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RESUMEN

La regiéon de Moquegua, situada en el sur de Perd, es conocida por su industria
vitivinicola. Durante la fermentacion alcohdlica de la uva, se generan residuos conocidos
como orujo de uva, cuya disposicion inadecuada puede acidificar y contaminar el suelo.
Este residuo, sin embargo, puede ser revalorizado mediante la extraccion de polifenoles.
Aunque existen varios métodos de extraccion, muchos de ellos también extraen
compuestos no deseados como metanol y azticares reductores. La presente tesis propone
el uso de la resina macroporosa Diaion HP-20 para purificar estos extractos, recuperando
polifenoles y reduciendo los compuestos no deseados. En la presente investigacion, se
evaluo el efecto del co-solvente y eluyente usando un disefio completamente al azar con
arreglo factorial. Los factores analizados incluyeron la concentracion de co-solvente (0,
15, y 30%) y eluyente (50, 70, y 90%), garantizando una confiabilidad del 95%. Las
pruebas se realizaron en una columna cromatografica conectada a una bomba peristaltica
que mantenia un flujo constante de 5 mL/min. Los resultados indicaron que el mejor
rendimiento en la purificacion de polifenoles totales se obtuvo con un co-solvente del
15% y un eluyente del 90%, alcanzando 181.82 mg GAE/gss. Ademas, en las pruebas de
capacidad antioxidante, usando DPPH y ORAC, las mejores condiciones fueron un co-
solvente del 30% y un eluyente del 90%, con resultados de 2.43 1C50 y 233.02 uM
TE/gss. Asimismo, se observo que la resina Diaion HP-20 redujo a niveles no detectables
los azucares reductores como la fructosa y la glucosa. Por tanto, este proceso de
purificacién se presenta como una alternativa efectiva tanto para la recuperacion de

polifenoles como para la reduccion de impurezas no deseadas.

Palabras clave: Orujo de uva negra criolla, polifenoles, purificacion y resina

macroporosa.
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ABSTRACT

The Moquegua region, located in southern Peru, is known for its wine industry. During
the alcoholic fermentation of grapes, waste known as grape pomace is generated, the
improper disposal of which can acidify and contaminate the soil. This residue, however,
can be revalued through the extraction of polyphenols. Although there are several
extraction methods, many of them also extract unwanted compounds such as methanol
and reducing sugars. This thesis proposes the use of the macroporous resin Diaion HP-20
to purify these extracts, recovering polyphenols and reducing unwanted compounds. In
the present investigation, the effect of the co-solvent and eluent was evaluated using a
completely randomized design with a factorial arrangement. The factors analyzed
included the concentration of co-solvent (0, 15, and 30%) and eluent (50, 70, and 90%),
guaranteeing a reliability of 95%. The tests were performed in a chromatographic column
connected to a peristaltic pump that maintained a constant flow of 5 mL/min. The results
indicated that the best performance in the purification of total polyphenols was obtained
with a co-solvent of 15% and an eluent of 90%, reaching 181.82 mg GAE/gss.
Furthermore, in the antioxidant capacity tests, using DPPH and ORAC, the best
conditions were a co-solvent of 30% and an eluent of 90%, with results of 2.43 IC50 and
233.02 uM TE/gss. Likewise, it was observed that Diaion HP-20 resin reduced reducing
sugars such as fructose and glucose to non-detectable levels. Therefore, this purification
process is presented as an effective alternative both for the recovery of polyphenols and

for the reduction of unwanted impurities.

Keywords: Creole black grape pomace, polyphenols, purification and macroporous resin.
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I PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1.  Descripcion y formulacion del problema

En la industria vitivinicola, la generacion de residuos organicos como bagazos, semillas,
pulpa, pieles, raspones, hojas, asi como aguas residuales, (Amaya-Chantaca et al., 2021).
A pesar de su volumen y complejidad, estos residuos contienen valiosos compuestos
fendlicos con potentes propiedades antioxidantes, cuyo aprovechamiento ain no se
revaloriza. En particular, el orujo, un subproducto compuesto por pieles, pulpa y semillas
obtenido tras la fermentacion y separado por descube y prensado (Garcia-Lomillo &
Gonzalez-San José, 2017), es rico en estos compuestos. Sin embargo, su potencial para
la elaboracion de alimentos, productos farmacéuticos y cosméticos (Portilla et al., 2021;
Fontana et al., 2013) sigue sin explotarse plenamente. Esta situacion subraya la necesidad
urgente de desarrollar métodos mas efectivos para recuperar y revalorizar estos
compuestos, fomentando asi una economia circular que no solo beneficie
econdOmicamente a la industria, sino que también contribuya a la reduccion de su impacto

ambiental.

La creciente demanda de alimentos funcionales, denominados super-alimentos, destaca
por su contribucién a la salud, ofreciendo beneficios que incluyen el crecimiento, la
funcién inmune, y la prevencion y tratamiento de enfermedades cardiovasculares,
oftalmolodgicas y diversos tipos de cancer (Muiioz et al., 2015; Villanueva-Tiburcio et al.,
2010). La eficacia de estos alimentos funcionales se asocia directamente con la naturaleza
y concentracion de los compuestos fenolicos, y a su vez varian significativamente segiin
la especie vegetal, estos se encuentran principalmente en las frutas (Trillo, 2015). Dada
la diversidad y la complejidad de estos compuestos, que incluyen aproximadamente 8000

variantes en la naturaleza, su extraccion y purificacion presentan retos significativos.
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Existen diversas metodologias para la extraccion de compuestos fenolicos, como los
métodos convencionales, el uso de fluidos supercriticos, los liquidos presurizados entre
otros (Cuevas-Valenzuela et al., 2016). Sin embargo, estos métodos a menudo co-extraen
otros compuestos no deseados como azucares y aceites, lo que requiere etapas adicionales
de separacion y/o purificacion usando técnicas como el intercambio i6nico,
ultrafiltracion, cromatografia liquida entre otras (Alara et al., 2021; Pérez-Larran et al.,
2018). Las resinas macroporosas, en particular, ofrecen ventajas como su bajo costo y
facilidad de uso en la extraccion a pequefia escala, gracias a sus caracteristicas de

polaridad, tamaio de particula y didmetro del poro (Yang et al., 2016).

Ante este contexto, la presente investigacion propuso explorar el uso de la resina
macroporosa Diaion HP-20 para recuperar eficientemente compuestos fenolicos del
extracto de orujo de uva. Este enfoque busca mejorar la pureza y concentracion de los
polifenoles extraidos, maximizando asi sus propiedades antioxidantes y ampliando sus

aplicaciones potenciales en la industria alimentaria, farmacéutica y cosmética

1.2.  Objetivos

1.2.1. Objetivo general

Purificar compuestos bioactivos a partir del extracto de orujo de uva mediante uso de

resina macroporosa.

1.2.2. Objetivos especificos

e Determinar el contenido de polifenoles totales, aztcares reductores y capacidad
antioxidante (DPPH y ORAC) a partir del extracto obtenido mediante sistema de

liquidos presurizados del orujo de uva tanto de piel como semilla.
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e Evaluar el efecto de co-solvente (etanol: agua), y eluyente (etanol: agua) en la
purificacion de polifenoles totales, azucares reductores y capacidad antioxidante
(DPPH, y ORAC) a partir de la piel del orujo de uva utilizando resina macroporosa
Diaion HP-20.

e Evaluar el efecto de co-solvente (etanol: agua) y eluyente (etanol: agua) en la
purificacién de polifenoles totales, azucares reductores y capacidad antioxidante
(DPPH y ORAC) a partil de la semilla del orujo de uva utilizando la resina

macroporosa Diaion HP-20.

1.3.  Justificacion e importancia

Investigaciones previas han establecido claramente que el orujo de uva, es un residuo
agroindustrial, rica en compuestos fenolicos, con concentraciones aproximadas de 56
mg/g, que contienen antocianinas, flavonoles y flavanoles (Allcca-Alca et al., 2021,
Derya, 2008; Mariotti-Celis et al., 2018; Portilla et al., 2021). Estos compuestos poseen
un gran potencial para aplicaciones en la industria alimentaria y farmacéutica, dada sus
propiedades nutracéuticas y bioactivas. A pesar de esto, los métodos convencionales de
extraccion de estos valiosos compuestos fendlicos suelen emplear solventes como
metanol, acetona y hexano, los cuales presentan desventajas significativas debido a su

toxicidad, costo e impacto ambiental negativo.

En este contexto, la adopcion de tecnologias de extraccion mas limpias y sostenibles,
como la extraccion por liquidos presurizados (ELP), utilizando solventes amigables con
el medio ambiente de grado alimentario (agua, etanol, glicerol, entre otros), se presenta
como una alternativa prometedora (Huaman-Castilla et al., 2019). Esta técnica no solo
mitigaria los efectos nocivos asociados con los solventes tradicionales, sino que también

maximizaria la recuperacion y el aprovechamiento de los compuestos fendlicos del orujo
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de uva, potenciando su valor econdémico y contribuyendo a la sostenibilidad de la

industria.

Ademés, la eficacia de las resinas macroporosas en la separacion y purificacion de
compuestos bioactivos ha sido demostrada en diversos estudios recientes. Por ejemplo,
Chang et al. (2012), utiliz6 la resina SP-207 para separar antocianinas del extracto de
roselle, y Sandhu & Gu (2013), encontraron que las resinas macroporosas podian
enriquecer significativamente las antocianinas de los residuos de jugo de uva muscadine.
Estos precedentes sugieren que las resinas macroporosas son adecuadas para purificar
eficazmente los polifenoles del orujo de uva, facilitando su uso en productos nutracéuticos

y bioactivos.

Por lo tanto, el desarrollo de procesos de extraccidon y purificacion eficientes y
respetuosos con el medio ambiente es esencial para aprovechar plenamente los recursos
disponibles en los residuos de la viticultura, abriendo nuevas vias para la innovacion en
productos alimentarios y farmacéuticos y fomentando una economia circular en la

industria vitivinicola.

1.4. Hipotesis

La utilizacion de la resina macroporosa Diaion HP-20 mejora la purificacion de
compuestos bioactivos, incluidos los polifenoles totales y minimiza la presencia de
azucares reductores, en los extractos de orujo de uva de piel y semilla obtenidos mediante
sistema de liquidos presurizados. La eleccion del co-solvente y eluyente influye
significativamente en la eficacia de esta purificacion, mejorando tanto la concentracion
de polifenoles totales como la capacidad antioxidante (medida a través de los ensayos

DPPH y ORAC) de los compuestos purificados.
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1.5.

1.5.1. Variables independientes

Variables

e (Co-solvente

e Eluyente

1.5.2. Variables dependientes

e Contenido de polifenoles totales

e Capacidad antioxidante (DPPH y ORAC)

e Azucares reductores (fructosa y glucosa)

1.6.

Operacionalizacion de variables

La tabla 1 muestra la operacionalizacion de variables utilizadas en la presente

investigacion.

Tabla 1

Operacionalizacion de variables

Variable Dimension Nivel Indicadores Unidad Instrumento
Independientes Co-solvente 0,15,13 masa/masa % Gravimetria
P Eluyente 7,6,5 masa/masa % Gravimetria
. Espectrofotometria
Polifenoles totales masa/masa mg GAE/gss UV-Vis
Capacidad masa/masa IC Espectrofotometria
antioxidante DPPH 50 UV-Vis
. Capacidad Espectrofotometria
Dependiente p P
P antioxidante ORAC masa/masa uM TE/gss Fluorescencia
Fructosa masa/masa mg/ Espectrofotometria
¥ uv-vis
Espectrofotometria
Glucosa masa/masa me/e UV-Vis
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II. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Zadeh & Zeppa (2022), compararon tres tipos de resinas macroporosas Amberlite (XAD
16, XAD 4 y XAD 7) para evaluar el enriquecimiento de polifenoles a través de
mecanismos de adsorcion y desorcion de la piel de avellana. Determinaron los parametros
de las condiciones operativas para la adsorcion/desorcion de polifenoles de cada resina,
se examino la cinética de adsorcidon y se desarrolld6 un método para la recuperacion de
polifenoles usando adsorcion/desorcion. La resina XAD16 mostr6 la mayor capacidad de
adsorcion, con una recuperacion del 87,7 %, la mayor relacion de desorcion de polifenoles
se observo usando una solucidn de etanol/agua (70% v/v ) a un caudal de 1,5 volumen de

lecho/h.

Jiao et al. (2017), purificaron polifenoles de arandanos (Vaccinium spp.) por resina
macroporosa XAD-7HP. Las mejores condiciones fueron: concentracion de polifenoles
de arandano, 2,00 mg/g; pH 2,0; desorcion de etanol concentracion de la solucion, 70 %
(v/v); velocidades de flujo para alimentacion y elucion, 1 y 2 volimenes de lecho (BV)/h,
donde le volumen e lecho es de 60 mL respectivamente; y un volumen de lavado de agua
de 3 BV. Bajo estas condiciones, la pureza de los polifenoles de ardndano se mejor6 de

46.3 a 86.48 %.

Yang et al. (2016), evaluaron la adsorcion y caracteristicas desorcion de seis resinas
macroporosas como son: XAD-7HP, XAD-16, CV 20, CV-2MGL, SP-207 y SP-825 para
el enriquecimiento de extractos polifendlicos de semillas tratadas. XAD-16, SP-207 y SP-
825 fueron elegidos para el estudio adicional debido a su adsorcion fuerte y capacidades
desorcion. XAD-16, SP-207 y SP-825 presentaron comportamientos similares de

adsorcion y desorcion de polifenoles. Después del tratamiento en la columna de resina
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XAD-16, el contenido de polifendles present6d un incremento de 89.61 a 1015.26 mg./100
g en la fraccion de etanol del 50%. La capacidad antioxidante de la fraccion de etanol del

50% era ocho veces mas alto que ese del extracto ordinario.

Sun, Guo, Fu, Li, & Li. (2013), utilizaron resinas macroporosas X-5, D4020, LS-305, LS-
46D, D101, NKA-9, NKA-2, AB-8 y resina de poliamida (80—100 mesh). Una separacion
preparatoria eficiente de polifenoles de manzana ha sido desarrollada en el presente
estudio. La resina de X-5 fue verificada ofreciendo la mejor capacidad de adsorcion y
proporcion desorcion para el contenido de polifenoles totales. Después de un tratamiento
dirigido, el contenido polifendlico fue aumentado de del 35.17% al 74.64%, con una
produccion de recuperacion del 89.35%. El método desarrollado proporcionara un

enfoque potencial a su amplio uso industrial y farmacéutico.

Gao, Yu, Yue, & Quek. (2017), evaluaron la adsorciéon dindmica y desorcion de
polifenoles en el zumo kiwi usando la resina de AB-8. El modelo obtenido podria ser con
éxito aplicado para predecir los resultados experimentales de capacidad de adsorcion
dindmica (DAC) y cantidad desorcion dinamica (DDQ). Los resultados mostraron que la
adsorcion dindmica de polifendles podria ser optimizada en concentraciéon de zumo de 19
°Brix, con un flujo volumétrico de 1.3 minutos mL"' y volumen de alimentacién de 7
veces mas el volumen del filtro (BV). El valor de DAC optimizado fue de 3.16 g

polifenoles por kilogramo de resina

2.2. Bases teodricas

2.2.1. Lauva

La uva es esencial en la produccion del vino, pertenece a la familia a la vitaceae, se

caracteriza por su tendencia a trepar por las superficies fijas, posee once géneros
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diferentes, pero solo la Vitis vinifera es interesante como fruta vitivinicola, aunque existe
60 especies del género vitis (Fernandez, 2017). Segun Oliver (2010), la uva contiene en
su interior todos los elementos necesarios para la elaboracion del vino, las partes que
interesan para la elaboracion de vinos o destilados son el hollejo y la pulpa, efectuando
un corte transversal en una uva se observan 3 zonas: el hollejo formado por el epicarpio,

la pulpa por el mesocarpio y endocarpio que a su vez recubre las semillas o pepitas.

Figura 1.

Partes de la uva

Pedicelo
Exocarpo
Hollejo
Epidermis
Mesocarpo }
. Pulpa
Semillas Endocarpo

Fuente: Oliver (2010)

2.2.2. Proceso de vinificacion y obtencion de orujo

El vino es, exclusivamente, la bebida resultante de la fermentacion alcohoélica, completa
o parcial, de uvas frescas, estrujadas o no, o de mosto de uva, su contenido en alcohol
adquirido no puede ser inferior a 8,5 %, siendo lo minimo 7 % (O.L1.V., 2016). Las etapas
para la elaboracion clasica de vinos tintos segin Oliver (2010) son: seleccion de la uva.
despalillado o descobajado, molienda o estrujado, sulfitado, encubado, fermentacion
alcohdlica, prensado, fermentacion malolactica, trasiego, clarificacioén, crianza,
embotellado, afiejamiento en botella. Siendo la etapa del prensado la que genera el orujo

de uva.
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2.2.3. Residuos vitivinicolas

El orujo de vino, también llamado orujo de uva, es el residuo vitivinicola generadas por
las uvas prensadas, pequefios trozos de tallos y células de levadura del proceso de
fermentacion del vino, siendo el hollejo y pepitas los mas importantes (Garcia-Lomillo
& Gonzalez-San José, 2017), de este, se destaca el pH acido, baja conductividad eléctrica
y los altos contenidos de materia orgéanica. Los cambios en el pH de los residuos se deben
a la regulacion como parten del proceso pH ~3.5 utilizando acido tartarico
(HAproWINE/Life, 2011), como también al proceso propio de la fermentacion alcoholica
debido al cambio de acetaldehido en etanol (Roustan & Sablayrolles, 2002), El hollejo es
la cascara o piel de la uva, la semilla por su parte es de caracter lefioso (Fernandez, 2017),
pero se caracterizan por sus contenidos importantes de polifenoles y taninos (Igbal et al.,

2021).

2.2.4. Polifenoles

Los polifenoles han sido estudiados debido a los beneficios para la salud humana que
proporcionar, estos incluyen la capacidad de eliminar los radicales libres generados por
oxidacion, reduccion del riesgo de céncer, antienvejecimiento, antidiabético, entre otros

(Clark, 2017).

El término polifenol, se atribuy6 exclusivamente a los compuestos fendlicos solubles en
agua que tienen masas moleculares de 500 a 3000 - 4000 Da y que poseen de 12 a 16
grupos hidroxilo fenolicos y de 5 a 7 anillos aromaticos por 1000 Da (Ferrazzano et al.,
2011). Son moléculas naturales del metabolismo secundario con alta capacidad
antioxidante, se encuentra naturalmente en la mayoria de plantas comestibles y no
comestibles (Quifiones et al., 2012). Estos compuestos son responsables de pigmentacion

y defensa de plantas (Valencia et al., 2017), su estructura incluye grupos hidroxilo
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fenolicos y anillos aromaticos (Balasundram et al., 2006), Los acidos hidroxicindmico e
hidroxibenzoico son las dos clases de acidos fenodlicos, los acidos hidroxibenzoicos que
contribuyen a la dieta humana son raros, y esta es la razon por la que no se sugiere que
dichos compuestos desempefien un papel en la salud humana. Los derivados del 4acido
cinamico y del acido benzoico tienen estructuras de C; — C¢ y C3 — Cs respectivamente

(Abbas et al., 2017).

Figura 2.

Clasificacion de polifenoles

Polifenoles
T
I I I I ]
. . . IAcidos IAlcoholes
Lignanos Estilbenos Flavonoides . .
fenolicos fenolicos
T
I I I I I ]
IAntocianinas Flavonoles Flavanoles Flavonas Chalconas Otros
T
I | ]
Monomeros [Taninos Otros
Polimeros
Oligomeros

Fuente: Ferrazzano et al. (2011)

2.2.5. Extraccion de polifenoles

Diferentes estudios han reportado la extraccion de compuestos polifendlicos de una gran
variedad de materias primas y diferentes tecnologias (ver Tabla 2). La obtencion de
compuestos polifenodlicos requiere el uso de extraccion métodos Las tecnologias de
extraccion se caracterizan principalmente por la aplicacion de altas temperaturas, el
requisito del tamafo de particula de materia prima reduccion, la operacion a largo plazo

y bajo rendimiento. Sin embargo, el uso de alta las temperaturas pueden causar la
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degradacion de los compuestos debido a su temperatura sensibilidad. Han surgido

tecnologias alternativas en respuesta a la mejora (Clark, 2017).

Tabla 2.

Métodos de extraccion de polifenoles

Método de extraccién Técnica Caracteristicas
. Extraccion por solvente (SE) Los compuestos se separan en funcion
Convencional o AN
de su solubilidad (liquidos inmiscibles)
Soxhlet Compuestos de naturaleza lipidica
Destilacion liquidos con diferentes volatilidades
Liquido presurizado extraccion Liquido presurizado extraccion (PLE)
(PLE)
Extraccion asistida por Aumenta el movimiento molecular y la
microondas (MAE) energia transferencia (radiacion
electromagnética) a solvente y solido
Extraccion de fluidos Mejor solubilidad y transferencia de
supercriticos (SFE) masa que un gas solvente
Turbo extraccion La agitacion a alta velocidad

No convencional . SOUN .
hidrodinamica induce cavitacion

Extraccion eléctrica Se aplican descargas eléctricas.
Extraccion asistida por enzimas Las enzimas ayudan a liberar

intracelular polifenoles y polifenoles
liberadores unido a otras moléculas

Extraccion asistida por Las ondas sonoras de alta frecuencia
ultrasonido (EAU) mejoran la liberacion de un soluto del
solido

Fuente: Cuevas-Valenzuela, Vergara-Salinas, & Pérez-Correa (2017).

2.2.6. Purificacion de extractos

La extraccion con solventes es el primer paso para obtener compuestos fenolicos de
materiales vegetales. Cuando las concentraciones de compuestos fendlicos en los
extractos son bajos, se debe llevar a cabo una mayor separacion y concentracion. En un
proceso industrial, las etapas de separacion (por ejemplo, evaporacion y destilacion para
solvente eliminacién) a menudo representan una parte importante del costo del producto.
Sin embargo, los costos asociados con la energia y la degradacion causada por la

exposicion a altas temperaturas deberian ser evitados. La adsorcion-desorcion y las
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membranas son energéticamente eficientes tecnologias para la separacion de compuestos

termolabiles.

La purificacion a través de adsorcion en resinas esta basada en diferencias en el peso
molecular, polaridad, o la forma diferente de las moléculas de la solucion, estas
propiedades dan como resultado diferencias en la afinidad por el adsorbente (Liu et al.,
2010; Silva et al., 2007). Las resinas absorbentes son polimetros no polares o ligeramente
hidrofilicos con una alta capacidad de adsorcion y de recuperacion de las moléculas
adsorbidas, con un costo relativamente bajo y de facil regeneracion (Liu et al., 2010;

Scordino et al., 2007).

Figura 3

Sistema de purificacion de polifenoles

Alimentacién - Liquido filtrado
Alimentacion Desorbato

~
.

—
v
—
i Adsorcién Columna Desorcién
‘r Adsorbentet fija
Refinado Purga
e

(a) | (®)
Fuente: Cuevas-Valenzuela, Vergara-Salinas, & Pérez-Correa (2017).

2.2.7. Adsorcion por resinas

La adsorcion es un proceso mediante el cual se extrae materia de una fase y se concentra
sobre la superficie de otra fase (generalmente s6lida, carbon activo o resinas poliméricas).
Por ello se considera como un fendémeno subsuperficial. La sustancia que se concentra en

la superficie o se adsorbe se llama "adsorbato" y la fase solida que lo retiene se llama
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"adsorbente". Por el contrario, la absorcion es un proceso en el cual las moléculas o
atomos de una fase inter penetran casi uniformemente en los de otra fase constituyéndose
una "disolucidon" con esta segunda. El término sorcion incluye la adsorcion y la absorcion
conjuntamente, siendo una expresion general para un proceso en el cual un componente
se mueve desde una fase para acumularse en otra, principalmente en los casos en que la

segunda fase es solida. Existen diferentes procesos de sorcion (Vaca et al., 2003)

El proceso de cambio i6nico supone un intercambio de una sustancia o idn por otra sobre
la superficie del solido. La principal distincion entre sorcion (adsorcion y absorcidn) y
cambio i6nico es que las ecuaciones que describen la sorcidon consideran solamente una
especie quimica, de manera que la distribucion del soluto entre la disolucion y el sélido
responde a una relacion simple, lineal o no. Las ecuaciones para el cambio i6nico tienen
en cuenta todos los iones que compiten por los lugares de intercambio. En general, la
adsorcion desde una disolucién a un solido ocurre como consecuencia del caracter
liofobico (no afinidad) del soluto respecto al disolvente particular, o debido a una afinidad

elevada del soluto por le solido o por una accion combinada de estas (Trillo, 2015)

El grado de solubilidad de una sustancia disuelta es el factor més importante para
determinar la intensidad de la primera de las fuerzas impulsoras. Cuanta mayor sea la
atraccion de una sustancia por el disolvente, menos posibilidad tiene de trasladarse a la
interfase para ser adsorbida. Cabe distinguir tres tipos de adsorcion segin que la atraccion
entre el soluto y el adsorbente sea: 1) de tipo eléctrico, ii) de van der Waals o iii) de
naturaleza quimica. La adsorcioén del primer tipo cae de lleno dentro del intercambio
16nico y a menudo se le llama adsorcion por intercambio, que es un proceso mediante el
cual los iones de una sustancia se concentran en una superficie como resultado de la
atraccion electrostatica en los lugares cargados de la superficie. Para dos adsorbatos

16nicos posibles, a igualdad de otros factores, la carga del 16n es el factor determinante en
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la adsorcion de intercambio. Para iones de igual carga, el tamafio molecular (radio de

solvatacion) determina el orden de preferencia para la adsorcion. Este tipo de adsorcion

se comenta con detalle més adelante (Yang et al., 2016)

2.2.7.1.Mecanismo general de la adsorcion

Segun Trillo (2015) menciona que, la adsorcidon corresponde a la transferencia de una

molécula de la fase liquida hacia la fase so6lida. Este fendémeno obedece a las leyes de

equilibrio entre la concentracion en fase liquida y la concentracion en fase solida, sobre

la superficie del material adsorbente. La adsorcion de un soluto se efectiia segin una

sucesion de cuatro etapas cinéticas:

Transferencia del soluto desde el seno de la fase liquida hacia la pelicula liquida que
rodea el adsorbente. Esta transferencia se hace por difusion y conveccion.
Transferencia del soluto a través de la pelicula liquida hacia la superficie del
adsorbente. Se caracteriza por el coeficiente de transferencia externa de materia global
(Kf), parametro inversamente proporcional a la resistencia ejercida por la pelicula
externa a la transferencia de masa. El espesor de esta pelicula externa (9), y Kf
dependen de la turbulencia existente en el seno de la fase liquida.

Difusion del soluto en el grano de adsorbente debido al gradiente de concentracion.
Esta difusion puede hacerse: en estado libre, en el liquido intra-particular (el
coeficiente de difusion porosa, caracteriza esta migracion), o en estado combinado,
de un sitio de adsorcion a otro adyacente (el coeficiente superficial, es especifico de
esta etapa).

Adsorcion propiamente dicha. Este fenomeno corresponde al sistema de mas baja
energia y se caracteriza por las interacciones soluto—soporte, que pueden ser de dos

tipos: la adsorcion fisica (fisiosorcidn) que se basa en las fuerzas intermoleculares
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débiles (van der Waals o electrostatica), cuyos efectos son reversibles, y la adsorcion
quimica (quimio-sorcidén) que se basa en las fuerzas de naturaleza covalente, cuyos
efectos son casi siempre irreversibles. La existencia de tales enlaces supone la
presencia de sitios reactivos. Siempre intervienen simultaneamente los dos

fendmenos, pero la fisio-sorcion parece ser el mecanismo preponderante.

2.2.7.2.Factores que influyen en la adsorcion

La adsorcion depende de la naturaleza y la estructura del adsorbente, de las propiedades
fisicoquimicas del adsorbato y del medio en el cual la adsorcion debe efectuarse. El medio
puede intervenir modificando las propiedades fisicoquimicas del adsorbente (solubilidad,
carga superficial, caracter hidrofobo / hidréfilo, etc.), modificando la accesibilidad a los
sitios de adsorcion por recubrimiento de la superficie externa del adsorbente o
introduciendo compuestos susceptibles de entrar en competicion con la molécula cuya
eliminacion se busca. La adsorcion fisica depende de la influencia de distintas variables:
la superficie, funcionalidad, porosidad, irregularidades, impurezas, estructura porosa
interna y tamafio de particula. Las moléculas de fenol pueden formar vinculos con los
grupos funcionales de la superficie y el anillo aromatico determina la magnitud de las

interacciones hidrofobicas (Pérez-Larran et al., 2018).

Cuando se emplean resinas, el rendimiento de la resina se ve fuertemente afectado por la
estructura quimica y la funcionalidad de la superficie. La union de polifenoles a las resinas
de intercambio 16nico estd influenciada por las interacciones entre grupos funcionales,
por interacciones hidrofobicas y por enlaces de hidrogeno. La interaccion de solutos con
un anidén de base fuerte a un intercambiador puede seguir diferentes mecanismos a

diferentes pH: ambos adsorcion e intercambio idnico fueron importantes en condiciones
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alcalinas, mientras que la desorcion del fenol fue predominante a pH 4cido (Pérez-Larran

et al., 2018).

Segiin Alfonso-Zerquera et al. (2000), mencionan que, inicialmente se requiere

seleccionar una resina adecuada para lo que deben tenerse en cuenta aspectos como:

e Capacidad de intercambio idnico. Estd determinada por la cantidad de grupos
funcionales existentes en la estructura polimérica. El rendimiento con que se
incorpora en las reacciones de formacion de los complejos esta muy relacionado con
la capacidad de intercambio.

e Caracter acido o basico y fortaleza de los grupos funcionales de la resina.
Condiciona la velocidad a que transcurre el intercambio i6nico, asi las resinas fuertes,
cuya interaccion con los iones enlazados es mas fuerte.

e Grado de entrecruzamiento o reticulacion. Determina la porosidad de la resina y
su capacidad de hinchamiento. Los valores de reticulaciéon mas usados oscilan entre
2 y 12 % y estan muy relacionados con la velocidad del proceso de formacion del
complejo y de liberacion a partir de este.

e Tallay forma de las particulas de la resina. El tamafio de las particulas de la resina
en pocos casos afecta la velocidad de liberacion, tiene mayor influencia en la
velocidad con que se alcanza el equilibrio. El tamafio debe ser lo mas uniforme posible

(isometria).

El proceso de purificacion con resinas macroporosas, consiste en la adsorcion-desorcion,
utilizando un medio en fase solida (resinas) y un adsorbato (polifenol) cuyas interacciones
permiten que se dé el fenomeno de fisisorcion (Deng et al., 2018). En general, este
proceso ocurre a nivel superficial donde las fuerzas de interaccion entre la superficie de

la resina y el analito de interés (polifenol), los cuales se conocen como fuerzas de

27



dispersion de London (Tao & Rappe, 2014). Estas fuerzas de dispersion de London
ocurren entre grupos aromaticos de la resina y el polifenol (Mariotti-Celis et al., 2018).
Por ello, el solvente que se usa debe interactuar lo menos posible con la superficie de la
resina y el polifenol con la finalidad de garantizar una mayor eficiencia de la recuperacion

de polifenoles.
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III. METODOLOGIA
3.1. Tipo y nivel de investigacion

La presente investigacion es aplicada de tipo experimental, debido a que se utilizo 2
factores (co-solvente y eluyente) y nivel aplicativo debido a que se utilizo tanto la resina
Daion HP-20 para la purificacion de polifenoles del extracto obtenido por liquido
presurizado tanto de la piel y semilla del orujo de uva, a las cuales se estandarizé tanto el

co-solvente como el eluyente a diferentes concentraciones de etanol.
3.2. Ambito temporal y espacial

El estudio es transversal, debido a que se desarrolld en un momento determinado en el
tiempo con la cosecha correspondiente al afio 2019. Con respecto al espacio, el orujo de
uva se obtuvo en la bodega Antonio Biondi e hijos, la conservacion, la extraccion,
purificacion, el andlisis de polifenoles totales y capacidad antioxidante se realizaron tanto
en el Laboratorio de Extraccion de Compuestos de Alto Valor (LECAV) de la Escuela
Profesional de Ingenieria Agroindustrial de la Universidad Nacional de Moquegua,
mientras que el andlisis de compuestos no deseados (azucares reductores) en los
laboratorios de la Escuela Profesional de Ingenieria Agroindustrial de la Universidad

Nacional de Juliaca.
3.3. Poblacion y muestra

La poblacion corresponde al orujo de la uva negra criolla obtenida a partir del proceso de

vinificacion para la obtencion de pisco.

La muestra se obtuvo mediante un muestreo no probabilistico por conveniencia, el orujo

de uva negra criolla, 20 Kg fue entregada por la Bodega Antonio Biondi e hijos.

29



3.4. Instrumentos

3.4.1. Insumos y reactivos

Resina Diaion HP-20 (copolimero de estireno-divinilbenceno, Supelco)

Trolox o acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico (97% de pureza,
Sigma Aldrich, Co).

DPPH o 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (contenido de carbono 53.7% y nitrogeno
17.6%, Sigma Aldrich, Co.).

ABTS o 2, 2'-azinobis (acido 3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico) (pureza 98% grado
HPLC, Sigma Aldrich, Co.).

AAPH o dihidrocloruro 2,2'-azobis(2-metilpropionamidina) (pureza 97%, Sigma
Aldrich, Co.).

Fluoresceina (Sigma Aldrich, Co.).

Fenol folinciocalteu (Sigma Aldrich, Co.).

Acido galico anhidro (pureza > 98%, Sigma Aldrich, Co.).

Alcohol etilico absoluto (pureza > 99.9%, J.T.Baker).

Metanol (pureza > 99.9%, J.T.Baker).

Acetonitrilo (pureza > 99.5%, Supelco)

Hidroéxido de sodio (pureza > 98%, Supelco)

Carbonato de sodio (pureza > 98%, Sigma Aldrich, Co.).

Tartrato de sodio y potasio (pureza > 99%, Supelco)

3.4.2. Equipos

Bomba peristéltica (marca Masterflex L / S con cabezal de bomba Easy-Load II).

Columna de vidrio (marca Buchi de 26mm*100mm).
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e (Columna cromatografica LiChroCART® 250-4 Purospher® STAR NH»

e Balanza de precision (marca RADWAG modelo PS 2100).

e Espectrofotdmetro UV-visible (marca Thermo Scientific, modelo Genesys 150).

e Lector Multi-Modal de Microplacas (marca BioTek, modelo Synergy™ HT).

e Conservadora (marca Samsung Modelo RH77H90507H FSR).

e Extractor de solvente acelerado (marca Thermo Scientific, modelo Dionex ASE
150).

e Molino de pulso (marca Bosch, modelo TSM6A013B).

3.5. Procedimientos

La Figura 4 muestra el diagrama de flujo experimental, de acuerdo a las actividades y

operaciones realizadas.

Figura 4.

Diagrama de flujo experimental

Orujo de uva

| Recepcion |
| Separacion I { Separar piel y semilla
| Almacenamiento | { Conservar a - 20 °C
| Molienda I { Reducir tamaifio de 2 mm
Utilizar 5 g de muestra y mezclar con 40g de tierra diatomea en celdas de 100 mL
. o
Extraccion de polifenoles Tem'p,eratura. 160°C
Presion: 10 atm
Factor 1 Solvente de extraccion: agua
Co-solvente %
0 i Acondicionamiento de { Preparar los extractos con el % de etanol correspondiente
15 extracto
30 i
Factor 2 7] Preparar el eluyente de agua con el % de etanol correspondiente
Eluyente % Purificacién de extracto Utilizar 150 mL de extracto acondicionado
50 = Colocar 10 g de resina Daion HP-20 en columna de 26 x 100 mm
70 Caudal 5 mL/min
90
| Almacenamiento I { Conservar a -20 °C

Determinacion de polifenoles totales
Determinacion de capacidad antioxidante (DPPH y ORAC)
Determinacion de azuicares reductores

Analisis de extractos
purificados
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Se obtuvieron aproximadamente 20 kg de orujo de uva de la variedad negra criolla de la
bodega Antonio Biondi e Hijos, provenientes de la fermentacion alcoholica durante el
procesamiento de pisco de la cosecha de abril de 2019. El orujo fue transportado al
Laboratorio de Extraccion de Compuestos de Alto Valor (LECAV) de la Escuela
Profesional de Ingenieria Agroindustrial de la Universidad Nacional de Moquegua. Una
vez en el laboratorio, las pieles y semillas fueron separadas manualmente y las muestras
se congelaron inmediatamente a -20 °C. Posteriormente, las muestras se molieron hasta
obtener un tamafio de particula aproximado de 2 mm utilizando un molino de pulso Bosch

TSM6AO013B (Alemania).

Para la extraccion, se utilizaron 5 g de muestra en base seca de piel y semilla de orujo de
uva, tratadas por separado. Cada muestra se mezcl6 con 40 g de tierra diatomea (Thermo
Scientific, USA) y se colocé en una celda de extraccion de 100 mL dentro del Sistema de
Extraccion de Liquidos Presurizados (ASE Dionex, Thermofisher, San Jos¢, California,
USA). La extraccion se llevo a cabo a 10 atm y 160 °C, con un tiempo de extraccion de
5 minutos y 250 segundos de purga de nitrégeno, utilizando agua destilada como solvente.
Se realizaron dos extracciones consecutivas bajo las mismas condiciones y los extractos

obtenidos se combinaron.

El extracto combinado se dividi6 en tres porciones de 143 mL cada una, a las cuales se
anadid una mezcla de agua y etanol para ajustar el co-solvente a concentraciones del 0%,
15% y 30% hasta alcanzar un volumen total de 220 mL. Los extractos ajustados se

almacenaron en envases de plastico ambar a -20 °C.

Los extractos se purificaron utilizando resinas macroporosas. Concretamente, 150 mL de
extracto se hicieron pasar a través de una columna de 26 mm de didmetro y 100 mm de
longitud, cargada con 10 g de resinas macroporosas HP-20 (Diaion, Tokio, Japéon). El

proceso de purificacion se desarrolld a 30°C, con un flujo de 5 mL/min usando una bomba
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peristaltica Masterflex L/S® (Cole-Palmer Instrument Company, USA). Para la

desorcion de los compuestos, se utilizo etanol al 50%, 70% y 90% como eluyentes.

Los extractos purificados se almacenaron a -20 °C hasta su andlisis posterior.

a) Metodologia de determinacion de polifenoles totales

Se determind mediante espectrofotometria por el método de Folin-Ciocalteu, adaptado de
(Singleton & Rossi, 1965) El acido gélico fue calibrado a la concentracion de 0.1, 0.05,
0.025 y 0.0125 pg/mL. Los extractos fueron evaluados a una concentracion de 0,9
mg/mL. A 0,3 ml de la muestra, se anadird 0,45mL de la solucion de Folin-Ciocalteu
(diluido 1 en 2 con agua destilada) y se dejo reposar durante Smin, luego se adicion6 0,45
ml de carbonato de sodio al 20% y posteriormente agua destilada hasta un volumen total
de 3ml. Se agito vigorosamente, se cubrira de la luz y se dejo reposar por 30 minutos a
temperatura ambiente. Las absorbancias respectivas fueron medidas a 760 nm en un

espectrofotometro UV-visible (Thermo Scientific, modelo Genesys 150).

b) Metodologia de capacidad antioxidante

Se determind mediante espectrofotometria, la capacidad antioxidante, mediante la
reduccion del reactivo DPPH, segun la metodologia propuesta por (Brand-Williams &
Berset, 1995). En el resumen, 0.1 mL del extracto diluido y 3.9 mL de solucion DPPH
(0.1 mM) fueron mezclados, y luego la mezcla fue protegida de la luz durante 30 minutos
en la temperatura ambiente. La reduccion del radical DPPH fue determinada en 517 nm
(Génesis Visible 150 Espectrometro UV, Thermo Fisher, San José, California, los EE.
UU). Simultaneamente, 3.9 mL del metanol y 0.1 mL del extracto fueron usados como

blanco y 3.9 mL de solucién DPPH y 0.1 mL del metanol fueron usados como la parte
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del control. Finalmente, El ICso de la muestra fue determinada como la concentracion

polifenoles necesaria para inhibir el 50% de la actividad radical DPPH.

El ORAC se evalu6 en un lector de microplaca de fluorescencia (Sinergy HT, Biotek
Instruments Inc, Winooski, Vermon, los EE. UU), seglin la metodologia propuesta por
Chirinos et al. (2008). Se mezclaron 25 pl de blanco, estandar de trolox o muestra diluida
con 250 pl de fluoresceina 55 nM y se incubaron durante 10 min a 37 °C antes de la
inyeccion automatica. de 25 pl de solucion de AAPH (153 nM). Se midio la fluorescencia
a485 nm (A excitacion) Y @ 520 nm (A emision) por cada minuto durante 50 minutos Los valores
finales de ORAC se calcularon utilizando el area bajo las curvas de descomposicién y se
expresaron como pmol de TE/100 g de materia fresca (FM) o umol de TE/g de extracto

MS.

¢) Metodologia de determinacion de azucares reductores

La cuantificacion de glucosa y fructuosa se realiz6 segin la metodologia de Wilson et al.,
(1981). Las muestras fueron transportadas en viales de 2 mL en un cooler (Coleman de
4.7 L) al laboratorio de Ingenieria de Industria Alimentaria de la Universidad de Juliaca.
Se tomo6 2 ml de extracto y se diluyé en 3 mL de agua ultra pura y se homogenizo.
Posteriormente, con una jeringa se tomaron 3 ml de la mezcla diluida y se filtr6 por un
filtro de 0,22 um (nylon). Luego, se tomaron 300 pL de la muestra diluida filtrada y se
mezcld con 700 pL de acetonitrilo para hacer el andlisis en el equipo HPLC equipado con
un detector IR. De la muestra preparada se inyectd 20pL bajo un flujo de 1 mL/min. La
separacion cromatografica se realizd en fase Normal a 30°C, usando una columna
LiChroCART® 250-4 Purospher® STAR NH2 (5 um) a 40°C. La fase movil es de

Acetonitrilo/agua (70/30%) (Supelco) para después ser analizada por el detector IR.
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3.6. Analisis de datos

Para evaluar la eficacia de diferentes combinaciones de co-solventes y eluyentes en la
extraccion de polifenoles, se implement6 un disefio experimental factorial 3x3 con dos
repeticiones. Este disefio incluyd dos factores principales: co-solvente, con niveles del
0%, 15% y 30%, y eluyente, con niveles del 50%, 70% y 90%. En total, se establecieron

9 tratamientos, resultando en 18 unidades experimentales.

Los datos obtenidos se sometieron a un andlisis de varianza (ANOVA) con un nivel de
confianza del 95% para determinar las diferencias estadisticamente significativas entre
los tratamientos. Las diferencias especificas entre las medias se examinaron utilizando la
prueba de comparacion de medias de Fisher, permitiendo identificar qué combinaciones
especificas de co-solvente y eluyente resultaron en mayores o menores extracciones de

polifenoles.

Ademas, se realizd la prueba de normalidad de Shapiro-Wilks y la prueba de
homogeneidad de varianzas de Levene para evaluar las suposiciones del modelo
ANOVA. Se observo que el contenido de polifenoles totales no seguia una distribucion
normal; por lo tanto, los datos fueron transformados a logaritmo base 10 (Logl0) para
cumplir con los requisitos de normalidad y homogeneidad necesarios para el analisis

estadistico.

Para llevar a cabo estos andlisis se utilizo el software estadistico INFOSTAT, que facilito

la implementacion de las pruebas estadisticas y la interpretacion de los resultados.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. De la determinacion del contenido de polifenoles totales, aziicares reductores
y capacidad antioxidante (DPPH y ORAC) del orujo de uva tanto de piel como

semilla.

La tabla 3 muestra los resultados del extracto obtenido mediante liquidos presurizados

tanto en la piel y semilla.

Tabla 3.

Resultados del extracto tanto de piel como semilla de orujo de uva

Piel Semilla
Polifenoles totales (mg GAE/gss)  43.739+0.653 287.552+1.535
DPPH (ICso) 8.16+0.125 3.414£3.25
ORAC (uM TE/gss) 146.71+6.942 361.639+4.437
Fructosa (mg/g) ND 8.73+0.86
Glucosa (mg/g) 2.25+0.21 11.02+0.42

ND. No deteccion

La Tabla 3 muestra que; para el contenido de polifenoles totales tanto la piel 43.739 mg
GAE/gss y semilla 287.552 mg GAE/gss, si bien el estudio no pretendié demostrar la
diferencia entre piel y semilla debido a que tal diferencia ya fue demostrada (Ordofez et
al., 2019; Struck et al., 2016), como también las tecnologias de extraccidbn generan
variacion sobe el contenido de polifenoles totales (Drosou et al., 2015; Suwal &
Marciniak, 2018), ademés de las condiciones de la influencia de las condiciones de
extraccion como temperatura, solvente, tiempo de extraccion entre otros (Zwingelstein et
al., 2020). Seguin Surco-Laos et al. (2020), el contenido de polifenoles es diferente entre
variedades de uva, en quebranta 44.5, 210 mg GAE/gss y moscatel 402.7 mg GAE/gss
(Surco-Laos et al., 2020), merlot 105.70 mg GAE/gss y cabernet 103.7 mg GAE/gss
(Derya, 2008). Allcca-Alca et al. (2021) utilizando la extraccion por liquidos presurizados

a 160 °Cy 60 % de etanol obtuvo para piel 1.98 mg GAE/gss y semilla 1.98 y 12.54 mg
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GAE/gss. Las semillas presentan mayor contenido de fenoles (5-8% por peso) y son los

taninos los de mayor presencia (Felice et al., 2012).

Con respecto a la capacidad antioxidante, utilizando el método DPPH se obtuvo tanto
para piel 8.16 IC50 y semilla 3.41 IC50, el método DPPH evalua la capacidad de los
polifenoles para neutralizar los radicales DPPH cuando actian como donantes de
hidrogeno, donde el IC50 es la cantidad de extracto necesaria por ml para inhibir el 50 %
de la actividad de la solucion DPPH (ml de extracto/ml de solucion de DPPH) (Brand-
Williams et al., 1995), si bien Surco-Laos et al. (2020) obtuvo 0.858 IC50, y Allcca-Alca
et al. (2021) en piel 62.12 IC50 y semilla y 16.16 IC50, Ordofiez et al. (2019), mostro la
relacion inversa entre contenido de polifenoles totales y DPPH independientemente de la

matriz vegetal.

De la capacidad antioxidantes por el método ORAC tanto para piel 146.71 uM TE/gss y
semilla 361.639 uM TE/gss, Derya (2008) demostro que en las semillas de merlot 2046.7
uM TE/gss y carbernet 1973.2 uM TE/gss, Allcca-Alca et al. (2021) para piel 36.33 uM
TE/gss y semilla 137.65 uM TE/gss. Todos los valores difieren entre si, debido tanto a la
preparacion de muestra, exposicion a la luz entre otros (Surco-Laos et al., 2020) como el

método de extraccion y el solvente utilizado (Allcca-Alca et al., 2021; Derya, 2008).

Con respecto a los azucares reductores. En piel no se detectd fructosa y glucosa 2.25
mg/g. En semilla se obtuvo fructosa 8.73 mg/ y glucosa 11.02 mg/g, diversos estudios
analizaron solo el orujo (Mariotti-Celis et al., 2018; Mendes et al., 2013; Varandas et al.,
2004), la relacion de glucosa y fructuosa es de aproximadamente 1 en orujo (Orak, 2009),
y la cantidad tanto de fructuosa como de glucosa en semilla varia independientemente
tanto del proceso fermentativo como de la uva utilizada (Varandas et al., 2004). Se debe
evitar el consumo de fructuosa (Carvallo et al., 2019; Riveros et al., 2014) como de

glucosa (Alarcon-Sotelo et al., 2015).
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Si bien los extractos obtenidos de piel y semilla presentan importantes concentraciones
de polifenoles, estos extractos también presentan compuestos no deseados tales como
fructosa y glucosa (Tabla 4), por lo que su presencia puede afectar no solo el potencial
inhibitorio de enzimas (Teixeira Oliveira et al., 2023). Por ello, este trabajo incluyo la
etapa de purificacion con resinas macroporosas como una alternativa para eliminar los
compuestos no deseados y obtener extractos purificados con potenciales aplicaciones

alimentarias.

4.2. De la evaluacion del efecto de co-solvente, eluyente en la purificacion de
polifenoles totales, aziicares reductores y capacidad antioxidante a partir de la

piel del orujo de uva

La tabla 4, 5 y 6, muestra los resultados obtenidos en la purificacion de extractos de piel
se orujo de uva (los datos se muestran en el anexo 2).
Tabla 4.

Contenido de polifenoles totales (mg GAE/gss) de los extractos purificados de piel de orujo de

uva

Co-solvente %

Eluyente %

0 15 30
50 15.9742. 734 19.51+0.24A°  29.49+1.614A°
70 18.45+3.114°  14.56+2.48A°  26.2242.34 A0
90 34.14+1.6542 38.1+1.51 42 20.79+2.63 A2

Nota: Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05). Las minusculas indican
diferencias significativas entre filas; mientras que las mayusculas indican diferencias entre
columnas.

La Tabla 4 presenta los resultados de los extractos purificados, destacando que la
concentracion mas alta de polifenoles totales se observa con un 15% de co-solvente y un
90% de eluyente, alcanzando 38.1 mg de equivalentes de acido galico por gramo de

sustancia seca (mg GAE/gss). En lo que respecta al andlisis mostrado en la Figura 4, no
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se evidencian diferencias estadisticamente significativas en los niveles de co-solvente,
mientras que el eluyente muestra diferencias significativas, particularmente a un nivel del

90%, que se distingue significativamente de los demas.

Con relacion a la interaccion entre co-solvente y eluyente, se observa que los niveles de
contenido de polifenoles estan influenciados por estas variables. Al utilizar un 30% de
co-solvente, el comportamiento es negativo respecto al porcentaje de eluyente, indicando
que a mayores concentraciones tanto de co-solvente como de eluyente, menor es el
contenido de polifenoles totales purificados. Con un 15% de co-solvente y un eluyente al
90%, se incrementa significativamente el contenido de polifenoles, aunque este
comportamiento muestra una tendencia cuadratica, donde el valor més bajo se registra
con un 70% de eluyente, comparado con un 50%. Por otro lado, al no utilizar co-solvente
(0%), el comportamiento es directamente proporcional: a medida que aumenta el
porcentaje de eluyente, también lo hace el contenido de polifenoles totales.

Figura S.
Comportamiento de co-solvente y eluyente sobre los polifenoles totales en el extracto purificado

de piel de orujo de uva
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Este dato resulta particularmente revelador, puesto que podria implicar una correlacioén
directamente proporcional entre la cantidad de polifenoles totales extraidos y los
porcentajes de co-solvente y eluyente. Dado que los polifenoles exhiben una afinidad
considerable por el etanol, uno podria anticipar que aumentar la concentracion de co-
solvente favoreceria una mayor extraccion de estos compuestos bioactivos. No obstante,
el analisis sugiere que un aumento desmedido del co-solvente podria tener efectos
adversos, posiblemente al provocar un arrastre excesivo de polifenoles que competiria

con su adsorcion en la resina, reduciendo asi la eficiencia de la extraccion.

La Tabla 5 muestra los resultados de la capacidad antioxidante DPPH (ICs).

Tabla 5.

Capacidad antioxidante DPPH (ICsy) de los extractos purificados de piel de orujo de uva

Eluyente Co-solvente %
%o 0 15 30
50 10.38+1.354% 15.03+0.462*  6.34+0.65 A2
70 10.29+0.24 4% 14.31£1.95%2  7.1+0.5542
90 9.18+0.11%*  6.69+3.81 A* 18.47+5.07 42

Nota: Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05). Las minusculas indican
diferencias significativas entre filas; mientras que las mayusculas indican diferencias entre
columnas.

La Tabla 5 detalla los resultados de la capacidad antioxidante, medida mediante el método
DPPH (IC50), en extractos purificados de piel de orujo de uva bajo diversas
concentraciones de eluyente y co-solvente. Donde el mejor resultado se mostré a co-
solvente de 15 % y eluyente de 90% con un valor de 6.69 ICso. Los valores de ICso
representan la concentracion requerida para inhibir el 50% de los radicales libres DPPH

y varian en funcidn de las condiciones especificas de la extraccion.
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En lo que respecta a la interaccion entre el co-solvente y el eluyente, se observa una
tendencia decreciente en la capacidad antioxidante cuando el co-solvente esta al 0% y al
15%, conforme aumenta el porcentaje de eluyente. Sin embargo, para co-solventes al
30%, la tendencia se invierte y se vuelve positiva. Siendo la mas adecuada a co-solvente

de 15%

En cuanto a la relacion del eluyente frente al co-solvente, los resultados muestran que
para eluyentes al 50% y al 70%, la capacidad antioxidante tiende a aumentar al pasar de
un co-solvente del 0% al 15%. No obstante, este incremento se revierte al aumentar el co-
solvente del 15% al 30%, donde se observa una disminucion en la capacidad antioxidante.
Curiosamente, con un eluyente al 90%, la situacion es contraria a lo observado en los
niveles mas bajos de eluyente, donde un aumento del co-solvente del 15% al 30% se
asocia con una mejora en la capacidad antioxidante.

Figura 6

Comportamiento de co-solvente y eluyente sobre la capacidad antioxidante DPPH en el extracto

purificado de piel de orujo de uva
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Estos resultados sugieren que la eficacia de la extraccion y la capacidad antioxidante de
los extractos pueden ser altamente dependientes de las proporciones especificas de
eluyente y co-solvente, si bien estos no presentan diferencia estadistica, se destaca la
importancia de no utilizar un mayor % de etanol en el co-solvente puesto que disminuye
la capacidad antioxidante DPPH, caso contrario sucede con el eluyente donde a mayor %

de etanol en el eluyente mejora la capacidad antioxidante DPPH.

La Tabla 6 muestra los resultados de la capacidad antioxidante ORAC (uM TE/gss).

Tabla 6.

Capacidad antioxidante ORAC (uM TE/gss) de los extractos purificados de piel de orujo de uva

Co-solvente %

Eluyente %

0 15 30
50 65.9+4.68 4% 68.63+2.03 A 89.61+5.27 A2
70 75.63+£7.17 4 73.15+£0.53 A% 66.5+0.83 A2
90 76.92+1.5 A2 77.3442.04%*  66.43+£1.2844

Nota: Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05). Las minusculas indican
diferencias significativas entre filas; mientras que las mayusculas indican diferencias entre
columnas.

La Tabla 6 detalla los resultados de la capacidad antioxidante, medida mediante el método
ORAC (uM TE/gss), en extractos purificados de piel de orujo de uva bajo diversas
concentraciones de eluyente y co-solvente. Donde el mejor resultado se mostré a co-

solvente de 15 % y eluyente de 90% con un valor de 77.04 uM TE/gss

En lo que respecta a la interaccion entre el co-solvente y el eluyente, se observa una
tendencia positiva en la capacidad antioxidante cuando el co-solvente estd al 0% y al 15%,
conforme aumenta el porcentaje de eluyente. Sin embargo, para co-solventes al 30%, la

tendencia se invierte y se vuelve negativa.
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Con un eluyente al 50%, se observa una tendencia positiva: a medida que se aumenta el
porcentaje de etanol en el co-solvente, mejora notablemente el resultado antioxidante. En
el caso del eluyente al 70%, la capacidad antioxidante disminuye cuando el co-solvente
se incrementa de 0% a 15%, pero mejora con el aumento del co-solvente de 15% a 30%.
Contrariamente, al utilizar un eluyente al 90%, el aumento del co-solvente de 0% a 15%
eleva la capacidad antioxidante, mientras que un incremento adicional de 15% a 30%
conduce a una reduccion en la misma.

Figura 7.

Comportamiento de co-solvente y eluyente sobre la capacidad antioxidante ORAC en el

extracto purificado de piel de orujo de uva
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Estos resultados sugieren que la eficacia de la extraccion y la capacidad antioxidante de
los extractos pueden ser altamente dependientes de las proporciones especificas de
eluyente y co-solvente, si bien estos no presentan diferencia estadistica significativa, se
destaca la importancia de no utilizar un mayor % de etanol en el co-solvente puesto que
disminuye la capacidad antioxidante ORAC, caso contrario sucede con el eluyente donde

a mayor % de etanol en el eluyente mejora la capacidad antioxidante ORAC.

Con respecto a los azucares reductores no fueron detectados, si bien su valor es cercano

a 0, esto se debe a la sensibilidad del equipo utilizado.
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4.3. De la evaluacion del efecto de co-solvente, eluyente en la purificacion de
polifenoles totales, aziicares reductores y capacidad antioxidante a partir de la

semilla del orujo de uva

La tabla 7, 8 y 9, muestran los resultados obtenidos en la purificacion de extractos de piel

se orujo de uva (los datos se muestran en el anexo 3).

Tabla 7
Contenido de polifenoles totales (mg GAE/gss) de los extractos purificados de semilla de orujo

de uva

Co-solvente %

Eluyente %

0 15 30
50 112.014£3.17 B® 131.034£8.25 AP 133.1743.08 B®
70 123.87+15.66 B 132.77+0.19 Ab 134.39+6.11 B
90 147.38+0.61 B2 181.82+13.15 A2 109.07+2.1 B2

Nota: Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05). Las minusculas indican
diferencias significativas entre filas; mientras que las mayusculas indican diferencias entre
columnas.

La Tabla 7 presenta los resultados de los extractos purificados, destacando que la
concentracion mas alta de polifenoles totales se observa con un 15% de co-solvente y un
90% de eluyente, alcanzando 181.82 mg GAE/gss. En lo que respecta al analisis mostrado
en la Figura 7, se evidencian diferencias estadisticamente significativas en los niveles de

co-solvente y eluyente.

La interaccion entre el co-solvente y el eluyente influye significativamente en los niveles
de contenido de polifenoles. Con un 0% y 15% de etanol en el co-solvente, se observa un
incremento en el contenido de polifenoles, sugiriendo que mayores concentraciones de
ambos, co-solvente y eluyente, estan asociadas con mayores niveles de polifenoles. En
contraste, con un 30% de co-solvente, el contenido de polifenoles aumenta al aumentar

el eluyente del 50% al 70%, pero disminuye al pasar del 70% al 90%. Asi, se evidencia
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que el comportamiento del contenido de polifenoles es generalmente proporcional al
porcentaje de eluyente, aumentando conforme este se incrementa, excepto en

concentraciones mas altas de co-solvente

Este dato resulta particularmente revelador, puesto que podria implicar una correlacion
directamente proporcional entre la cantidad de polifenoles totales extraidos y los
porcentajes de co-solvente y eluyente. Dado que los polifenoles exhiben una afinidad
considerable por el etanol, uno podria anticipar que aumentar la concentracion de co-
solvente favoreceria una mayor extraccion de estos compuestos bioactivos. No obstante,
el analisis sugiere que un aumento desmedido del co-solvente podria tener efectos
adversos, posiblemente al provocar un arrastre excesivo de polifenoles que competiria
con su adsorcion en la resina, reduciendo asi la eficiencia de la extraccion.

Figura 8.

Comportamiento de co-solvente y eluyente sobre los polifenoles totales en el extracto purificado

de semilla de orujo de uva
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La Tabla 8 muestra los resultados de la capacidad antoxidante DPPH (ICso).
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Tabla 8.

Capacidad antioxidante DPPH (ICso) de los extractos purificados de semilla de orujo de uva

Co-solvente %

Eluyente %

0 15 30
50 5.3240.03 b 3.5+0.63 ABab 3.46+0.2 Beb
70 5.61+£1.9 A2 4.65+0.33 AB2 4.39+].84 B2
90 3.71+0.66 A 3.2840.86 ABb 2.4340.04 B>

Nota: Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05). Las minusculas indican
diferencias significativas entre filas; mientras que las mayusculas indican diferencias entre
columnas.

La Tabla 8 detalla los resultados de la capacidad antioxidante, medida mediante el método
DPPH (ICso), en extractos purificados de semilla de orujo de uva bajo diversas
concentraciones de eluyente y co-solvente. Donde el mejor resultado se mostrd a co-
solvente de 30 % y eluyente de 90% con un valor de 2.43 ICso. Los valores de ICso
representan la concentracion requerida para inhibir el 50% de los radicales libres DPPH

y varian en funcion de las condiciones especificas de la extraccion.

La interaccion entre el co-solvente y el eluyente revela una tendencia decreciente en la
capacidad antioxidante, la cual ademas presenta diferencias estadisticamente
significativas. Los analisis muestran que los valores mas altos de capacidad antioxidante
se alcanzan cuando el co-solvente estd al 30%, destacando la importancia de esta

concentracion para optimizar los beneficios antioxidantes de los extractos

En cuanto a la relacion del eluyente frente al co-solvente, los resultados muestran que
para eluyentes al 50% y al 70%, la capacidad antioxidante tiende a aumentar al pasar de
un co-solvente del 0% al 15%. No obstante, este incremento se revierte al aumentar el co-
solvente del 15% al 30%, donde se observa una disminucién en la capacidad antioxidante.
Curiosamente, con un eluyente al 90%, la tendencia de la capacidad antioxidante es

negativa.
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Estos resultados sugieren que la eficacia de la extraccion y la capacidad antioxidante de
los extractos pueden ser altamente dependientes de las proporciones especificas de
eluyente y co-solvente, si bien estos presentan diferencia estadistica, se destaca la
importancia de utilizar un mayor % de etanol en el co-solvente como en el eluyente.
Figura 9.

Comportamiento de co-solvente y eluyente sobre capacidad antioxidante DPPH en el extracto

purificado de semilla de orujo de uva
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La Tabla 9 muestra los resultados de la capacidad antoxidante ORAC (uM TE/gss).

Tabla 9.

Capacidad antioxidante ORAC (uM TE/gss) de los extractos purificados de semilla de orujo de

uva
Eluyente Co-solvente %
% 0 15 30
50 156.6£1.8 A°  214.65£52.15 4> 187.17+8.47 Ab
70 191.01£1.78 A*  202.88+27.79 A 174.13£16.63 A°

920 230.62+33.05 A2 225.56+1.14 4% 233.02+£4.2 A2

Nota: Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05). Las mintsculas indican
diferencias significativas entre filas; mientras que las mayusculas indican diferencias entre
columnas.
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La Tabla 9 detalla los resultados de la capacidad antioxidante, medida mediante el método
ORAC (uM TE/gss), en extractos purificados de piel de orujo de uva bajo diversas
concentraciones de eluyente y co-solvente. Donde el mejor resultado se mostrd a co-

solvente de 30 % y eluyente de 90% con un valor de 233.02 pM TE/gss

En cuanto a la interaccion entre el co-solvente y el eluyente, se observa que con un 0%
de co-solvente, la capacidad antioxidante muestra una tendencia positiva. Sin embargo,
cuando la concentracion de co-solvente aumenta al 15% y al 30%, se detecta inicialmente
una tendencia negativa en la capacidad antioxidante al pasar del eluyente del 50% al 70%.
Esta tendencia se revierte al aumentar el eluyente del 70% al 90%, resultando en una

mejora notable de la capacidad antioxidante.

Figura 10
Comportamiento de co-solvente y eluyente sobre capacidad antioxidante ORAC en el extracto

purificado de semilla de orujo de uva
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Con respecto a los azucares reductores tanto fructosa y glucosa los valores no fueron

detectados, por lo que la purificacion reduce a niveles aproximados a 0.
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Debido a que los resultados de la piel y semilla del orujo, tienen relacion debido a la
variable dependiente como son el contenido de polifenoles totales y capacidad

antioxidante, se discutieron de forma conjunta.

Para el contenido de polifenoles totales, existe diferencia estadistica significativa (p-valor
< 0.05) tanto para piel y semilla de orujo en el factor eluyente como de la interaccion co-
solvente y eluyente (Anexo 2 y 3). A 15% de etanol en el co-solvente con un eluyente de
90 % de etanol, el contenido de polifenoles totales es el mayor tanto en piel 38.1 mg
GAE/gss y recuperacion de 87.1 %, con los mismos niveles en semilla se obtuvo 181.82
mg GAE/gss y recuperacion de 86.4 %. Mariotti-Celis et al. (2018) muestra la reduccion
del contenido de polifenoles totales en el orujo de uva variedad Carmenere, Wang et al.
(2017), muestra la recuperacion del 96.45% en orujo de aceituna utilizando resina XDA-

1 (resina polar).

Con respecto a la capacidad antioxidante tanto DPPH y ORAC de los extractos
purificados de piel y semilla, los valores de DPPH se incrementan ello debido a que se
necesitara mayor cantidad de solucidon para inhibir la actividad de la solucion DPPH
(Brand-Williams et al., 1995), en ORAC los valores se reducen debido a que la capacidad
antioxidante se presenta por los polifenoles especificos (Dragsted, 2003) con respecto al

extracto inicial.

A menor porcentaje de etanol tanto en el co-solvente y eluyente se incrementa en valor
de DPPH 4.88 ICso para semilla, estadisticamente son iguales entre si (Tabla 10)
mostrandose diferencia en la interaccion tanto en piel como semilla. Tal comportamiento
es similar en ORAC, en piel no se muestra diferencias co-solvente y eluyente, pero a

mayor concentracion etanol de cosolvente y menor concentracion de etanol en eluyente
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se tiene el mayor valor 74 uM TE/gss., para semilla, la mayor concentracion de etanol

incrementa el valor de ORAC 202.8 a 233.02 uM TE/gss.

El efecto negativo tanto para el contenido de polifenoles totales como la capacidad
antioxidante, se debe presencia de etanol en los extractos, también fue reportado por
(Yang et al., 2018), argumentando que probablemente los compuestos de interés como
los 4cidos fenolicos se estabilizan mds por las interacciones con el solvente que por las
interacciones con la superficie de la resina, afectando la interaccion del polifenol con la
superficie de la resina, esto debido a que el polifenol prefiere interactuar méas con el etanol
que con la superficie de la resina (Mariotti-Celis et al., 2018). Por lo tanto, cuanto mayor
sea el contenido de etanol en el co-solvente en el extracto menor sera la preferencia de
los acidos fenolicos por la resina y, cuanto mas etanol en el eluyente favorecera la
interaccion entre el eluyente y el polifenol, ademas que la adsorcion-desorcion de la resina
como las concentraciones de etanol tanto del co-solvente y eluyente, afectarian la

recuperacion de polifenoles especificos (Zhao et al., 2022).

Como resultado de la purificacion los azucares tanto fructosa y glucosa de los extractos
purificados tanto de la piel y semilla, se reducen a nivel de no deteccion, este
comportamiento también fue reportado por (Mariotti-Celis et al., 2018; Zhao et al., 2022),
esto se debe a que los azucares al ser compuestos altamente polares no son adsorbidos

por la resina teniendo afinidad por el etanol y agua (Lindemann et al., 2020).
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V. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados, los extractos obtenidos mediante liquidos presurizados tanto
de piel y semilla mostraron un contenido de polifenoles totales (43.739 y 287.552 mg
GAE/gss), capacidad antioxidante DPPH (8.16 y 3.41 ICso), ORAC (146.71 y 361.639
uM TE/gss) y azucares reductores tanto de fructosa (no se detectd y 8.73 mg/g) y glucosa

(2.25 y 11.02 mg/g), donde la semilla presento valores superiores a la piel

De acuerdo a los resultados mostrados de la purificacion en piel de orujo de uva, la
concentracion de co-solvente es igual en 0, 15 y 30% de etanol en todos los extractos no
influyendo en la purificacion, pero el eluyente influye teniendo una mayor recuperacion
de polifenoles totales y capacidad antioxidante DPPH a 90 % de etanol con 38.1 mg
GAE/gss con recuperacion de 87.1 % y 18.47 1Cso respectivamente. Para la capacidad
antioxidante ORAC solo se muestra diferencia en la interaccion co-solvente (30%) con
eluyente (50%) con 89.61 uM TE/gss. Con respecto a la purificacion el uso de resina
macroporosa Diaion HP-20 redujo a nivel no detectable los azucares reductores como son

fructosa y glucosa

De acuerdo a los resultados mostrados de la purificacion en semilla de orujo de uva, para
polifenoles totales el cos-solvente (15%) y eluyente (90%) obtienen el mayor nivel con
181.82 mg GAE/gss y recuperacion de 86.04 %. De la capacidad antioxidante con
respecto a DPPH y ORAC en co-solvente (30%) y eluyente (90%) se obtiene 2.43 ICso y
233.02 uM TE/gss. De la misma manera resina macroporosa Diaion HP-20 redujo a nivel

no detectable los azucares reductores como son fructosa y glucosa
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VI. RECOMENDACIONES

Desarrollar trabajos comparativos de diferentes métodos para obtencion de polifenoles,
como son: extraccion asistida por ultrasonido (EAU), extraccion asistida por microonda
(EAM), ademas de utilizar diferentes solventes eco amigables (green technology) como
glicerol, iso-propanol entre otros, definiendo los parametros de: concentracion, tiempo de

extraccion, etc.

Investigar sobre la eficiencia de la extraccion de fluidos presurizados a diferentes matrices
alimentarias, sobre todo en aquellas consideradas como residuos y que presenten alto

valor tanto en su capacidad antioxidantes como en contenido de polifenoles.

Aplicar los extractos purificados en pruebas tanto in vitro como in vivo a fin de determinar
la verdadera potencialidad del consumo sobre enfermedades cardiacas, cancerigenas entre

otros.
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ANEXOS

Anexo 1. Curva de calibracion

Tabla 10.

Datos para la calibracion de acido galico.

Concentracion Absorbancia

0.1 0.71966667
0.05 0.38266667
0.025 0.233

0.0125 0.15733333

0.01 0.14533333
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Figura 11. Curva de calibracion de acido gélico.
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Anexo 2.

Tabla 11.

Resultados de las variables independientes, residuales y conversion a logio en piel de orujo de

uva.
. RDUO LOGo RDUO
sol(\:f 2;1te Eluyente Potl:)?:ll:sles Polifenoles Polifenoles PoIidii')e(lf(l)(;es DPPH %llzgg ORAC gDRg(C)
totales totales totales
0 50 17.9 1.93 1.25 0.05 1133 095 69.21 3.31
0 50 14.04 -1.93 1.15 -0.05 942 -096 62.59 -3.31
0 70 20.65 2.21 1.31 0.05 1046 0.17 80.7 5.07
0 70 16.24 -2.21 1.21 -0.05 10.12 -0.17 70.56 -5.07
0 90 35.31 1.17 1.55 0.01 9.26 0.08 6631 -10.61
0 90 32.97 -1.17 1.52 -0.01 9.1 -0.08 87.53 10.61
15 50 19.34 -0.17 1.29 0 1535 0.32 67.2 -1.44
15 50 19.68 0.17 1.29 0 14.71 -0.32 70.07 1.44
15 70 16.31 1.75 1.21 0.05 1293 -1.38 72.77 -0.38
15 70 12.8 -1.75 1.11 -0.05 15.69 1.38 73.53 0.38
15 90 39.16 1.06 1.59 0.01 9.38 2.69 75.9 -1.44
15 90 37.03 -1.06 1.57 -0.01 399 -2.69 78.78 1.44
30 50 30.63 1.14 1.49 0.02 588 -0.46 9333 3.73
30 50 28.36 -1.14 1.45 -0.02 6.79 045 8588 -3.73
30 70 27.87 1.65 1.45 0.03 749 039 6592 -0.59
30 70 24.57 -1.65 1.39 -0.03 6.71 -0.39 67.09 0.59
30 90 22.64 1.85 1.35 0.04 22.05 3.58 65.53 -0.9
30 90 18.93 -1.85 1.28 -0.04 1488 -3.58 67.34 0091
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Tabla 12
Prueba de Shapiro Wilks para polifenoles totales, ORAC, DPPH en piel de orujo de uva.

Variable n Media D.E. W*  p(Unilateral D)
RDUO Polifenoles totales 18 0 1.6 0.84 0.0061
RDUO LOG10 Polifenoles totales 18 0 0.04 0.89 0.0944
RDUO DPPH 18 0 1.66 0.96 0.7421
RDUO ORAC 18 0 4.45 0.98 0.9648

Tabla 13

Prueba de homogeneidad de varianza Levene para contenido de polifenoles totales convertidos

en Logio de extracto obtenido de piel de orujo de uva

F.V. SC gl CM F p-valor
Co-solvente 9.30E-04 2 4.70E-04 1.81 0.2023
Eluyente 1.80E-03 2 8.80E-04 3.42 0.0641
Error 3.30E-03 13 2.60E-04
Total 0.01 17

Tabla 14.

Analisis de varianza para contenido de polifenoles totales convertidos en Logio de extracto

obtenido de piel de orujo de uva

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0.35 8 0.04 17.68 0.0001
Co-solvente 0.02 2 0.01 33 0.0839
Eluyente 1.30E-01 2 6.00E-02 26.02 0.0002
Co—solvente*Eluyente 0.21 4 0.05 20.69 0.0001
Error 0.02 9 2.50E-03
Total 0.37 17

Tabla 15

Comparacion de medias LSD Fisher para co-solvente de contenido de polifenoles totales de

extracto de piel

Co-solvente Medias n E.E.
30 14 6 002 A
15 134 6 0.02 A
0 133 6 0.02 A
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Tabla 16
Comparacion de medias LSD Fisher para eluyente de contenido de polifenoles totales de

extracto de piel

Eluyente Medias n E.E.
90 148 6 0.02 A
50 1.34 6 0.02 B
70 1.33 6 0.02 B
Tabla 17

Comparacion de medias LSD Fisher para interaccion co-solvente * eluyente de contenido de

polifenoles totales de extracto de piel

Co-solvente Eluyente Medias n E.E.

15 90 1.58 2 0.04 A

0 90 1.53 2 004 A

30 50 147 2 0.04 A B

30 70 142 2 0.04 B C

30 90 132 2 0.04 CD

15 50 1.29 2 0.04 D E
70 1.26 2 0.04 D EF
50 1.2 2 0.04 E F

15 70 1.16 2 0.04 F

Tabla 18.

Prueba de homogeneidad de varianza Levene para DPPH de extracto obtenido de piel de orujo

de uva
F.V. SC gl CM F p-valor
Co-solvente 4.57 2 2.29 2.75 0.101
Eluyente 9.11 2 4.56 5.48 0.0188
Error 10.81 13 0.83
Total 24.5 17
Tabla 19.

Analisis de varianza para capacidad antioxidantes DPPH en extracto de piel

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 285.16 8 35.65 6.85 0.0046
Co-solvente 13.21 2 6.61 1.27 0.3269
Eluyente 3.04 2 1.52 0.29 0.7537
Co-solvente*Eluyente 268.91 4 67.23 12.91 0.0009
Error 46.86 9 5.21
Total 332.02 17
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Tabla 20
Comparacion de medias LSD Fisher para co-solvente de capacidad antioxidantes DPPH de

extracto de piel

E.E.

093 A
093 A
093 A

Co-solvente Medias
15  12.01

30 10.63

0 9.95

AN &N O =

Tabla 21
Comparacién de medias LSD Fisher para eluyente de capacidad antioxidantes DPPH de extracto

de piel

E.E.

093 A
093 A
093 A

Eluyente Medias
90 11.45
50 10.58
70 10.57

AN O O |=

Tabla 22
Comparacion de medias LSD Fisher para interaccion co-solvente * eluyente de capacidad

antioxidantes DPPH de extracto de piel

Co-solvente Eluyente Medias n E.E.

30 90 18.47 2 1.61 A

15 50 1503 2 1.61 A B

15 70 1431 2 1.61 A B C
50 10.38 2 1.61 B CD
70 10.29 2 1.61 B CD
90 9.18 2 1.61 C D

30 70 7.1 2 1.61 D

15 90 6.69 2 1.61 D

30 50 6.34 2 1.61 D

Tabla 23.

Prueba de homogeneidad de varianza Levene para ORAC de extracto obtenido de piel de orujo

de uva
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 114.47 4 28.62 6.76 0.0036
Co-solvente 98.04 2 49.02 11.57 0.0013
Eluyente 16.43 2 8.21 1.94 0.1832
Error 55.06 13 4.24
Total 169.53 17
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Tabla 24.

Andlisis de varianza para capacidad antioxidantes ORAC en extracto de piel

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 941.58 8 117.7 3.14 0.0539
Co-solvente 6.43 2 3.22 0.09 0.9185
Eluyente 26.6 2 13.3 0.36 0.7106
Co-solvente*Eluyente 908.56 4 227.14 6.06 0.0119
Error 337.11 9 37.46
Total 1278.7 17

Tabla 25

Comparacion de medias LSD Fisher para co-solvente de capacidad antioxidantes ORAC de

extracto de piel

Co-solvente Medias n E.E.

30 7418 6 2.5 A

15 73.04 6 25 A

0 7282 6 25 A
Tabla 26

Comparacion de medias LSD Fisher para eluyente de capacidad antioxidantes ORAC de

extracto de piel

Eluyente Medias n E.E.

50 7471 6 25 A

90 7357 6 25 A

70 7176 6 25 A
Tabla 27

Comparacion de medias LSD Fisher para interaccion co-solvente * eluyente de capacidad

antioxidantes ORAC de extracto de piel

Co-solvente Eluyente Medias n E.E.

30 50 89.61 2 433 A

15 90 7734 2 433 A B
0 90 7692 2 433 A B
0 70 75.63 2 433 B
15 70 73.15 2 433 B
15 50 68.63 2 433 B
30 70 66.5 2 433 B
30 90 66.43 2 433 B
0 50 659 2 433 B
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Tabla 28

Anexo 3

Resultados de las variables independientes, residuales en semilla de orujo de uva.

RDUO

solg 21-1 te Eluyente Potl:)tt‘zlll:sles Polifenoles DPPH ?)l;gg ORAC ?)DRK(C)
totales
0 50 114.25 2.24 53 -0.02 155.33 -1.28
0 50 109.77 -2.24 5.34 0.02 157.88 1.28
0 70 112.8 -11.08 4.26 -1.35 189.75 -1.26
0 70 134.95 11.08 6.95 1.35 192.28 1.26
0 90 146.95 -0.43 4.18 047  207.25 -23.37
0 90 147.81 0.43 3.24 -0.47  253.99 23.37
15 50 125.19 -5.83 3.95 0.44 177.77 -36.88
15 50 136.86 5.83 3.06 -0.44 251.52 36.88
15 70 132.91 0.13 4.89 0.23 183.23 -19.65
15 70 132.64 -0.13 4.42 -0.23 222.54 19.65
15 90 172.53 9.3 3.89 0.61 224.76 -0.8
15 90 191.12 9.3 2.67 -0.61 226.36 0.8
30 50 135.35 2.18 3.6 0.14 193.16 5.99
30 50 130.99 -2.18 3.32 -0.14 181.18 -5.99
30 70 138.71 4.32 3.09 -1.3 185.9 11.76
30 70 130.07 -4.32 5.69 1.3 162.37 -11.76
30 90 110.56 1.48 2.41 -0.03 230.05 -2.97
30 90 107.59 -1.48 2.46 0.03 235.99 2.97
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Tabla 29
Prueba de Shapiro Wilks para polifenoles totales, ORAC, DPPH en semilla de orujo de uva.

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
RDUO Polifenoles totales 18 0 1.6 0.84 0.0061
RDUO LOG10_Polifenoles totales 18 0 0.04 0.89 0.0944
RDUO DPPH 18 0 1.66 0.96 0.7421
RDUO ORAC 18 0 4.45 0.98 0.9648

Tabla 30.
Prueba de homogeneidad de varianza Levene para contenido de polifenoles totales de extracto

obtenido de semilla de orujo de uva

F.V. SC gl CM F p-valor
Co-solvente 19.68 2 9.84 0.6 0.5642
Eluyente 10.55 2 5.27 0.32 0.7313
Error 213.85 13 16.45
Total 244.08 17

Tabla 31

Analisis de varianza para contenido de polifenoles totales en extracto de semilla

F.V. SC gl CM F p-valor
Co-solvente 1931.83 2 965.91 15.87 0.0011
Eluyente 1400.85 2 700.43 11.51 0.0033
Co-solvente*Eluyente 4036.62 4 1009.16 16.58 0.0003
Error 547.84 9 60.87
Total 7917.14 17

Tabla 32

Comparacion de medias LSD Fisher para co-solvente de contenido de polifenoles totales de

extracto de semilla

Co-solvente Medias n E.E.
15 14854 6 3.19 A
0 127.75 6 3.19 B
30 125.54 6 3.19 B
Tabla 33

Comparacion de medias LSD Fisher para eluyente de contenido de polifenoles totales de

extracto de semilla

Eluyente Medias n E.E.
90 146.09 6 3.19 A
70 130.35 6 3.19 B
50 1254 6 3.19 B
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Tabla 34
Comparacion de medias LSD Fisher para interaccion co-solvente * eluyente de contenido de

polifenoles totales de extracto de semilla

Co-solvente Eluyente Medias n E.E.
15 90 181.82 2 552 A
0 90 14738 2 5.52 B
30 70 13439 2 5.52 B C
30 50 133.17 2 5.52 B C
15 70 132.77 2 5.52 B C
15 50 131.03 2 5.52 B C
0 70 123.87 2 5.52 CD
0 50 112.01 2 5.52 D
30 90 109.07 2 5.52 D
Tabla 35.

Prueba de homogeneidad de varianza Levene para capacidad antioxidante DPPH de extracto

obtenido de semilla de orujo de uva

F.V. SC gl CM F p-valor
Co-solvente 0.11 2 0.05 0.34 0.7156
Eluyente 1.91 2 0.95 6.06 0.0138
Error 2.05 13 0.16
Total 4.06 17

Tabla 36

Analisis de varianza para capacidad antioxidantes DPPH en extracto de semilla

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 16.97 8 2.12 2.19 0.1323
Co-solvente 6.78 2 3.39 3.5 0.0752
Eluyente 9.14 2 4.57 4.72 0.0397
Co-solvente*Eluyente 1.05 4 0.26 0.27 0.8892
Error 8.72 9 0.97
Total 25.69 17

Tabla 37

Comparacion de medias LSD Fisher para co-solvente de capacidad antioxidantes DPPH de

extracto de semilla

Co-solvente Medias n E.E.
0 488 6 04 A
15 381 6 04 A B
30 342 6 04 B
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Tabla 38
Comparacién de medias LSD Fisher para eluyente de capacidad antioxidantes DPPH de extracto

de semilla

Eluyente Medias n E.E.

70 488 6 04 A

50 409 6 04 A B

90 314 6 04 B
Tabla 39

Comparacion de medias LSD Fisher para interaccion co-solvente * eluyente de capacidad

antioxidantes DPPH de extracto de semilla

Co-solvente Eluyente Medias n E.E.

0 70 561 2 07 A

0 50 532 2 07 A B
15 70 465 2 07 A B C
30 70 439 2 07 A B C
0 90 371 2 07 A B C
15 50 35 2 07 ABC
30 50 346 2 07 A B C
15 90 328 2 0.7 B C
30 90 243 2 0.7 C

Tabla 40.

Prueba de homogeneidad de varianza Levene para capacidad antioxidante ORAC de extracto

obtenido de semilla de orujo de uva

F.V. SC gl CM F p-valor
Co-solvente 523.21 2 261.6 1.76 0.2108
Eluyente 100.38 2 50.19 0.34 0.7196
Error 1933.26 13 148.71
Total 2556.85 17

Tabla 41.

Analisis de varianza para capacidad antioxidantes ORAC en extracto de semilla

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 11348.9 8 1418.61 2.58 0.0903
Co-solvente 1520.46 2 760.23 1.38 0.3001
Eluyente 7084.1 2 3542.05 6.43 0.0184
Co-solvente*Eluyente 274435 4 686.09 1.25 0.3586
Error 4958.14 9 550.9
Total 16307.05 17
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Tabla 42
Comparacion de medias LSD Fisher para co-solvente de capacidad antioxidantes ORAC de

extracto de semilla

Co-solvente Medias n E.E.
15 21436 6 9.58 A
30 198.11 6 9.58 A
0 19275 6 9.58 A
Tabla 43

Comparacion de medias LSD Fisher para eluyente de capacidad antioxidantes ORAC de

extracto de semilla

Eluyente Medias n E.E.
90 22973 6 958 A
70 189.34 6 9.58 B
50 186.14 6 9.58 B
Tabla 44

Comparacion de medias LSD Fisher para interaccion co-solvente * eluyente de capacidad

antioxidantes ORAC de extracto de semilla

Co-solvente Eluyente Medias n E.E.

30 90 233.02 2 166 A

0 90 230.62 2 166 A

15 90 22556 2 16,66 A B
15 50 214.65 2 16.6 A B
15 70 20288 2 166 A B C
0 70 191.01 2 166 A B C
30 50 187.17 2 166 A B C
30 70 17413 2 16.6 B C
0 50 156.6 2 16.6 C
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Anexo 4.

Panel Fotografico

Figura 13. Fotografia de instalacion de sistema de purificacion
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Figura 14. Fotografia de preparacion de extractos para la purificacion.

Figura 15. Fotografia de obtencion de extractos purificados

Figura 16. Fotografia de determinacion de capacidad antioxidante
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Figura 17. Fotografia de observacion de los datos obtenidos de la capacidad antioxidante.
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Con la autorizacion de depdsito da mi trabajo de investigacion, otorgo a la Universidad Nacional
de Moquegua, una Licencia No Exclusiva para reproducir. distribuir, comunicar al publico,
transformar (Unicamente mediante su traduccion a otros idiomas) y poner a disposicién del pablico
mi trabajo de investigacién {incluido el resumen), en formato fisico o digital, en cualquier medio,
conacido o por conocerse, a través de los diversos servicios provistos por la Universidad, creados
0 por crearse, tales como el Repositorio Institucional Digital de la UNAM, Coleccion de Tesis, entre
otros, en el Per( y en el extranjero, por el tiempo y veces que considere necesarias, y libre de
remuneraciones.

En virtud de dicha Licencia, la UNIVERSIDAD NACIONAL DE MOQUEGUA, podra reproducir mi
trabajo de investigacion en cualquier tipo de soporte y en mas de un ejemplar, sin modificar su
contenido, solo con los propositos de seguridad, respaldo y preservacion.

Declaro que el trabajo de investigacion es una creacion de mi autoria y exclusiva titularidad, o
coautoria con titularidad compartida, y me encuentro facultado a conceder la presente licencia Y,
asimismo, garantizo que dicho trabajo de investigacion no infringe derechos de autor de terceras
persongs.

La UNIVERSIDAD NACIONAL DE MOQUEGUA consignara e nombre del/los autor/es del trabajo
de investigacion, y no le hara ninguna modificacion mas de la permitida en la presente ficencia,

Autorizo el depdsito (marque con una X).
(X} Sl autorizo que se deposite inmediatamente.

FIRMA

DOCUMENTO DE IDENTIDAD :46028504
NOMBRES Y APELLIDOS :Karol Cecilla Torres Ramirez
FECHA :20 de mayo del 2024.
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DECLARACION JURADA DE ORIGINALIDAD DE TRABAJO DE
INVESTIGACION / TESIS / TRABAJO DE SUFICIENCIA PROFESIONAL

Yo, Karol Cecilia TOrrez RAMIMZ........o.voeeeceieeeeee oo
, bachiller de la Escuela Profesional de: Ingenieria Agroindustrial.............c.ooiiienine e,
de la Universidad Nacional de Moguegua, identificado(a) con DNI N° 4602854............. , autor(a)
del Trabajo de Investigacion / Tesis / Trabajo de suficiencia profesional, denominado:
“Purificacion de polifenoles obtenidos del extracto de orujo de uva mediante uso de resina
MIACTOPOTOSA" ...ttt et sttt ee v e et en e e s en s et et e et et et e ee e e

Declaro bajo juramento que:

1. El trabajo de investigacion es auténtico, siendo resultado de mi trabajo personal, que no
se ha copiado, que no se ha utilizado ideas, formulaciones, citas integrales e ilustraciones
diversas, sacadas de cualquier tesis, obra, articulo, memoria, etc., (en version digital o
impresa), sin mencionar de forma clara y exacta su origen o autor, tanto en el cuerpo del
texto, figuras, cuadros, tablas u otros que tengan derechos de autor. Por tanto, el trabajo
de investigacion no ha sido plagiado total ni parcialmente.

2. El trabajo de investigacion no ha sido autoplagiada, es decir, no ha sido publicada ni
presentada anteriormente para obtener algin grado académico previo o titulo profesional.

3. Los datos presentados en los resultados son reales, no han sido faiseados, ni duplicados,
ni copiados y por tanto los resultados que se presentan en el trabajo de investigacion
constituiran aporte a la realidad investigada.

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

Moquegua, 20 de mayo de 2024.

Huella digital

prres Ramiréz
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UNAM

DECENIO DE LA IGUALDAD DE OPORTUNIDADES PARA MUJERES Y HOMBRES
“ANO DEL BICENTENARIO, DE LA CONSOLIDACION DE NUESTRA INDEPENDENGIA, Y DE LA
CONMEMORACION DE LAS HEROICAS BATALLAS DE JUNIN Y AYACUCHO”

RESOLUCION DE COMISION ORGANIZADORA N° 416-2024-UNAM/CO
Moquegua, 26 de junio de 2024
LA COMISION ORGANIZADORA DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE MOQUEGUA

VISTOS:

El Acuerdo de Sesion Ordinaria de Comision Organizadora de fecha 26 de junio de 2024;
PROVEIDO N° 9923-2024 de fecha 20 de junio de 2024 emitide por la Presidencia de la Comisién
Organizadora; INFORME N° 351-2024-UNAM-CO-P/SG de fecha de recepcién 19 de junio de 2024 emitido
por Secretaria General; CARTA N° 075-2024-GY T/UNAM-PCAS de fecha de recepcion 14 de junio de 2024
emitido por el Especiatista de Grados y Titulos; Sobre el otorgamiento del Tltulo Profesional de Ingeniero
Agroindustrial y demas documentos que escoltan el expediente admigist

CONSIDERANDO:

versidad es
L articulo 8°
iversidades,
ones de

rentas,

litica del Per( en su articulo 18°
gobierno, académico, adminis__

Que, ia Constitucion
auténoma en su régimen normat

Que, de conformi Ley N*.28520 de fech () sional
de Moquegua, cuye articulo 1" i :
juridica de derecho publico mtemo
Departamente de Moquegua®. Asimis . olucion det. Consejo Du'e_ Ve -
SUNEDU/CD, et Concejo Directive de la SUNEDU, le otorgo la Licencia institucional a la Umver3|dad
Naclo | de Moquegua, la mis. ue fue modificada a través de la Resolucian.del Consejo Dirgctivo N°

umentos de plane
asi como su conduccion y direccion hasta ue__se constltuyan los organos de goblemo que de acuerdo ala
preserite Ley, le ‘corrésponda : i b R . . EE i ;

Que, mediante Resolucion Viceministerial N° 011-2024-MINEDU de fecha 31/01/2024, se
reconformé la Comisién Organizadora de la Universidad Nacional de Moquegua, integrada por los
académicos: Dr. Jorge Lazare France Medina, como Presidente; Dr. Edwin Molina Porcel, como
Vicepresidente Académico y Dr. Avid Roman Gonzalez, como Vicepresidente de Investigacion;

Que, el articulo 58° de la Ley Universitaria, Ley N°® 30220, concordado con el articulo 14° del
Estatuto de la Universidad Nacional de Moguegua, aprobado con Resolucidn de Comision Organizadora N°
578-2021-UNAM, establecen que el Consejo Universitario es el maximo érgano de gestién, direccién
¥y ejecucion académica y administrativa de la universidad. En el caso de la Universidad MNacional de
Moquequa, dada su condicién y_naturaleza, corresponde ejercer dicha atribucion a la Comisidn

Domicilio Fiscal: Prolongacién Av., Ancash S/N - Moquegua
RUC: 20448347448 - Teléfono: (053) 670168
Pagina Web: www. unam.edu_pe
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UNAM

DECENIO DE LA JGUALDAD DE QPORTUNIDADES PARA MUJERES Y HOMEBRES
“ANO DEL BICENTENARIO, DE LA CONSOLIDACION DE NUESTRA INDEPENDENCIA, ¥ DE LA
CONMEMORACION DE LAS HEROICAS BATALLAS DE JUNIN Y AYACUCHO”
... Resolucidn de Comisidn Organizadora N° 416-2024-UNAMICO
Organizadora quien hace las veces de Consejo Universitario, disposicién relacionada con Ia Resolucién
Viceministerial N° 244-2021-MINEDU vy sus modificatorias:

Que, el articulo 44° de la Ley N° 30220, Ley Universitaria, sefiala gue las universidades otorgan
los grados académicos de Bachiller, Maestro, Doctor y los Titulos Profesionales que correspondan, a
nombre de la Nacian (...};

Que, el numeral 45.2 del articulo 45° de la Ley N° 30220, Ley Universitaria, precisa los

requisitos minimos para la obtencién del titulo profesional, como son: el grado de Bachiller y_la

aprobacion de una tesis o trabajo de suficiencia profesional. Asimismo, establece que e! titulo profesional
solo se puede obtener en la universidad en ia cual se haya cobtenido el grado de bachiller;

Que, mediante Resolucién de Comision Organizadora N° 1153-2021 -UNAM, se aprebéd el
Reglamento de Grados y Titulos de la Universidad Nacional de Moguegua, el mzs que fue madificado a
través de las Resoluciones de Comisian Organizadora N° 410; 453 .8 ' 880
cual establece los requisitos y norma los procedimientos para fa o
titulos profesionales conferidos por Casa Superior de Estudios;

al haber cumplldo sahsfactdnanmme on fos reqwsrtos legales y
Reglamento de Grados ¥ Tlt_u 1]

garantlzar la seguridad cmdadana

et Dos ejemplares de'la Tesis, del Trabajo de Sufi ciencia Profesional: o Informe dej’ Examen_ .

" Profesional &n fisico, und para la Biblioteca y otro para la Escuela Prafesional, ¥ un CD con la
versién digital.

d. Formulario de autorizacién del graduado para la publicacion de la Tesis, Trabajo de Suficiencia
Profesional o Infarme de Examen Profesional en el repositorio.

€. Declaracion Jurada de originalidad de la Tesis, Trabajo de Suficiencia Profesional o Informe de

Examen Profesional.

La Escuela Profesional es responsable de completar el expediente del bachiller en un plazo maximo de
3 dias habiles y derivar a la Oficina de Secretaria General, adjuntando los siguientes documentos;

a. Copia del acta de sustentacion indicando la modalidad de obtencion del titulo profesional.

b. Constancia de “no adeudo” de Bienes a la Universidad, bienes a los Laboratorios Basicos y de
Especialidad, material bibliografico; dichos documentos deberan ser refrendados por los
responsables a cargo.

Domicilio Fiscal: Prolongacién Av., Ancash S/N - Moquegua
RUC: 20449347448 - Teléfono: (053) 670168
Pagina Web: www.unam.edu.pe
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UNAM
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DECENIO DE LA IGUALDAD DE OPORTUNIDADES PARA MUJERES Y HOMBRES
“ANO DEL BICENTENARIO, DE LA CONSOLIDACION DE NUESTRA INDEPENDENCIA, Y DE LA
CONMEMORACION DE LAS HEROICAS BATALLAS DE JUNIN Y AYACUCHO"
fif... Resolucion de Comisién Organizadora N° 416-2024-UNAM/CO

Secretario General y debatido el casc en Sesion Ordinaria de fecha 26 de junio de 2024, se acordé por
unanimidad conferir a nombre de la Nacién el Titulo Profesional de Ingeniero Agroindustrial porla
modalidad de Sustentacion de Tesis, a una (1) Bachiller de la Escuela Profesional de Ingenieria
Agroindustrial de la Universidad Nacional de Moquegua;

Estando en uso de las facultades y atribuciones conferidas en el articulo 18° de la Constitucion
Politica del Perl); la Ley N* 30220, Ley Universitaria; el Documento Normative denominado: “Disposiciones
para la Constitucion y Funcionamiento de las Comisiones Organizadoras de las Universidades Publicas en
proceso de Ceonstitucion”, aprobads mediante la Resolucion Viceministerial N° 244-2021-MINEDU Y sus
modificatorias, y en la Resolucion Viceministerial N° 011-2024-MINEDU, asi como en el Estatuto de la
Universidad Nacicnal de Moquegua y demas normas concordantes:

SE RESUELVE:

ARTICULO PRIMERO: CONFERIR, a nombre de la Naci (TULO PRGFESIONAL DE
INGENIERO AGROINDUSTRIAL, por fa modalidad de Sustentacion de '

ARTICULO TERCERO: ENCARGAR al Area dé Gradbé y Titulos de la Universidad Nacional
de Moquegua, para que re ce las acciones pemnentes conducentes reiaclonadas con la mscnpcmn de
los- __

o ARTICUL QUINTO: ENCARGAR, a la Oficina de Tecnologla de la Informacion, la pubhcamon
deia presente Resolucmn enel portal de transparenc:a de la Universidad Namonal de Mcquegua
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