645
0.349645
0.349645
0.349645

4.06082
6.03915
8.51958

-0.456657
1.65036
17.4258

-0.790953
0.630603
11.3399
-0.790953
0.771061
17.1345
-0.790953
2.54652
22.8003

4.97414
6.95246
9.43289

0.456657
2.56367
18.3392

0.790953
2.21251
12.9218

0.790953
2.35297
18.7164

0.790953
4.12842
24.3822

Pruebas de comparacién

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Temperatura Casos MedialLS SigmalLS  Grupos Homogéneos
70 6 4.51748 0.201868 X
100 6 6.49581 0.201868 X
130 6 8.97623 0.201868 X
Contraste  Sig. Diferencia  +/- Limites
70-100 * -1.97833  0.796981
70-130 * -4.45875  0.796981
100 - 130 * -2.48043  0.796981
* indica una diferencia significativa.
Anexo 18
Analisis de Varianza para procianidina A2.
Fuente Suma de Gl Cuadrado Razdn-F Valor-P

Cuadrados Medio
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EFECTOS PRINCIPALES

A:Temperatura 2.47187 2 1.23594 176.04 0.0000
B:Concentracion 2.68748 2 1.34374 191.4 0.0000
INTERACCIONES

AB 2.40109 4 0.600273 85.5 0.0000
RESIDUOS 0.0631867 9 0.00702075

TOTAL 7.62363 17

(CORREGIDO)

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

Tabla de Medias por Minimos Cuadrados para procianidina A2 con intervalos

de confianza del 95.0%.

Error Limite Limite
Nivel Casos Media Est. Inferior Superior
MEDIA 18 1.18095
GLOBAL
Temperatura
70 6 0.665217 0.0342071 0.587835  0.742599
100 6 1.51948  0.0342071 1.4421 1.59686
130 6 1.35814 0.0342071 1.28076 1.43552
Concentracion
0 6 0.634639 0.0342071 0.557257  0.712021
15 6 1.44321 0.0342071 1.36583 1.52059
30 6 1.46499  0.0342071 1.38761 1.54237
Temperatura por Concentraciéon
70,0 2 0.477721  0.0592484  0.343691 0.61175
70,15 2 0.727312 0.0592484 0.593283  0.861342
70,30 2 0.790618 0.0592484 0.656589  0.924648
100,0 2 0.661862 0.0592484 0.527833  0.795892
100,15 2 1.4848 0.0592484 1.35077 1.61883
100,30 2 241177  0.0592484  2.27774 2.5458
130,0 2 0.764334 0.0592484 0.630305  0.898364
130,15 2 2.11751 0.0592484 1.98348 2.25154
130,30 2 1.19258  0.0592484 1.05855 1.32661
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Pruebas de comparacién

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Temperatura Casos MedialLS SigmalLS  Grupos Homogéneos

70 6 0.665217  0.0342071 X

130 6 1.35814  0.0342071 X

100 6 1.51948  0.0342071 X
Contraste  Sig. Diferencia  +/- Limites
70 -100 * -0.854262 0.135051
70-130 * -0.692924 0.135051
100 - 130 * 0.161337 0.135051

* indica una diferencia significativa.

Anexo 19

Anélisis de Varianza para procianidina B2.

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

EFECTOS PRINCIPALES
A:Temperatura 35.3019 2 17.6509 399.91 0.0000
B:Concentracion 89.4638 2 44,7319 1013.47 0.0000
INTERACCIONES
AB 32.0319 4 8.00798 181.43 0.0000
RESIDUOS 0.397235 9 0.0441372
TOTAL 157.195 17

(CORREGIDO)

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

Tabla de Medias por Minimos Cuadrados para procianidina B2 con intervalos
de confianza del 95.0%.

Error Limite Limite
Nivel Casos Media Est. Inferior Superior
MEDIA 18 3.16626
GLOBAL
Temperatura
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70 6 1.79053  0.0857683 1.5965 1.98455
100 6 2.62028 0.0857683  2.42626 2.81431
130 6 5.08796  0.0857683  4.89393 5.28198
Concentracion

0 6 0.946602 0.0857683  0.75258 1.14062
15 6 2.33697 0.0857683  2.14294 2.53099
30 6 6.2152 0.0857683  6.02118 6.40922
Temperatura por Concentraciéon

70,0 2 0 0.148555 -0.336056  0.336056
70,15 2 1.92653 0.148555 1.59047 2.26258
70,30 2 3.44505 0.148555 3.109 3.78111
100,0 2 1.34848 0.148555 1.01242 1.68454
100,15 2 2.0847 0.148555 1.74865 2.42076
100,30 2 4.42767 0.148555 4.09161 476373
130,0 2 1.49133 0.148555 1.15527 1.82738
130,15 2 2.99967 0.148555 2.66361 3.33573
130,30 2 10.7729 0.148555 10.4368 11.1089

Pruebas de comparacién

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Temperatura Casos MedialLS SigmalLS  Grupos Homogéneos
70 6 1.79053  0.0857683 X
100 6 2.62028 0.0857683 X
130 6 5.08796  0.0857683 X
Contraste Sig. Diferencia  +/- Limites
70-100 * -0.829758 0.338617
70-130 * -3.29743 0.338617
100 - 130 * -2.46767 0.338617

* indica una diferencia significativa.

Anexo 20

Analisis de varianza para acido cafeico.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razoén-F Valor-P

Cuadrados Medio
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EFECTOS PRINCIPALES

A:Temperatura 0.251488
B:Concentracion 8.31446
INTERACCIONES

AB 0.171846
RESIDUOS 0.0266971
TOTAL 8.76449

(CORREGIDO)

N

© »H

17

0.125744 42.39

415723 1401.47
0.0429614 14.48
0.00296634

0.0000
0.0000

0.0006

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

Tabla de Medias por Minimos Cuadrados para acido cafeico con intervalos de

confianza del 95.0%.

Error Limite Limite
Nivel Casos Media Est. Inferior Superior
MEDIA 18 0.539944
GLOBAL
Temperatura
70 6 0.410353 0.0222349 0.360054 0.460652
100 6 0.513295 0.0222349 0.462996 0.563594
130 6 0.696183 0.0222349 0.645884 0.746482
Concentracion
0 6 0.00335438 0.0222349  -0.0469445  0.0536533
15 6 0.117641 0.0222349 0.067342 0.16794
30 6 1.49884 0.0222349 1.44854 1.54914
Temperatura por Concentracion
70,0 2 0 0.0385119 -0.0871203  0.0871203
70,15 2 0.0188172  0.0385119  -0.0683031 0.105937
70,30 2 1.21224 0.0385119 1.12512 1.29936
100,0 2 0 0.0385119  -0.0871203  0.0871203
100,15 2 0.0498917 0.0385119  -0.0372286 0.137012
100,30 2 1.48999 0.0385119 1.40287 1.57711
130,0 2 0.0100631 0.0385119 -0.0770571 0.0971834
130,15 2 0.284214 0.0385119 0.197094 0.371334
130,30 2 1.79427 0.0385119 1.70715 1.88139
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Pruebas de comparacién

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Temperatura Casos MedialLS SigmalLS  Grupos Homogéneos

70 6 0.410353  0.0222349 X

100 6 0.513295 0.0222349 X

130 6 0.696183  0.0222349 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
70 -100 * -0.102942 0.0877842
70-130 * -0.28583 0.0877842
100 - 130 * -0.182888 0.0877842

*indica una diferencia significativa.

Anexo 21

Analisis de varianza para acido vanilico

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

EFECTOS PRINCIPALES

A:Temperatura 191.385 2 95.6923 1425.51 0.0000

B:Concentracion 3.70429 2 1.85215 27.59 0.0001

INTERACCIONES

AB 1.15415 4 0.288538 4.3 0.0323

RESIDUOS 0.604155 9 0.0671283

TOTAL 196.847 17

(CORREGIDO)

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

Tabla de Medias por Minimos Cuadrados para acido vanilico con intervalos de
confianza del 95.0%.

Error Limite Limite
Nivel Casos Media Est. Inferior Superior
MEDIA 18 3.9965
GLOBAL
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Temperatura

70 6 1.0987
100 2.33883
130 6 8.55198
Concentracion

0 6 3.55675
15 6 3.81184
30 6 4.62092
Temperatura por Concentracién

70,0 2 0.950729
70,15 2 1.05185
70,30 2 1.29353
100,0 2 1.88926
100,15 2 1.86847
100,30 2 3.25877
130,0 2 7.83026
130,15 2 8.5152
130,30 2 9.31047

0.105774
0.105774
0.105774

0.105774
0.105774
0.105774

0.183205
0.183205
0.183205
0.183205
0.183205
0.183205
0.183205
0.183205
0.183205

0.859427
2.09956
8.3127

3.31747
3.57257
4.38164

0.536289

0.637415

0.879089
1.47482
1.45403
2.84433
7.41582
8.10076
8.89603

1.33798
2.57811
8.79125

3.79603
4.05112
4.8602

1.36517
1.46629
1.70797
2.3037
2.28291
3.67321
8.2447
8.92964
9.72491

Pruebas de comparacién

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Temperatura Casos MedialLS SigmalLS  Grupos Homogéneos

70 6 1.0987 0.105774 X

100 6 2.33883 0.105774 X

130 6 8.55198 0.105774 X
Contraste Sig. Diferencia  +/- Limites
70-100 * -1.24013 0.417599
70-130 * -7.45327 0.417599
100 - 130 * -6.21314 0.417599

* indica una diferencia significativa.
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Anexo 22

Analisis de varianza para resveratrol.

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

EFECTOS PRINCIPALES

A:Temperatura 0.00965305 0.00482652 64.79 0.0000

B:Concentracion 257.778 128.889 1730206.85 0.0000

INTERACCIONES

AB 0.00550623 4 0.00137656 18.48 0.0002

RESIDUOS 0.00067044 7.4493E-05

TOTAL 257.794 17

(CORREGIDO)

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

Tabla de Medias por Minimos Cuadrados para resveratrol con intervalos de

confianza del 95.0%.

Error Limite Limite
Nivel Casos Media Est. Inferior Superior
MEDIA 18 5.35179
GLOBAL
Temperatura
70 5.32361 0.00352357 5.31564 5.33159
100 5.35142 0.00352357 5.34345 5.35939
130 5.38034 0.00352357 5.37236 5.38831
Concentracion
0 8.04369 0.00352357 8.03572 8.05166
15 8.01168 0.00352357 8.00371 8.01965
30 0 0.00352357 -0.0079709 0.0079709
Temperatura por Concentraciéon
70,0 2 7.99267 0.00610301 7.97887 8.00648
70,15 2 7.97817 0.00610301 7.96437 7.99198
70,30 2 0 0.00610301  -0.013806 0.013806
100,0 2 8.05276 0.00610301 8.03895 8.06657
100,15 2 8.00151 0.00610301 7.9877 8.01532
100,30 2 0 0.00610301  -0.013806 0.013806
130,0 2 8.08565 0.00610301 8.07184 8.09945
130,15 2 8.05536 0.00610301 8.04156 8.06917
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130,30 2

0 0.00610301

-0.013806

0.013806

Pruebas de comparacién

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Temperatura Casos MedialLS SigmalLS Grupos Homogéneos
70 5.32361  0.00352357 X
100 5.35142  0.00352357
130 5.38034  0.00352357
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
70 -100 * -0.0278085 0.0139112
70-130 * -0.056721 0.0139112
100 - 130 * -0.0289125 0.0139112

* indica una diferencia significativa.

Anexo 23

Regresién lineal y coeficiente de regresion de Polifenoles especificos.

Polifenol Regresion lineal R2
Rutina Y = 6.6151462X+1.7802541 0.99922
Quercitrina Y = 24.4618691X+2.2829876 0.99971
Catequina Y = 25.251136X-0.5309875 0.99994
Procianidina Y = 41.3596684X-2.4846145 0.99974
B2
Epicatequina Y =43.3950296X-2.1554659 0.99985
Acido. Y = 141.991849X-5.4568242 0.99980
Vanilico
i;ocianidina Y = 59.2803924X-0.7963507 0.99990
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Acido Cafeico Y =149.119813X+0.9753017 0.99980

Resveratrol Y =78.8100873X-31.357898 0.99845

Kaempferol Y = 38.0226353X-1.5363721 0.99971
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