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RESUMEN

La produccion de olivo genera importantes cantidades de residuos como las hojas
propias del arbol. Estas hojas en particular son recolectadas durante la poda y
representan un bajo valor econdmico y generan un problema de gestién ambiental.
No obstante, este residuo en particular presenta importantes concentraciones de
polifenoles. Por ello, este trabajo evaluo el efecto de diferentes mezclas agua-etanol
y agua-glicerol combinado con temperaturas moderadas (50 — 70 °C) en un proceso
de Extracciéon por Liquidos Presurizados (ELP) combinado con un proceso de
Purificacion con Resinas (PR) sobre los compuestos antioxidantes presentes. Para
tal fin, el contenido total de polifenoles, capacidad antioxidante (DPPH y ORAC),
azucares reductores y perfil de polifenoles fueron analizados en todos los extractos

obtenidos del proceso combinado ELP - PR.

De acuerdo con nuestros resultados, el uso de altas concentraciones de etanol (30
%) y glicerol (30 %) a 70 °C, durante la ELP, favorecen la obtencion de extractos
con importantes concentraciones de polifenoles y capacidad antioxidante; sin
embargo, cuando el proceso combinado ELP-PR fue usado los extractos que fueron
purificados redujeron su capacidad antioxidante en ~30 %. No obstante, las altas
temperaturas favorecen la extraccion de azlcares en los extractos. Sin embargo, el
uso de etanol y glicerol reducen la presencia de estos compuestos. Por ello, las
mejores condiciones en la ELP fueron establecidas con Etanol (30 %) a 70 °C.
Adicionalmente, diferentes familias especificas de polifenoles fueron identificadas
tales como acidos fendlicos, flavanoles, flavonoles, estilbenos y secoiridoides.
Interesantemente, cuando los extractos fueron purificados mediante el uso de
resinas macroporosas, el contenido de polifenoles y capacidad antioxidante se
redujo significativamente entre 15 y 35 %. Esto permitio establecer las mejores
condiciones globales de extraccién y purificacion en el proceso ELP (etanol 30 %
- 70 °C) y purificacién (etanol 80 %). Por lo tanto, el uso de etanol demostrd ser
mas eficiente que el glicerol en la recuperacion de polifenoles presentes en las hojas
de olivo. Finalmente, los resultados obtenidos permitiran revalorizar las hojas de
olivo y escalar tecnologias para la obtencién selectiva de polifenoles. Asimismo,
este enfoque global e integrador podria aplicarse a otros descartes agroindustriales.
PALABRAS CLAVES: glicerol, etanol, extraccién liquida presurizada,

polifenoles, capacidad antioxidante, perfil de polifenoles, purificacion



Abstract

Production from Olive generates significant amounts of residues such as the leaves
of the tree. These leaves in particular are collected during pruning and represent a
low economic value and create an environmental management problem. However,
this residue in particular presents significant concentrations of polyphenols.
Therefore, this work evaluated the effect of different mixtures of water-ethanol and
water-glycerol combined with moderate temperatures (50 — 70 °C) in an ELP
process combined with a purification process with resins on the antioxidant
compounds present. For this purpose, the total content of polyphenols, antioxidant
capacity (DPPH and ORAC), reducing sugars and polyphenol profile were analyzed

in all the extracts obtained from the combined ELP-PR process.

According to our results, the use of high concentrations of ethanol (30%) and
glycerol (30%) at 70 °C, during ELP, favor obtaining extracts with important
concentrations of polyphenols and antioxidant capacity; However, when the
combined ELP-PR process was used, the extracts that were purified reduced their
antioxidant capacity by ~30%. However, high temperatures favor the extraction of
sugars in the extracts. However, the use of ethanol and glycerol reduce the presence
of these compounds. Therefore, the best conditions in the ELP were established
with Ethanol (30%) at 70 °C. Additionally, different specific families of
polyphenols were identified such as phenolic acids, flavanols, flavonols, stilbenes
and secairidoids. Interestingly, when the extracts were purified by using
macroporous resins, the polyphenol content and antioxidant capacity were
significantly reduced between 15 and 35%. This allowed establishing the best
overall extraction and purification conditions in the ELP process (ethanol 30% - 70
°C) and purification (ethanol 80%). Therefore, the use of ethanol proved to be more
efficient than glycerol in the recovery of polyphenols present in olive leaves.
Finally, the results obtained will allow olive leaves to be revalued and technologies
to be scaled up for the selective obtaining of polyphenols. Likewise, this global and

integrative approach could be applied to other agroindustrial discards.

KEY WORDS: glycerol, ethanol, pressurized liquid extraction, polyphenols,

antioxidant capacity, polyphenol profile, purification
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1.1.

INTRODUCCION

Descripcion formulacion del problema

En Per( se cultiva ~21000 ha de arbol de olivo, siendo Arequipa, Tacna y
Moquegua las regiones que representan la mayor proporcion de area cultivada
con 73 %, 20 % y 5 % respectivamente (MINAGRI, 2020). Si bien este
cultivo es reconocido por el contenido de aceite presente en su fruto
(aceituna), la produccién de ambos genera diferentes remanentes o residuos
agroindustriales tales como piel, semillas de la baya y las hojas propias del
arbol del olivo (Gullon et al., 2018; Ouazzane etal., 2017; Ozcan & Matthaus,
2017). Ademas, las hojas de olivo son residuos agroindustriales no
aprovechado, lo cual representa un problema de gestion ambiental. Sin
embargo, este residuo debido a su composicion ha demostrado ser una fuente
natural rica en polifenoles, cuyas propiedades bioactivas han despertado el

intereés de la industria farmacéutica y alimentaria (Zuntar et al., 2019).

A la fecha diversos trabajos de investigacion han reportado el uso de técnicas
de extraccion convencional a condiciones atmosféricas, las cuales permiten
la recuperacién de los polifenoles presentes en las hojas de olivo. Sin
embargo, el uso de solventes toxicos no amigables con el medio ambiente
tales como acetona, metanol y hexano; y tiempos prolongados de proceso (>
4 h), los cuales favorecen la hidrolisis y oxidacién de estos compuestos,
limitando su uso a nivel industrial (Ameer et al., 2017). En ese sentido,
diversos trabajos han propuesto el uso de agua pura bajo condiciones
subcriticas (100 — 250 °C) con tiempos relativamente cortos (20 min) para la
recuperacion de polifenoles a partir de residuos agroindustriales (Kronholm
et al., 2007; Tahir, 2015). Sin embargo, las altas temperaturas de proceso (T°
> 150 °C) conllevan a la degradacion de polifenoles y originan la formacion
de compuestos de Maillard potencialmente cancerigenos como el
hidroximetilfurfural (HMF) (Mariotti-Celis et al., 2018). Por ello, la
incorporacion de co-solventes alternativos como el etanol ha permitido
reducir las temperaturas de operacion y mejorar los rendimientos de
extraccion (Huaman-Castilla, Martinez, et al., 2019). Sin embargo, el uso de

glicerol, un subproducto de la industria del biodiesel, reconocido como un



solvente de grado alimentario, ha permitido una mayor recuperacion de
polifenoles en comparacion con el uso de etanol bajo condiciones subcriticas
(Huamén-Castilla et al., 2020).

Por otro lado, los procesos de extraccién subcritica también podrian
incrementar la recuperacion de compuestos no deseados (proteinas,
carbohidratos y azucares), los cuales limitan el uso de los extractos en futuras
aplicaciones tecnoldgicas (Mariotti-Celis et al., 2018). En ese sentido, la
purificacibn con resinas macroporosas (PR) es wuna tecnologia
complementaria y alternativa a bajo costo que permite la eliminacion de estos
compuestos no deseados con la finalidad de obtener extractos puros ricos en
polifenoles (Huaman-Castilla et al., 2019). Sin embargo, el uso de
cosolventes como el etanol (>30 %) en extraccion afecta significativamente
la recuperacion de polifenoles durante la purificacién, cuyas pérdidas podrian
alcanzar mas del 60 % del rendimiento total (Huaman-Castilla et al., 2018).
No obstante, el uso de glicerol podria afectar la recuperacion de polifenoles
durante la purificacion con resinas macroporosas. Por ello, el estudio de un
proceso integrado de extraccion/purificacion para la recuperacion de
polifenoles de las hojas de olivo, debe considerar el relevante rol de la
polaridad del cosolvente, que permita obtener extractos polifendlicos

purificados inocuos con una amplia gama de aplicaciones tecnoldgicas.
Formulacion del problema

En base a los parrafos anteriores, podemos mencionar que es necesario
estudiar y comprender ;Cémo el uso de cosolventes (etanol y glicerol) y
temperaturas moderadas (< 90 °C) pueden mejorar el rendimiento y la
selectividad de familias especificas de polifenoles presentes en las hojas de
olivo? Ademas, ;Cual es el efecto del uso de estos cosolventes sobre la
recuperacion de polifenoles durante una subsiguiente etapa de purificacion?
Estos analisis permitiran entender las diferentes interacciones tales como
polifenol - solvente y polifenol — resina con la finalidad mejorar durante el
proceso integrado de extraccion — purificacién, considerando que estos
extractos polifendlicos podrian presentar potenciales aplicaciones

tecnologicas y nutraceuticas.



1.2. Obijetivos

1.2.1. Objetivo general

Evaluar el rendimiento y la selectividad de los extractos de polifenoles
obtenidos de las hojas de olivo usando glicerol y etanol como cosolventes
alternativos a través de la extraccion liquida presurizada y purificacion con

resinas macroporosas como procesos integrados.

1.2.2. Objetivos especificos

— Evaluar el efecto de los solventes en extraccion (etanol, glicerol y agua)
sobre la capacidad antioxidante (DPPH y ORAC) de los extractos
obtenidos de hojas de olivo a través de un proceso integrado de

extraccion/purificacion.

— Evaluar el efecto de los solventes en extraccién (etanol, glicerol y agua)
sobre el contenido de polifenoles totales y perfil de polifenoles de los
extractos obtenidos de hojas de olivo a través de un proceso integrado de

extraccion/purificacion.

— Evaluar el efecto de la polaridad de los solventes de extraccion (etanol,
glicerol y agua) sobre la reduccion y/o eliminacion de compuestos no

deseados (azUcares reductores).



1.3. Justificacion e importancia

Los métodos de extraccion convencional a atmosféricas tales como la
maceracion y extraccion Soxhlet son las técnicas més utilizadas para
recuperar polifenoles comercialmente, debido a su facil escalamiento a nivel
industrial. Sin embargo, el uso de solventes toxicos no amigables con el
medio ambiente tales como metanol, acetona, hexano entre otros limita el uso
de los extractos como futuros agentes nutracedticos. Ademas, los
prolongados tiempos de proceso y los grandes volimenes de solventes
repercuten directamente no solo en los costos de produccion sino también
afectan negativamente el medio ambiente. Frente a este escenario, la
busqueda de solventes inocuos amigables con el medio ambiente combinado
con tecnologias alternativas como la extraccion por liquidos presurizados y
purificacién con resinas, permitiria reducir los tiempos de proceso, consumo
de solvente y obtener extractos purificados de grado alimentario, consecuente
se podria desarrollar un nuevo proceso sustentable con potenciales

aplicaciones tecnologicas.

A la fecha los procesos de extraccion y purificacion se han estudiado de
manera independiente, considerando solo el rendimiento de polifenoles
totales o especificos, mientras que el efecto de la integracion de ambos
procesos, la temperatura de extraccion y la polaridad del solvente son factores
que aun no han sido considerados al momento de la recuperacion de los
polifenoles presentes en las hojas de olivo. Por ello, el aprovechamiento de
este residuo agroindustrial como una fuente natural, de bajo costo rico en
polifenoles podria no solo revalorizar este residuo, sino también proponer
nuevas alternativas para el aprovechamiento de otros residuos

agroindustriales.

Entonces para un escalamiento a nivel industrial es necesario la optimizacion
de ambos procesos en forma integrada con la finalidad de evaluar no solo el
rendimiento global en la recuperacion de polifenoles, sino también la
reduccion en la formacién de compuestos no deseados. Por lo tanto, el
presente trabajo de investigacién propone desarrollar un proceso integrado

limpio de extraccion subcritica integrado a un proceso de purificacion con



1.4.

resinas macroporosas, que permita obtener a partir de las hojas de olivo,
extractos polifenolicos purificados inocuos con potenciales aplicaciones para

la industria farmacéutica y alimentaria.
Hipotesis

Es posible mejorar la recuperacion y selectividad de los polifenoles presentes
en las hojas de olivo mediante la aplicacion de tecnologias combinadas de
extraccion por liquidos presurizados y purificacion con resinas, considerando
el relevante rol de la composicion del solvente y estructura quimica del

polifenol durante el proceso integrado.



2.1.

MARCO TEORICO

Antecedentes

Diversos estudios previos han demostrado el efecto positivo de los polifenoles
de las hojas de olivo en el tratamiento de enfermedades relacionadas con el
estrés oxidativo tales como; cancer, arterioesclerosis, entre otros, los cuales
han despertado el interés de la industria alimentaria y farmacéutica (Omar,
2010; Ozcan & Matthaus, 2017; Rodriguez et al., 2008) .

Segun Vergara-Salinas et al. (2013), la extraccién con liquidos presurizados
(ELP) es una alternativa que supera ampliamente a la extraccion convencional
para la recuperacion de polifenoles. En este método, el solvente liquido (agua
pura) se somete a presiones entre 10 y 15 MPa y temperaturas entre 60 y 250
°C. Donde los incrementos de temperatura incrementan la energia cinética del
solvente mejorando la ruptura de la matriz vegetal y su difusion dentro de
ella. Asimismo, el efecto de la temperatura y altas presiones no solo permiten
que el solvente se mantenga en estado liquido, sino también reducen la
polaridad del solvente mejorando la solubilidad de los polifenoles. No
obstante, ain es un tema pendiente por resolver el uso de cosolventes
alternativos como el etanol y glicerol en el proceso de extraccion en otros
residuos agroindustriales como las hojas de olivo. Esto permitiria no solo
reducir las temperaturas de proceso, sino también podria mejorar

significativamente la recuperacion de polifenoles.

Mariotti-Celis et al. (2018), reportaron que el uso de etanol como cosolvente
en la ELP no solo permitia reducir las temperaturas de operacion de 130 a 90
°C, sino también mejoraba en 65 % mas la recuperacién de polifenoles en
orujo de uva en comparacion con el uso de agua pura bajo las mismas
condiciones. No obstante, el uso de etanol (15 %, p/p) en la ELP redujo la
recuperacion global de polifenoles totales (~20 %) durante la purificacion con
resinas macroporosas (PR). No obstante, la distribucion oligomérica de los
polifenoles de alto peso molecular con grado de polimerizacion mayor a 10
no fue afectada por el proceso integrado, mientras que los compuestos no

deseados tales como HMF y azucares reductores fueron reducido en un 95 %.



No obstante, el efecto del uso otros cosolventes alternativos en extraccion
como el glicerol y su efecto en la subsiguiente etapa de purificacion de
polifenoles atn no ha sido definido y podria permitir mejorar el rendimiento

global en la recuperacion de polifenoles.

Huaman-Castilla et al. (2019) reportaron que la estructura quimica del
polifenol y la polaridad del solvente juegan un papel importante durante el
proceso integrado de ELP — PR, debido a que diferentes familias de
polifenoles seguin su estructura quimica presentan una diferente afinidad por
una concentracion determinada de etanol en la ELP y diferente interaccion
con la superficie de la resina durante purificacion. Sin embargo, el uso de
altas concentraciones de etanol (> 50 %) afecta significativamente la
recuperacion de acidos fendlicos durante la purificacion, mientras que los
flavonoles presentaron altos rendimientos a altas concentraciones de etanol.
Por lo tanto, al momento de estudiar otros residuos agroindustriales es
importante relacionar la importancia del rol de la polaridad del solvente y
definir las diferentes estructuras de sus polifenoles, con la finalidad de
optimizar el proceso ELP-PR. En ese sentido, el estudio de otros cosolventes
como el glicerol en un proceso integrado debe incluir un analisis del posible
comportamiento de las diferentes interacciones polifenol — solvente y
polifenol resina, considerando el relevante rol de la composicion del solvente

de extraccion y temperatura de proceso.

Huaman-Castilla et al. (2020) estudiaron el efecto del uso de mezclas agua -
glicerol como solventes en proceso de extraccion subcritica a altas
temperaturas (90 — 150 °C) sobre la recuperacion de polifenoles especificos
de bajo peso molecular (mondémeros). Los resultados demostraron que las
mezclas agua - glicerol fueron entre 10 % y 30 % mas efectivos para recuperar
polifenoles en comparacion con las mezclas agua -etanol bajo las mismas
condiciones. Las condiciones dptimas de extraccion fueron 150 °C, con 32,5
% de glicerol para flavonoles y 50 % para flavanoles, estilbenos y &cidos
fenolicos todos compuestos de bajo peso molecular. Asimismo, el analisis
computacional demostré que el glicerol presenta tres grupos hidroxilo en su
estructura que le permite realizar un mayor numero interacciones

intermoleculares con los grupos funcionales de los diferentes polifenoles. No



obstante, el efecto del uso de glicerol sobre el rendimiento global de
polifenoles en una subsiguiente etapa como la purificacion con resinas aun no

ha sido definido.

Dobroslavi¢ et al. (2022) estudiaron el efecto de los pardmetros de proceso de
extraccion subcritica (solvente, temperatura, nimero de ciclos de extraccion
y tiempo de extraccion estatico) sobre las propiedades bioactivas de la hoja
de laurel (Laurus nobilis L.). Los resultados indican que las condiciones
Optimas del proceso de extraccion fueron etanol al 50 %, 150 °C, un ciclo de
extraccion y 5 min de tiempo estatico. El extracto polifendlico obtenido bajo
estas condiciones Optimas presenta altas concentraciones de polifenoles,
capacidad antioxidante comparado con el uso de agua pura bajo las mismas
condiciones. El analisis cromatografico mostro 29 compuestos, entre los
cuales los flavonoles (rutina y quercetina-3-glucésido) fueron los mas
abundantes. Los resultados evidencian que la técnica extraccion subcritica es
un método y verde eficiente para obtener extractos de hojas de laurel ricos en

polifenoles con una actividad antioxidante relativamente alta.

Rivera-Tovar et al. (2021) realizaron un proceso de optimizacion de respuesta
multiple de la extraccion de liquidos presurizados (ELP) para obtener
extractos polifendlicos presentes en hojas de maqui (Aristotelia chilensis
Stuntz). El contenido de polifenoles totales (TPC), la capacidad antioxidante
(AC) vy la concentracion de polifenoles totales de los extractos de hoja de
maqui fueron calculadas con una precisién menor al 8% (RSD) en todos los
niveles de extraccién evaluados. Las condiciones optimas de ELP (200 °C,
23 % Etanol y 3 ciclos) que priorizaron TPC y AC por igual recuperd ~3 veces
més TPC (205.14 mg GAE/g hojas) que los extractos de hoja de maqui
obtenidos por maceracién. Se encontré por optimizacién de respuesta
multiple que las hojas de maqui combinado con la HPLE permiten recuperar

altas concentraciones de quercetina y catequina.
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2.2. Bases tedricas sobre el trabajo de investigacion

1.2.1. Hojas de olivo

En la actualidad el cultivo del arbol del olivo se ha intensificado en el mundo
cuya area superficial alcanza ~7 millones de ha (FAO, 2019). Europa, Asia 'y
América presentan los mayores porcentajes de siembra de este cultivo con 65
%, 19 % y 15 % respectivamente (FAO, 2019). En América latina, Per(
cultiva ~21000 ha de arbol de olivo donde las regiones de Tacha y Arequipa
representan el 73 % y 20 % del area cultivada de este arbol (MINAGRI,
2020).

La aceituna es el fruto caracteristico del arbol del olivo, el procesamiento para
la obtencion de aceite de este fruto puede generar grandes cantidades de
residuos agroindustriales tales como pulpa, piel y semilla, los cuales
representan entre 30 % y 40 % del peso seco del fruto fresco (Ouazzane et al.,
2017). Por otro lado, las hojas de olivo también son considerados residuos
agroindustriales, los cuales son derivados de la produccién de aceite de oliva
y de la poda del mismo arbol (Gullon et al., 2018; Ozcan & Matthaus, 2017),
Estos residuos no tienen aplicaciones industriales y generalmente se queman
o simplemente se dejan en el campo para fines de fertilizacion constituyendo

para ambos casos problemas de gestién ambiental (Zuntar et al., 2019).

Estas hojas de olivo presentan concentraciones importantes de polifenoles
entre 30.8 y 57.2 mg/g de hoja de olivo seca (Ben Salah & Abdelmelek,
2012), cuyas familias de polifenoles tales como oleuropeosidos, flavonoles,
flavonas, flavanoles y fenoles sustituidos han demostrado diferentes
aplicaciones tecnoldgicas, bioactivas y nutraceuticas (Altiok et al., 2008;
Zuntar et al., 2019).

1.2.2. Polifenoles

Los polifenoles son metabolitos secundarios (Figura 1), que presentan un
anillo aromatico con uno 0 mas grupos hidroxilo en su estructura quimica (Yu
& Ahmedna, 2013). Estos compuestos presentan un peso molecular

relativamente alto (200 Da - 3500 kDa) y una compleja estructura quimica
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que puede variar de simples monémeros a complejos polimeros (Huaman-
Castilla et al., 2017; Obreque-Slier et al., 2011).

Actualmente, los polifenoles presentan una gran demanda para producir
ingredientes funcionales para las industrias alimenticia, nutracéutica y
farmacéutica (Grand View Research, 2019). Por ello, el precio de los
polifenoles purificados se ha incrementado considerablemente en los Gltimos
afios. Por ejemplo, el precio de la quercetina (> 95 %) es de 55,37 US$ por
10 gramos, el resveratrol (> 99 %) es de 141,15 US$ por 100 miligramos y la
epigalocatequina (> 95 %) es de 105,15 US$ por 50 miligramos (SIGMA
ALDRICH, 2023).

OH

H o

© O OH
OH

OH

Figura 1. Estructura quimica de los polifenoles

Las concentraciones de perfil de polifenoles presente en las hojas de olivo son
descritos en la Tabla 01, los cuales fueron obtenidos a través de un andlisis de
cromatografia liquida acoplada a un detector masa de triple cuadrupolo
(MS/MS) (Zhang et al., 2022).
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Tabla 1. Perfil polifendlico presente en hojas de olivo de diferentes regiones.

Espafia Italia China
Polifenoles

(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Hidroxitirosol 138,59 303,84 66,82
Esculina 1,83 13,65 15,63
Cumarina 5,04 16,08 8,19
Acido clorogénico 0,52 2,45 1,37
Acido 0,35 0,68 0,36
Luteolina 64,45 280,95 67,09
Rutina 380,13 558,69 71,14
Quercetina 64,79 155,25 82,85
Apigenina 249,01 331,09 269,13
Kaempferol 469,51 2189,56 621,88
Oleuropeina 1134,76 21178,45 524,89

Fuente: Los resultados son el promedio de 4 repeticiones (Zhang et al.,
2022).

1.2.3. Usosy perspectivas de los polifenoles como compuestos bioactivos

Las diferentes familias de polifenoles tales como oleuropeosidos, flavonoles
y flavanoles presentes en las hojas de olivo son compuestos reconocidos
como GRAS (generalmente reconocidos como seguros) (Shi et al., 2004), los

cuales presentan diferentes propiedades nutracedticas y tecnoldgicas.

Por ejemplo, la oleuropeina es el principal polifenol de las hojas de olivo, el
cual ha mostrado efectos anticarcinogenicos, antiinflamatorios vy

antioxidantes debido a que mejora la actividad mitocondrial a través de la
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regulacion de enzimas especificas tales como angiontensina tipo Il para
enfermedades coronarias, asi como glucosa y amilasa para enfermedades
diabéticas (Sunetal., 2017).

Los flavonoles como la quercetina, inhiben la liberacién de histamina, por lo
tanto, ellos muestran actividad antiinflamatoria y antialérgica (Shi et al.,
2004)(Micek et al., 2016). A su vez, los flavanoles (e.g., catequina) pueden
modular la astringencia debido a que interacttian con proteinas especificas de
la saliva (prolina) (Kennedy, 2008), y recientemente se ha demostrado que

son Utiles para recuperar proteinas de suero de soja (Xu et al., 2019).

Por ello, dado el amplio espectro de aplicaciones de los polifenoles presentes
en las hojas de olivo, el desarrollo y la optimizacion de tecnologias
sostenibles de extraccion y purificacién que permita obtener extractos ricos
en familias especificas de polifenoles es altamente deseable.

1.2.4. Extraccion de polifenoles por diferentes tecnologias

En general, los polifenoles se encuentran en las vacuolas celulares, las cuales
estan protegidas por paredes de celulosa, hemicelulosa, pectina y lignina
(Braidot et al., 2011). En ese sentido, el método de extraccién empleado para
su recuperacion debe romper estas paredes para liberar estos compuestos
(Gao et al., 2019).

A la fecha diferentes métodos de extraccion han sido desarrollados, los cuales
se pueden clasificar en métodos convencionales o extracciones atmosféricas
(1 atm) cuyas temperaturas no superan el umbral de los 80 °C y los métodos
alternativos que operan a diferentes temperaturas (60 — 250 °C) y presiones
relativas subcriticas y supercriticas entre 2 y 20 atm, respectivamente (Ameer
etal., 2017).

No obstante, la extraccién de estos compuestos fendlicos también es
influenciada por su naturaleza quimica, tamafio de particula, tiempo de
almacenamiento y sustancias interferentes tales como carbohidratos,
azUcares, proteinas entre otros (Naczk & Shahidi, 2004). Por ello, la correcta

eleccion del método de extraccion no solo debe considerar los rendimientos
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en la recuperacion de polifenoles, sino también la reutilizacién de los
solventes organicos, la inocuidad del extracto y el impacto ambiental con la
finalidad de desarrollar procesos sustentables (Huaman-Castilla, Martinez, et
al., 2019).

a. Extraccion convencional (sélido-liquido).

La extraccion convencional (sélido-liquido) utiliza solventes organicos para
obtener extractos ricos en polifendlicos de diferentes matrices vegetales
(Babbar et al., 2014; Do et al., 2014; Fontana et al., 2017). Si bien diferentes
solventes tales como acetona, metanol y hexano han dado buenos resultados
en la recuperacion de estos compuestos, son las caracteristica quimicas de los
polifenoles los que finalmente definen el solvente apropiado para su
recuperacion (Ameer et al., 2017; Galanakis et al., 2013). Por ejemplo, una
extraccion convencional a 20 °C con una solucion de acetona (65 %) es mas
eficiente para obtener flavanoles (Alberti et al., 2014). Mientras que una
solucion de metanol al 50 % bajo las mismas condiciones de operacion, es
mas eficiente para obtener flavonoles. Sin embargo, cuando la temperatura de
esta mezcla se incrementa a 50 °C, la extraccion es més selectiva para los
estilbenos (Kwak et al., 2017; Soural et al., 2015).

Por ello, la extractabilidad de los polifenoles depende de muchos factores,
tales como la polaridad del solvente, la temperatura, el tiempo de extraccion
y la estructura quimica de los polifenoles (Bosso et al., 2016; Rosell6-Soto et
al., 2019).

No obstante, la extraccion convencional, es una técnica tradicional que si bien
es de facil uso y escalamiento a nivel industrial, genera el uso de grandes
volimenes de solventes, los cuales por lo general no son aptos para alimentos
(acetona, metanol y hexano) y no son amigables con el medio ambiente
(Soquetta et al., 2018). Por ello, el desarrollo de tecnologias alternativas
(Green Technologies) que permitan la recuperacion de polifenoles a bajos
costos de produccion, aptos para consumo humano y amigables con el medio
ambiente siguen siendo una tarea pendiente para la industria de alimentos y

farmacéutica.
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b. Tecnologias alternativas (Green Technologies)

Ultrasonido: EI uso de la extraccion asistida por ultrasonido (EAU) con
mezclas de agua — cosolvente es una alternativa segura y de bajo costo
ampliamente utilizada para la extraccion de polifenoles a partir de residuos
de origen vegetal (F. Li et al., 2017; Zuin & Ramin, 2018). EI mecanismo de
extraccion implica la formacion de burbujas de cavitacion, las cuales colapsan
cerca de las paredes celulares del tejido vegetal, esto favorece una mejor
difusion del solvente en la matriz celular, mejorando la velocidad de
transferencia de masa e incrementando la solubilidad de los polifenoles
(Medina-Torres et al., 2017).

Si bien la EAU aumenta significativamente el rendimiento de extraccion en
comparacion con la extraccion convencional, el tipo de solvente, la intensidad
de la onda sonora, el tiempo de exposicion a la frecuencia del sonido, la
temperatura del proceso y la granulometria del producto son variables que
afectan este proceso en la recuperacion de polifenoles totales y polifenoles
especificos (de Souza et al., 2018; Zuin & Ramin, 2018). Por ejemplo, un
cambio de temperatura (20 — 60 °C) y etanol (70 — 90 %) combinado con 40
kHz y 30 min de tiempo de extraccion incrementa la recuperacion de
polifenoles totales en ~35 % de hojas de olivo (Arteaga-Crespo et al., 2020).
Por otro lado, Giacometti et al. (2018) encontraron que el uso de 80 % de
etanol a 60 °C combinado con una frecuencia de 20 kHz, tiempo de 10miny
10 ciclos de extraccion permite recuperar 30 % mas oleuropeina que la
extraccion convencional. Por lo tanto, variables como la polaridad solvente y
temperatura son parametros importantes para una selectiva recuperacién de

polifenoles especificos a través de la EAU.

No obstante, la EAU es una tecnologia limpia que usa cortos tiempos de
proceso y relativos pequefios volumenes de solvente, no es un método
selectivo, debido a que su proceso no solo permite recuperar polifenoles sino
también extrae compuestos no deseados tales como azucares, carbohidratos,
proteinas entre otros (de Souza et al., 2018; Medina-Torres et al., 2017). Por

lo tanto, es necesaria la integracion de tecnologias de purificacion que
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permitan obtener extractos polifenolicos inocuos libres de compuestos no

deseados.

Extraccion liquida presurizada (ELP): La extraccion liquida presurizada
es una tecnologia alternativa de grado alimentario y amigable con el medio
ambiente que permite reducir los tiempos de extraccion y los volimenes de
solventes, asi como mejorar el rendimiento de extraccion de los polifenoles
hasta en un 200 % en comparacion con la extraccion convencional y 80 %
comparado con la extraccion por ultrasonido (Ameer et al., 2017; Plaza &
Turner, 2015b).

La ELP es reconocida como una tecnologia limpia debido al uso de solventes
de grado alimentario y amigables con el medio ambiente tales como agua,
etanol y glicerol (Huaman-Castilla et al., 2020; Huaman-Castilla, Martinez-
Cifuentes, et al., 2019). Los parametros de operacion tales como temperatura
(70 — 250 °C), presion o condiciones subcriticas (1.01 MPa) y composicion
de solvente pueden afectar los rendimientos en la recuperacion de polifenoles
(Plaza et al., 2010; Plaza & Turner, 2015a).

Segln Vergara-Salinas et al. (2012) y Plaza & Turner (2015) mencionan que
entender el funcionamiento de este sistema de ELP (Figura 2) es

relativamente sencillo y puede ser analizado por etapas:

i) Primero, la muestra debe ser sometida a un proceso de reduccion de
tamafo para facilitar su acondicionamiento dentro de la celda de
extracciéon y permiten una rapida difusién del solvente dentro de su
matriz

i) Segundo, tierra diatomea o arena de cuarzo es usada como agente
dispersante, las cuales se mezclan con la muestra. Esto permite
mejorar los fendmenos de transferencia de masa.

iii) Tercero, el sistema inyecta un determinado volumen de solvente, el
cual satura la celda de extraccion a una determinada temperatura, la
cual ha sido previamente definida.

iv) Cuarto, el sistema inyecta nitrégeno (pureza > 99.9 %) dentro de la

celda de extraccion que permite que la presion alcance valores de
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hasta 10 atm. Esto permite que el solvente se mantenga en estado
liquido e incrementa su energia cinética, dando lugar a la ruptura de

la matriz celular y solubilidad de los polifenoles.

Las altas presiones (~10 MPa) mantienen el solvente en estado liquido,
reduciendo significativamente su polaridad, favoreciendo su difusion en la
matriz vegetal mejorando la extractabilidad de los polifenoles (Plaza &
Turner, 2015b). No obstante la ELP es influenciada por las caracteristicas del
solvente, la temperatura de extraccion y la estructura quimica de polifenoles
(Huamén-Castilla et al., 2020; Huaman-Castilla, Martinez, et al., 2019).

Impacto de las variables de proceso sobre la recuperacion de polifenoles
durante la ELP

Si bien la ELP tiene como objetivo principal obtener altos rendimientos en la
obtencion, es necesario definir cuidadosamente como las variables de proceso
pueden afectar este objetivo, las cuales estan definidas como (i) composicion
del solvente, (ii) presion y (iii) temperatura.

i) Solvente:

Los polifenoles son metabolitos secundarios que presentan anillos arométicos
(fraccion no polar) y uno o mas grupos hidroxilo (fraccién polar) en su
estructura quimica (Vijayalaxmi et al., 2015). Por ello, los solventes a utilizar
para la recuperacion de estos compuestos deben presentar también dos
fracciones polares con la finalidad de mejorar las interacciones
intermoleculares y la solubilidad de los polifenoles (Cheigh et al., 2015). Por
ejemplo, la molécula de etanol presenta una mayor habilidad para interactuar
con los polifenoles en comparacion con el agua, debido a la presencia de dos

fracciones polares en su estructura quimica (Figura 2).

Otro aspecto importante a considerar para eleccion del solvente es su
polaridad, la cual por lo general se define en términos de su constante
dieléctrica (€) y permite clasificarlos como solventes no polares, polaridad
intermedia y polares (Akerlof, 1932; Jouyban & Soltanpour, 2010) (Figura
5). Sin embargo, este pardmetro no considera las interacciones

intermoleculares entre el soluto y el solvente. Por ello, para una correcta
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interpretacion de la polaridad del solvente se debe incluir todas las posibles
interacciones intermoleculares entre las moléculas del soluto y las moléculas
del solvente (Katritzky et al., 2004; Reichardt, 1994).

Molécula (Fracec R OH
Etanol
{1 QX
He=C==C =0—H L. e
OH Politenol
H H e
.OH
|
o > N ]\ OH
N " “OH
OH Politenol

Figura 2. Interacciones intermoleculares entre solvente y polifenoles

Los parametros Kamlet-Taft permiten comprender la habilidad del solvente
para interactuar con los polifenoles mediante la formacion de enlaces tipo
puentes de hidrogeno, los cuales se expresan como polaridad/polarizabilidad
(n*) y acidez (o)) respectivamente (Jessop, 2011).

En ese sentido, el agua pura y el etanol son reconocidos como solventes
proticos (polares) debido a la presencia de grupos hidroxilo en su estructura
quimica (Jessop et al., 2012). Si bien en condiciones atmosféricas a 30 °C el
agua presenta una polaridad mayor (n*: 1,14) que el etanol (x*: 0,51), la
capacidad de ambos disolventes para formar puentes de hidrogeno (o) es
relativamente similar, siendo 0,98 para el etanol y 1,02 para el agua (Jessop
etal., 2012).

Sin embargo, cuando la temperatura se incrementa de 30 a 200 °C la habilidad
del agua y del etanol para formar puentes hidrogeno (o) disminuye en 60 y 80
%, respectivamente. Esto permite que ambos solventes se comporten como
solventes apréticos (no polares) favoreciendo las interacciones dipolo-dipolo

inducido y fuerzas de interaccion de London con la fraccion no polar de los
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polifenoles, consecuentemente la solubilidad de estos compuestos se
incrementa (Galanakis et al., 2013; Huaman-Castilla et al., 2020; Huaman-
Castilla, et al., 2019; Mariotti-Celis et al., 2018)

i) Presion:

Las altas presiones usadas para la ELP (~1.01 MPa) permiten mantener el
estado liquido de los diferentes solventes usados para la recuperacion de
polifenoles tales como agua, etanol, glicerol entro otros (Ameer et al., 2017,
Q. W. Zhang et al., 2018). Esto permite reducir los fenédmenos de oxidacion
e hidrolisis de los compuestos fenolicos, consecuentemente un mayor
incremento en la recuperacion de estos compuestos es favorecido (Vergara-
Salinas et al., 2013; Vergara-Salinas, Pérez-Jimenez, et al., 2012). Ademas,
cuando la presién es constante las interacciones intermoleculares entre los
grupos funcionales de los polifenoles y el solvente no son afectados(Plaza &
Turner, 2015a)(Carr et al., 2011).

i) Temperatura:

El proceso ELP presenta cambios de temperatura de 70 a 220°C bajo
condiciones subcriticas (10 atm), esto permite que los solventes permanezcan
en estado liquido y no afecten mediante reacciones de hidrolisis y oxidacion
la concentracion de compuestos bioactivos (Plaza & Turner, 2015a). Los
cambios de temperatura incrementan la energia cinética del solvente dentro
del sistema de ELP favoreciendo la ruptura de la matriz vegetal y solubilidad
de los polifenoles (Vergara-Salinas et al., 2013).

Sin embargo, diversos trabajos han demostrado que los cambios de
temperatura > 100°C pueden promover la hidrolisis de aquellos polifenoles
con grado de polimerizacién mayor a 10. Por ejemplo, Vergara-Salinas et al.
(2013) encontraron que los cambios de 100 a 150°C disminuyen el contenido
de antocianinas asi como también favorece la hidrolisis de los oligémeros de
polifenoles incrementando la concentracion de los mondmeros de polifenoles.
Si bien el uso de agua pura en la ELP ha sido ampliamente estudiada en la
recuperacion de polifenoles, el uso de temperaturas extremas (> 120 °C)
afectan significativamente la composicion quimica de los extractos debido a

la hidrolisis del polifenol y la formacion de compuestos tdxicos (compuestos
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de Maillard como hydroxymethylfurfural, HMF) (Mariotti-Celis et al., 2018;
Vergara-Salinas et al., 2013). Por ello, el uso de cosolventes como el etanol y
glicerol permite no solo reducir la polaridad del solvente mejorando
significativamente la recuperacion de polifenoles, sino también reducen la
recuperacion de azucares y la formacion de HMF (Gui et al., 2016; Marcus,
2018; Monrad et al., 2010; Otero-Pareja et al., 2015; Tangkhavanich et al.,
2014; Wijngaard & Brunton, 2009).

Si bien, el glicerol ha demostrado ser un mejor cosolvente que el etanol para
recuperar polifenoles en la ELP debido a su habilidad para formar enlaces
hidrogeno con los grupos hidroxilo de los polifenoles de orujo de uva
(Huamén-Castilla et al., 2020; Huaman-Castilla, Martinez, et al., 2019), su
uso sobre la selectividad de polifenoles especificos de la hoja de olivo ain no
ha sido reportado. Esto permitiria mejorar las estrategias de operacion para
un futuro escalamiento a nivel industrial, considerando el relevante rol de la
polaridad del solvente en este tipo de procesos.

No obstante, al igual que la extraccion convencional y ultrasonidos la ELP es
un proceso no selectivo que permite no solo la recuperacién de polifenoles,
sino también permite recuperar compuestos no deseados como azucares,
carbohidratos, proteinas entre otros, lo que complica el manejo de los
extractos en operaciones posteriores (ej., atomizacion) y la formulacion de
alimentos funcionales y nutraceuticos.

Por lo tanto, la optimizacion de este proceso para la recuperacion de
polifenoles de hojas de olivo y su posterior integracion de las técnicas de
separacion posteriores deben considerarse para obtener extractos purificados

libres de compuestos no deseados.

Impacto de la ELP sobre otras tecnologias en la recuperacion de

polifenoles

La combinacion de tiempo y temperatura en el proceso ELP permite mejorar
los rendimientos de extraccién de polifenoles en comparacion con procesos
tradicionales a condiciones atmosféricas y alternativos como el ultrasonido.
Por ejemplo, Mariotti-Celis et al. (2018) encontraron que el uso de etanol (15
%) a 90 °C bajo condiciones subcriticas (1.01 MPa) permite recuperar 35 %

mas contenido de polifenoles de orujo de uva en comparacion con el uso de
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acetona (60 %) a 30 °C por un periodo de 2 h bajo condiciones atmosféricas.
Comportamiento similar fue reportado por Ko et al. (2011) quienes
observaron en residuos de cebolla, que el uso de agua pura a 165°C recupero
8 veces mas contenido de polifenoles en comparacién con un proceso
convencional (metanol: 15 %, 60 °C, 2 h). Interesantemente, bajo condiciones
subcriticas el uso de 50 % de etanol fue 2 veces mas eficiente que el uso de
agua pura en la recuperacion de polifenoles presentes en los residuos de té
(Rajapaksha & Shimizu, 2022).

Si bien algunos trabajos reportan ventajas de la ELP sobre la extraccion
asistida por ultrasonido o viceversa, ambas tecnologias hacen uso de
solventes amigables con el medio ambiente y han mostrado buenos
rendimientos en la recuperacion de polifenoles (Ameer et al., 2017; Carr et
al., 2011).

Sin embargo, la correcta eleccion de un determinado sistema de extraccion
debe ser analizada desde un punto de vista de costos de produccidn. Por ello,
Santos, Veggi and Meireles (2010, 2012) demostraron que el uso de cortos
tiempos de proceso y bajos volumenes de solvente en la ELP permite reducir
en 9, 7y 6 veces los costos de proceso en comparacion con la extraccién

Soxhlet, ultrasonido y convencional (Tabla 2).
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Tabla 2. Anélisis de los costes de fabricacion (CM) para la obtencién de
extractos polifendlicos, mediante diferentes métodos de extraccion utilizando
mezclas agua-etanol (30 %).

o Capacidad Costos de
Técnica Condiciones del Extractor fenoles totales
de proceso
(m®) (US$/g)
0.05 3.80
Convencional 30°C —2h 0.10 2.50
0.30 1.58
0.05 9.23
Soxhlet 30°C - 8h 0.10 5.50
0.30 2.38
0.05 3.70
Ultrasonido 30°C —2h 0.10 2.46
0.30 1.86
0.05 0.32
ELP 120°C - 0.15h 0.10 0.29
0.30 0.26

Fuente: Santos et al. (2012)

La ELP puede obtener de manera eficiente extractos de polifenoles a partir de
diferentes matrices naturales. Sin embargo, durante la ELP optimizar el
rendimiento, pureza, formacion de compuestos toxicos y selectividad de
polifenoles especificos es aun un desafio. En ese sentido, los trabajos
desarrollados a la fecha consideran a la temperatura y composicion de

solvente como variables de disefio y operacién (Tabla 3).
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Tabla 3. Parametros 6ptimos considerados para la recuperacion de polifenoles durante

el proceso ELP.

Variables de proceso

Variables respuesta Referencias

Polifenoles Polifenoles
. Solvente (% totales especificos
Matriz T (°C)
vIv)
(mg GAE/gds) (ng/gds)
Cebolla Agua 110-190 n.s. Quercetina: 4 - 14 Ko et al. (2011)
Acido galico: 1 - 8 )
Thymus Vergara-Salinas et
] Agua 50 - 200 131 - 247
vulgaris ) al. (2012)
Quercetina: 0.5 - 3.3
41-58
Piel y semilla
Agua 80 - 120 n.d. Duba et al. (2015)
de uva
44 - 124
. Etanol (0 — Mariotti-Celis et al.
Orujo de uva 65 - 90 5.28 -11.51 n.d.
15%) (2018)
] Etanol (0 — ) . Mariotti-Celis et al.
Borra de café 65 to 90 8.21-13.87 Epicatequina: 429,8
15%) (2018)
Semillas de loto  Agua pura 100 — 180 85-90 n.d. Yan et al. (2020)
90 - 12 72.35 )
Rajapaksha &
Té verde Etanol (50%) n.d. o
Shimizu (2022)
5 146.42

n.d: no detectado
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Purificacion de extractos polifenolicos

Si bien, los extractos ricos en polifenoles presentan propiedades
especificas para la salud relacionadas con el estrés oxidativo (Cory et al.,
2018; Huaman-Castilla et al., 2017), durante ELP otros compuestos
presentes de forma natural en las matrices vegetales tales azlcares
reductores también pueden extraerse (de Souza et al., 2018; Mariotti-Celis,
Martinez-Cifuentes, Huaman-Castilla, Pedreschi, et al., 2018a; Medina-
Torres et al., 2017). En consecuencia, se deben aplicar otros procesos de
purificacién con la finalidad de eliminar y/o reducir la presencia de estos
compuestos no deseados. EI método de adsorcion/desorcion en columnas
empacadas con resinas macroporosas no ionicas es uno de los mas
utilizados en la separacién y purificacion de polifenoles a partir de
productos naturales, debido a su facil operacion, alta eficiencia, bajo costo,
amigable con el medio ambiente, facil escalamiento y regeneracion (Altiok
et al., 2008; Jampani et al., 2014; H. Li et al., 2017). Durante la etapa de
adsorcion, los polifenoles se retienen en la columna empacada de acuerdo
con su afinidad con las resinas macroporosas. Luego, después de una etapa
de lavado con agua; los polifenoles son desorbidos y/o recuperados
normalmente utilizando soluciones hidroalcohdlicas (Mariotti-Celis,

Martinez-Cifuentes, Huaman-Castilla, Pedreschi, et al., 2018a).

En investigaciones previas en orujo de uva, el uso de una solucion de
etanol mayor al 30 % en extraccion (ELP) reduce significativamente la
adsorcion de polifenoles totales en la subsiguiente etapa de purificacion,
afectando su recuperacion global; sin embargo, algunos polifenoles
especificos como los flavonoles aumentaron su rendimiento global
(Huaman-Castilla, Martinez, et al., 2019; Mariotti-Celis, Martinez-
Cifuentes, Huaman-Castilla, Pedreschi, et al., 2018a). Por lo tanto, el rol
de la polaridad del solvente deberia ser estudiado en el proceso simultaneo
de extraccion y purificacion, con la finalidad de establecer pardmetros
optimos en la recuperacion selectiva de polifenoles especificos de las hojas
de olivo, esto permitira no solo revalorizar este residuo agroindustrial, sino

también abrira un nuevo enfoque para su escalamiento a nivel industrial.
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Proceso de adsorcién dindmica

Las resinas no polares presentan la misma estructura quimica (poliestireno
divinilbenceno: PVB), que pueden preacondicionarse siguiendo el
procedimiento estandar proporcionado por el fabricante antes de la prueba

a escala de laboratorio.

La resina se empaqueta dentro de una columna de vidrio para las pruebas
de adsorcidon y desorcion. Luego, una solucion de extracto crudo rica en
polifenoles se pasa a través de una columna empacada a diferentes
velocidades de flujo (0.1 - 5 mL/min) y temperaturas (20 — 40 °C) para
recolectar diferentes fracciones de la corriente de salida a diferentes

intervalos de tiempo (min).

Las curvas de adsorcidn se obtienen representando la concentracion Ct/Co
frente al tiempo, donde Ct y Co son la concentracion de adsorbato de
entrada y salida, respectivamente. El punto de ruptura (tb) se determina
cuando la concentracién de adsorbato alcanza ~10 % de CO, el tiempo de
saturacion (te), se estima cuando la concentracion de adsorbato alcanza
~95 % de CO. Finalmente, la capacidad de adsorcion se calcula a partir de

la siguiente ecuacion (Arsuaga et al., 2014) (Figura 3).

W, (-2)
= 1——)dt
W s Co
Donde, q es la capacidad de adsorcion (mg/g), Q es el caudal (mL/min),
Co es la concentracion inicial de polifenoles, t. es el tiempo de saturacion

(min), C es la concentracion de polifenoles al tiempo de saturacion (te).
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Extracto crudo

v v
H H
+ +
Ce Cs

s ¥~ Punto
i saturacion

i Curva

Ct/Co ruptura

i Punto ruptura
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Figura 3. Adsorcion dinamica de polifenoles

Para determinar la capacidad de desorcion se desorben los polifenoles
adsorbidos en la resina utilizando etanol como eluyente (entre 60 — 80 %)
a un caudal entre 1 - 5 mL/min. Se recogen diferentes fracciones de la
corriente de salida a diferentes intervalos de tiempo (min). Finalmente, las
concentraciones de la corriente de salida se representan frente al tiempo

para observar el fenémeno de desorcion dindmica.
Rol de la polaridad del solvente

Los polifenoles son moléculas que presentan anillos aromaticos (fraccion
no polar) y uno o mas grupos hidroxilo (fraccion polar) en su estructura
quimica (Vijayalaxmi et al., 2015). Estas caracteristicas quimicas y las
caracteristicas del solvente explican la solubilidad de los polifenoles
durante el proceso de extraccion (Cheigh et al., 2015). Aungue la polaridad
generalmente es expresada en términos de su constante dieléctrica (€), este
parametro no considera las interacciones intermoleculares entre el soluto
y el solvente. Por lo tanto, una definicion correcta de la polaridad del
solvente debe incluir todas las posibles interacciones intermoleculares
entre las moléculas de soluto y las moléculas de solvente (Katritzky et al.,
2004; Reichardt, 1994).
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Los parametros solvatocrémicos de Kamlet-Taft permiten comprender la
afinidad del solvente por un compuesto especifico y su capacidad para
formar enlaces de hidrdgeno con este compuesto, que se expresan como
polaridad/polarizabilidad (& *) y acidez (a) respectivamente (Jessop,
2011). La Tabla 04, muestra que el agua pura, el etanol y glicerol son
reconocidos como solventes proticos debido a la presencia de grupos
hidroxilo en su estructura quimica (Jessop et al., 2012). Tal es asi que, bajo
condiciones atmosféricas a 30°C, el agua presenta una polaridad mas alta
(m*: 1.14) que el etanol (n*: 0.71) y glicerol (x*: 0.51). No obstante, la
capacidad del glicerol para formar enlaces hidrogeno (a: 1.21) es
relativamente mayor en comparacion con el agua (a: 1.07) y etanol (o
0.98) (Jessop et al., 2012). Por ello, algunos polifenoles son altamente
solubles en mezclas de agua - glicerol y agua — etanol debido a la capacidad
del etanol y glicerol para modular la polaridad del solvente y formar un
alto nimero de interacciones intermoleculares con los grupos funcionales
de polifenoles (Galanakis et al., 2013; Huaméan-Castilla et al., 2020). Por
lo tanto, la optimizacion del proceso integrado de extraccion y purificacion
de los polifenoles presentes en las hojas de olivo requiere estudios
especificos complementarios que consideren la estructura quimica del

polifenol y el relevante rol del solvente de extraccion.

Tabla 4. Polaridad de algunos solventes usados en extraccion

Solvente o B *
Agua 1,17 0,14 1,09
Etanol 0,83 0,75 0,51
Glicerol 1,21 0,51 0,62
Metanol , 0,93 _ 0,66 » 0,58

a: es el parametro de acidez, B: es el parametro de basicidad y n*: es
el pardmetro de polaridad/polarizabilidad

Fuente: Jessop et al. (2012)
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2.3. Definicion de términos

EAG:

DPPH:

ORAC:

ELP:

Azlcares:
nm:

°C:

g

kg:

L:

mL:

ML

Kcal:

mg:

ug:

min:

ppm:

Equivalente de acido gélico, el cual hace referencia al
polifenol mayoritario presente en los extractos

Reactivo 2,2-difenil-1-picrylhydrazyl, el cual es usado para
evaluar la capacidad antioxidante de los extractos

Capacidad de absorcion de radicales de oxigeno, método
para determinar la capacidad de los polifenoles para reducir
los radicales oxigenos.

Extraccion liquida presurizada, tecnologia alternativa limpia
gue permite recuperar compuestos bioactivos

Contenido de glucosa y fructosa presente en los extractos
Nandmetros
Grados Celsius
Gramos
Kilogramos
Litro

Mililitros
Microlitro
Kilocalorias
Miligramos
Microgramos
Volumen
Minutos

Partes por millon
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METODOLOGIA

El presente proyecto de investigacion realizo las etapas de extraccion y
purificacion, asi como los analisis que comprenden a polifenoles totales,
capacidad antioxidante y compuestos no deseados en el laboratorio de
extraccion de compuestos de alto valor (LECAV) de la escuela profesional de
Ingenieria Agroindustrial; Mientras que el analisis de perfil de polifenoles fue
realizado en el laboratorio de contaminantes organicos de la Universidad
Nacional de Moquegua — llo, asi como el andlisis de azucares reductores fue

realizado en los laboratorios de la Universidad Nacional de Juliaca.

3.1. Procedimientos

3.1.1. Materia prima

Se utilizaron 10 kg de hojas de olivo que fueron proveidos de las plantaciones
de la empresa OLIVERS de la provincia de Islay, en el mes de mayo, Region
de Arequipa, (Per(). Las hojas de olivo fueron obtenidas de la poda que se
realiza anualmente como parte de las labores culturales, una vez recolectadas
fueron protegidas en papel de seda blanco de 35 g. Luego, las muestras fueron
colocadas dentro de cajas de carton corrugado con la finalidad de protegerlas
de la luz y evitar dafios fisicos, para ser secadas a temperatura ambiente y

seguidamente molidas para su posterior extraccion y analisis.

3.1.2. Materiales
— 03 Matraces Erlenmeyer (50, 100 y 250 mL)
— 02 Micropipetas (50 y 100 pL)
— 02 Pipetas de vidrio (1 y 10 mL)
— 03 Probetas de vidrio (50, 100, 250 mL)
— 30 Tubos de ensayo
— 03 Vasos de precipitados de vidrio (50, 100, 250 mL)
—  Fiola (10, 250 y 500 ml)
— Piceta (250 y 500ml)
— Papel absorbente
—  Pack of six 10-mL cells for ASE 150/350
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Resina macroporosa HP-20
botellas ambar 200 ml

Baldn de 20 kg de nitrégeno (Pureza > 99,5%)

. Equipos

Balanza analitica (RADWAG AS220C2)

Espectrofotometro UV-visible doble haz 4419 (Modelo HID0O05)
Congeladora vertical (Marca Bosch)

Agitador magnético con temperatura (Modelo IKA C-MAG HS-7)
Extractor de solvente acelerado Dionex ASE 150 de Thermo
Scientific

Columnas de vidrio de alta presion (150 mm x 40 mm)

Lector multimodal de microplacas

Molino de mano (Marca Bosch MS6CA4120)

Unidad UHPLC — DAD (Agilent 1290 Infinity 11, USA)

Insumos y Reactivos

Trolox (>97 % de pureza)

DPPH (0.1 mM)

Reactivo Fenol Folinciocalteu (2 N)
Etanol grado HPLC (>99 % de pureza)
Glicerol Q.P (>98 % de pureza)
Hidroxido de sodio(0,1N)
Fenolftaleina

Agua destilada.

Tierra de Diatomeas

Carbonato de sodio (10%, p/p)
Acido galico (0.8 g/L)

Acetonitrilo

Acido férmico

Metanol grado HPLC

Catequina (>98 %)
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—  Epicatequina (=98 %)

— Kaempferol (=98 %)

— Rutina (>98 %)

—  Quercitrina (>98 %)

—  Procianidina A2 (>97 %)
— Procianidina B2 (>97 %)
— Resveratrol (>98 %)

—  Acido cafeico (>99 %)

—  Acido vanilico (>99 %)

3.1.5. Métodos

El presente proyecto se dividid en 2 etapas tales como extraccion por liquidos
presurizados y purificacion con resinas, ambas etapas fueron analizadas de
forma individual y de manera integrada (combinando extraccién —

purificacion).
a.  Extraccion liquida presurizada (ELP):

Siguiendo un disefio experimental factorial completo, la ELP extrajo los
polifenoles presentes en las hojas de olivo mediante la adicion de
diferentes mezclas de solventes tales como agua-glicerol (0-30 %, p/p) y
agua-etanol (0-30 %, p/p) a diferentes temperaturas de extraccion (50 'y 70
°C) (Figura 4). El rango experimental de estudio para los niveles de
solvente y los pardmetros de proceso, se definieron en base a
investigaciones previas de procesos de extraccion (Huaman-Castilla et al.,
2020; Huaman-Castilla, Martinez, et al., 2019).

Entonces, ~10 g de hojas de olivo (base seca) se colocaron en una celda de
extraccion de 100 mL de un sistema de liquidos presurizados (ASE150:
Dionex, Thermofisher). Los parametros de extraccion fueron los
siguientes: presion 10 MPa, un ciclo de extraccion, 150 % de volumen de
lavado, 250 s de tiempo de purga de nitrégeno y 5 minutos de tiempo de
extraccion estatico. Estas condiciones permitieron obtener una relacion

muestra solida: volumen de extracto de 1:10 (Figura 5).
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Después de la extraccion, los extractos crudos fueron envasados en viales

ambar y almacenados a -20 °C hasta su posterior analisis.

Extractos
crudos

— Etanol (30%) ------------ > A
—7O°C4|: Etanol (15%) ------------ > B
Y »C

50°C

— Etanol (30%) ------------ »D

— Etanol (15%) ------------ » E

Hojas de — AU »F
olivo )

— Glicerol (30%) ===~ > G

—70°C — Glicerol (15%) ----------- > H

— Agua -------emmeemeemeesee- » |

— Gilicerol (30%) ------------ > J

— 50°C — Glicerol (15%) ------------ » K

L AQUA - » L

Figura 4. Disefio experimental para la obtencion de polifenoles

;
Solvente Bomba
perstaltica

* - A

e (_ﬁ
Muestra S = Parametros:

T:50-70°C
Celda

Glicerol: (0. 15. 30 %)
Etanol: (0. 15. 30 %)

Vakula

Extracto
crudo

Figura 5. Sistema del proceso de extraccion liquida presurizada
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b. Purificacion de extractos crudos a través del uso de resinas no idnicas

macroporosas

Todos los extractos crudos obtenidos fueron purificados a 30 °C en un sistema
especialmente armado para este fin (Figura 6), con la finalidad de obtener extractos

purificados libres de compuestos no deseados (azUcares).

Leyenda
Estandares polifendlicos.

2. Agua destilada |

3. Etanol

4,
/
[}

-

Regeneracion ==
resina macroporos
no ionica

| | | | B
bomba 4-8ml
peristaltica 816 mL
_ 342- 350 mL
I I ] ] > tubo de
ensayo soporte
4 3 2 1 universal

Figura 6. Sistema de purificacidn con resinas

El proceso de purificacion consistio de 4 etapas (adsorcién, lavado, desorcion y
regeneracion) (Figura 7). Los pardmetros de este proceso, se definieron en base a
investigaciones previas en procesos integrados de extraccion/purificacion
(Huaman-Castilla, Martinez, et al., 2019; Mariotti-Celis, Martinez-Cifuentes,
Huaman-Castilla, Pedreschi, et al., 2018a). En resumen, ~30 mL de extracto crudo
con un caudal constante de 3 mL/min fueron pasados a través de una columna de
vidrio (@: 25 mm; h: 100 mm) empaquetada con ~18 g de resina macroporosa no
ionica HP-20 (Diaion, Tokio, Japén). Luego, 100 mL de agua destilada fueron
pasados para la etapa de lavado. Después, la etapa de desorcion mediante el uso de
etanol al 80 % permiti6 recuperar los polifenoles retenidos en la resina (Figura 8).
Finalmente, la columna fue regenerada utilizando 100 mL de agua destilada, 100
mL de NaOH (IN) y 100 ml de HCI (2N). los extractos purificados fueron

almacenados en viales ambar a -20 ° C para su posterior analisis.
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Figura 7. Etapas del proceso de purificacion
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_ Purificacion |
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crudos : i purificados
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Figura 8. Esquema del proceso de purificacion de los diferentes extractos crudos
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c. Determinacion de polifenoles totales

El contenido polifenoles totales (CPT) de los extractos crudos y purificados de
hojas de olivo fue determinado mediante el ensayo de Folin-Ciocalteu (Singleton et
al., 1965). Un volumen de 3.75 mL de agua destilada, 0.5 mL de extracto de crudo
y/o purificado y 0.25 mL de reactivo Folin-Ciocalteu (1N) fueron mezclados con
0.5 mL de una solucion de carbonato de sodio (10% p / v). La absorbancia fue
medida a 765 nm (Espectrometro UV 1240, Shimadzu, Kioto, Jap6n) después un
tiempo de reaccion de 1 h a temperatura ambiente (Figura 9).

| Carbonato de
Agua pura Muestra ____ Folin ! sodio al 10%
1N I.' =

3.75mL /. osmL 0.25 mL 0.5mL

Solucién Solucién Solucién

Analisisde & ]
datos

Figura 9. Esquema del proceso de determinacion de polifenoles

Lectura: 760nm

En paralelo una curva estandar bajo las condiciones fue realizada con la finalidad
de expresar los resultados como mg de EAG (equivalente de acido géalico) por

gramo de hoja de olivo (Figura 10).
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y = 7.0848x + 0.022
R* = 0.9878

Absorbancia Y~
(nm)

.02 004 0.06 0.08

Concentracion (mg/mL)

Figura 10. Curva de calibracion de acido galico
d. Determinacion de capacidad antioxidante por DPPH

La capacidad antioxidante de los extractos se determind utilizando el método de
inhibicidon del radical DPPH (2,2-difenil-1-picrylhydrazyl) (Brand-Williams et al.,
1995). En resumen, se mezclaron 0.1 mL de extracto con 3,9 ml de solucion DPPH
(0,2 mM), luego la solucion se incubo a temperatura ambiente en oscuridad durante
30 min. La reduccién de DPPH se determin6 a 517 nm (espectrometro UV 1240,
Shimadzu, Kioto, Japon). La ICso (mg/mL), definida como la concentracion de

extracto efectivo necesario para inhibir el 50 % de la actividad del radical DPPH.

El porcentaje de inhibicidn (capacidad secuestrada de radicales libres) para cada

concentracion de muestra, se determina empleando la siguiente formula:

Y%Inhibicion = (1 AC) 100
oInnibicion = m X
Donde:
Ac= Absorbancia de las muestras (promedio del triplicado) a 517 nm

Ab= Absorbancia del control negativo a 517 nm

Con el porcentaje de inhibicidén obtenida para cada concentracién de muestra se

realiz6 una regresion lineal, donde la variable independiente es la concentracion de
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muestra y la dependiente el % de inhibicion de DPPH, obteniendo la siguiente

ecuacion:

% inhibicion = mC + n

66 9

Donde ¢l % de inhibicion a la concentracion “C” de muestra, y “m” y “n” son los
coeficientes determinados en la regresion lineal. Con la ecuacién anterior, se
determino el factor ICso cantidad de antioxidante necesarias para reduccion en un
50 % la actividad radical DPPH:

50—n
m

ICSO:

La actividad antirradical se define como la cantidad de antioxidante necesario para

reduccion la concentracion inicial del radical DPPH en un 50 %.
e. Determinacion de capacidad antioxidante por ORAC

Los anélisis ORAC de los extractos obtenidos se realizo en un fluorometro de
microplacas de acuerdo a la metodologia propuesta por Chirinos et al. (2008).
AAPH fue utilizado como generador de radicales peroxilo, trolox como estandar y
fluoresceina como emisor de fluorescencia. Previamente soluciones de fluoresceina
48 nM y una solucion de AAPH 153nM fueron diluidos en una solucion buffer de
PBS (pH 7,4). En resumen, 25 pL de muestra (blanco), estandar de Trolox o
muestra diluida fueron mezcladas, las cuales fueron incubadas durante 10 minutos
a 37 °C antes de la inyeccion automatica en el lector de microplacas. La
fluorescencia se midio a 485 nm (A: excitacion) y a 520 nm (A: emision) cada minuto
durante 50 min. Los valores ORAC finales fueron calculados utilizando el area bajo

la curva y fueron expresados como pmol de ET por gramo de hoja de olivo.
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f. Determinacion de Azlcares Reductores

La cuantificacion de sacarosa y fructuosa se hizo segun la metodologia de Wilson
et al., (1981). Se tom6 2 ml de extractos y 3 mL de agua ultra pura fueron
mezclados. Luego, 3 mL de la mezcla fue filtrada mediante un filtro de 0,22 pm
(nylon). Luego, se tomaron 300 pL de la muestra diluida filtrada y se mezclé con
700 pL de acetonitrilo para hacer el analisis en el equipo HPLC equipado con un
detector IR. 20uL fueron inyectados a 1 mL/min. La separacion cromatografica se
realiz6 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%) (Merck, USA) para después ser analizada por el detector IR.

g. Cuantificacion de polifenoles especificos

La cuantificacion de polifenoles se realizé utilizando la metodologia propuesta por
Maldonado et al. (2022) con algunas modificaciones. Muestras de 100 uL de la
elucion previamente obtenida fue diluida con Metanol grado HPLC (1/10) y se
filtraron a través de un filtro (jeringa) de 0.22 um. Luego, 2 uL de las muestras
fueron inyectadas en un UHPLC (Agilent 1290 Infinity 11, USA) conectado a un
detector de arreglo de diodos (DAD). Las muestras se inyectaron en una columna
InfinityLab (Agilent, USA) Poroshell EC-C18 (2.1 mm x 150 mm x 1.9 um) para
la separacién a 30 °C. La fase movil estuvo conformada por 0.1% acido férmico en
agua miliQ (A) y 0.1% é&cido férmico en acetonitrilo (B), utilizando la siguiente
gradiente: O min 95 % A-5%B,15min60 % A-40% By 18 min95 % A-5
% B a un flujo de 0.3 mL/min (Figura 11).

Diferentes estandares de polifenoles fueron previamente diluidos para construir las
curvas de calibracidn. Las curvas se obtuvieron trazando las &reas de los picos frente
a diez concentraciones diferentes de soluciones estandar entre 0,3 y 20 pg/mL. (A:
270 nm Rutina, Quercitrina; A: 280 nm, Catequina, Procianidina B2, Epicatequina,
acido vanilico, Procianidina A2; A: 324 nm, Acido Cafeico, Resveratrol y A: 373
nm, Kaempferol). Los andlisis se realizaron por triplicado y los resultados se

expresaron en pg del polifenol especifico por gramo en base seca.
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Figura 11. Esquema del proceso UHPL para el anlisis de polifenoles
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3.1.6. Metodologia de andlisis estadistico para el proceso integrado de

extraccion - purificacion

Un total de 48 pruebas fueron conducidas mediante un disefio multifactorial
completo con la finalidad de evaluar el efecto de los factores en estudio tales como
temperatura, concentracion de solvente en extraccion y concentracion de eluyente
en purificacion sobre las variables respuesta (polifenoles totales, capacidad

antioxidante y azucares reductores) (p valor < 0,05) (Tabla 5y 6).

Tabla 5. Arreglo factorial 2x3x2 considerando el uso de etanol en la ELP

Factores estudio Variables respuesta

Solvente Solvep:te de Temperatura °C Polifenoles quat_:idad AzUcares

extraccion (%0) totales antioxidante | reductores
Etanol 0 50
Etanol 15 50
Etanol 30 50
Etanol 0 70
Etanol 15 70
Etanol 30 70
Glicerol 0 50
Glicerol 15 50
Glicerol 30 50
Glicerol 0 70
Glicerol 15 70
Glicerol 30 70

Tabla 6. Arreglo factorial 2x3x2 considerando el uso de glicerol en la ELP-PR

Factores estudio Variables respuesta
Solvente de | o oratura | EWENE €N | pojitenoles | Capacidad | Azdcares
Solvente | extraccion °oC purificacion totales | antioxidante| reductores
(%) (%)
Etanol 0 50 50
Etanol 15 50 50
Etanol 30 50 50
Etanol 0 70 70
Etanol 15 70 70
Etanol 30 70 70
Glicerol 0 50 50
Glicerol 15 50 50
Glicerol 30 50 50
Glicerol 0 70 70
Glicerol 15 70 70
Glicerol 30 70 70
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Los modelos estadisticos usados se muestran a continuacion:
Modelo factorial para la ELP

y=u+a;+p;+ 6+ (ap)y+ (ad)y + (B) i + (@Bd)iji + €iji

Donde: y representa a la variable de respuesta, p es la media global de todos los
tratamientos, a es el tipo de solvente, 8 representa la concentracién del solvente, §
es la temperatura de extraccion, asi como las interacciones de dichos factores y ¢

representa el error experimental.
Modelo factorial para la ELP-RP

y=uta;+pj+ 6+ (ap)+ (@) + (B6)jk + (aBfd)iji + &ijk

Donde: y representa a la variable de respuesta, ( es la media global de todos los
tratamientos, a es el tipo de solvente, 8 representa la concentracién del solvente, §
es la temperatura de extraccion, asi como las interacciones de dichos factores y ¢

representa el error experimental.
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V. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Efecto del uso de solventes sobre la recuperacion de compuestos
antioxidantes durante el proceso de extraccion liquida presurizada
(ELP)

1.2.1. Determinacion de Polifenoles Totales

Si bien diversos estudios promueven el uso de agua pura para la obtencion
de polifenoles mediante la extraccion liquida presurizada, es necesario
mejorar los rendimientos en extraccion mediante el uso de co-solventes de
grado alimentario. En ese sentido, el uso de etanol y glicerol fueron mas
efectivos para recuperar importantes concentraciones de compuestos
fendlicos entre 7.52 y 15,29 mg EAG/gss comparado con el uso de agua
cuyas concentraciones varian entre 6.19 y 7.34 mg EAG/gss (p valor > 0,05)
(Tabla 7). Comportamiento similar fue reportado por Xynos et al. (2014)
quienes observaron que el uso de 100% de etanol a 40 °C en la ELP permite
recuperar un 48 % maés contenido de polifenoles en comparacién con el uso
de agua bajo las mismas condiciones. Si bien la molécula de agua solo
favorece interacciones polares con los grupos hidroxilos de los polifenoles,
la molécula de etanol presenta una fraccion polar y no polar dentro de su
estructura quimica que le permite realizar interacciones intermoleculares
con los grupos hidroxilos y aromaticos presentes en los polifenoles
(Galanakis et al., 2013; Huaman-Castilla et al., 2019).

Interesantemente, bajo condiciones de ELP, el etanol mostro un mejor
comportamiento para la recuperacion de polifenoles a altas temperaturas (70
°C) comparado con el glicerol (p valor < 0,05). Por ejemplo, cuando la
concentracion de etanol se incrementa de 15 a 30 % la recuperacion de
polifenoles mejora en 40 % comparado con el uso de glicerol bajo las
mismas condiciones (Tabla 7). Al respecto, algunos trabajos han reportado
que el glicerol presenta una estructura quimica con tres grupos funcionales
hidroxilo capaces de formar puentes hidrogeno con los grupos hidroxilo de
los polifenoles, cuyos rendimientos superan ampliamente al uso de agua

pura en la ELP (Huaméan-Castilla et al., 2020; Huaman-Castilla, Martinez,
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etal., 2019). No obstante, de acuerdo con nuestros resultados la bipolaridad
de la estructura quimica del etanol permite una mayor eficiencia para la
recuperacion de estos compuestos bioactivos. Bajo estas consideraciones, la
mejor condicion para recuperar polifenoles totales fue establecida a 70°C
con 30% de etanol (15,29 mg EAG/gsS).

Tabla 7. Contenido de polifenoles de los extractos obtenidos

50 °C 70 °C
Descripcion CPT (mg EAG/gss) CPT (mg EAG/gss)
Promedio SD Promedio SD

6,31A2 +0,05 7,348 +0,20
EZ&Z‘)"' 15 7,528 +0,14 10,6100 +0,29
30 11,5452 +0,55 15,2980 +0,09
_ 0 6,192 +0,58 6,60~2 +0,01
G'('(% ol 5 8,94C +0,01 8,46C2 +0,19
30 9,610 +0,03 10,2700 +0,15

Contenido de polifenoles totales (CPT) se expresé como mg de acido galico
equivalente por gramo de peso seco. Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05). Las letras mindsculas indican
diferencias entre columnas mientras que las letras mayusculas indican
diferencias entre filas.

Determinacion de Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante de los extractos obtenidos fue relacionada con
su habilidad para inhibir el radical DPPH, un compuesto altamente
inestable con capacidad de aceptar &tomos de hidrogeno por parte de
compuestos antioxidantes como los polifenoles. De acuerdo con nuestros
resultados, bajo condiciones subcriticas (ELP) los cambios de temperatura
de 50 a 70 °C reducen la cantidad de extracto necesario para inhibir el
radical DPPH en 29, 23 y 16 % mediante el uso de etanol (30 %), glicerol
(30 %) y agua pura (p valor < 0,05) (Tabla 8). Este efecto de la temperatura
fue reportado por Xynos et al. (2014) quienes observaron que los cambios
de 40 a 62 °C usando mezclas agua — etanol (50 %) reducen en 14 % el
volumen necesario de extracto para inhibir el radical DPPH. Los
incrementos de temperatura bajo condiciones subcriticas permiten acelerar
la energia cinética del solvente favoreciendo la ruptura de la matriz

vegetal, consecuentemente una mayor proporcion de polifenoles es
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liberado al solvente (Mariotti-Celis et al., 2013). Por ello, nuestra mejor
condicion fue establecida con 30 % de etanol a 70 °C (1C50: 5,49) (Tabla
8). Entonces, al tener una mayor cantidad de polifenoles menor sera la

cantidad de extracto necesario para inhibir al radical DPPH.

Tabla 8. Caracterizacion de capacidad antioxidante presente en los

extractos de hojas de olivo

50 °C 70 °C
e omc P om
Descripcion (mg/mL) (umol ET/gss) (mg/mL) (umol ET/gss)
Promedio Promedio Promedio Promedio
SD SD SD SD
0 23,1002 245,14A2 19,8200 576,888°
+0,55 +11,2 +0,18 +21,3
Etanol . 11,3682 635,39¢2 8,698 850,63E°
(%) +0,23 +19.3 +0,09 +28,4
30 7,63A2 805,152 5,49AP 1259,64FP
+0,21 +22.4 +0,11 +33,2
0 28,28E2 363,138 25,7780 451,31AP
+0,67 +12.8 +0,32 +17.9
Glicerol . 18,71¢2 571,08¢2 15,4800 682,72¢P
(%) +0,11 +37,6 +0,10 +11,8
30 11,8784 705,1702 9,07¢2 731,490
+0,09 +22.8 +0,08 +8,88

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

Los métodos DPPH y ORAC evaluan la capacidad antioxidante de los
polifenoles presentes en las hojas de olivo para inhibir un radical
especifico. EI método DPPH evalla la capacidad de los polifenoles para
neutralizar el compuesto DPPH, gue es un radical libre que difiere de otras
especies reactivas generadas biologicamente; mientras el método ORAC
mide la capacidad de los polifenoles para neutralizar los radicales peroxilo,
los cuales son similares a los radicales libres generados dentro de un
organismo (Marinova & Batchvarov, 2011; Roy et al., 2010; Thaipong et
al., 2006). Por ello, estos trabajos de investigacion mencionan que es
importante que ambas mediciones sean realizadas (DPPH y ORAC) con la

finalidad de contrastar resultados. Los extractos obtenidos con 30 % de
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etanol, 30 % de glicerol y agua pura a 70 °C bajo las mismas condiciones
presentaron los valores de ORAC mas altos, con 1259, 731y 576 uMTE/q,
respectivamente (Tabla 8). Contrario al comportamiento de los resultados
de DPPH, los valores ORAC tienen una relacion directa con el contenido
de polifenoles, cuanto mayor sea la capacidad antioxidante ORAC mayor
es la concentracion de polifenoles presentes en el extracto (Davalos et al.,
2004; Roy et al., 2010).

Determinacién de azUcares reductores

Independiente de la temperatura, el uso de glicerol permiti6 recuperar entre
2,98 y 13,25 mg/gss de azucares reductores; mientras que el uso de etanol
recupero entre 6,18 y 13.71 mg/gss (p valor < 0,05) (Tabla 9). Por ejemplo,
cuando el contenido de etanol incrementa de 0 a 30 % a 70 °C reduce la
presencia de fructosa y glucosa en 34 y 40 % respectivamente; mientras
que los incrementos de glicerol (0 — 30 %) reduce el contenido en 77 y 70
% para fructosa y glucosa respectivamente (p valor < 0,05) (Tabla 9).
Comportamiento similar fue reportado por Huaman-Castilla et al. (2019)
quienes observaron que la adicion de etanol de 15 % a 50 % reduce en 60
% la extraccion de azUcares reductores (glucosa y fructosa). Al respecto,
durante el proceso de extraccion la adicion de solventes de polaridad
intermedia como el etanol reduce la habilidad de los azUcares reductores
(compuestos polares) para establecer puentes hidrogeno con las moléculas
de agua (Alves et al., 2007), consecuentemente una menor concentracion

de estos compuestos es recuperado.

Por otro lado, las altas concentraciones de glicerol (30 %) a 70 °C fueron
67 y 50 % mas efectivas para reducir el contenido de fructosa y glucosa en
comparacion con el uso de etanol (30 %) bajo las mismas condiciones (p
valor < 0,05) (Tabla 9). Probablemente, la presencia de tres grupos
hidroxilo en la estructura del glicerol le permita una mayor habilidad para
formar puentes hidrogeno con las moléculas de agua reduciendo las

interacciones azlcares — agua.
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Tabla 9. Contenido de azUcares presentes en los extractos de hojas de

olivo
50 °C 70 °C

Descripcion Fructosa Glucosa Fructosa Glucosa
Promedio  Promedio Promedio Promedio

SD SD SD SD

0 11,28A2 9,38A2 13,71AP 11,89AP

+1,25 +0,39 +0,48 +1,18

Etanol . 9,16A% 8,53~ 12,698° 9,428°
(%) +0,15 +1,09 +0,18 +0,48
30 8,02842 6,1882 9,12¢P 7,11¢P

+0,17 +0,11 +0,09 +0,22

N 11,6942 10,02A2 13,25AP 11,91AP

+1,09 +0,28 +0,37 +1,09

Glicerol . 7,6782 5,392 6,678" 5,028
(%) +0,19 +0,09 +0,21 +0,38
30 5,83¢2 3,56P2 2,080P 3,510

+0,06 +0,05 +0,10 +0.11

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

Determinacion del Perfil de polifenoles

Con el fin de encontrar las mejores condiciones del proceso de extraccion
liquido presurizado (ELP) para la recuperacion de familias especificas de
polifenoles tales como flavanoles, flavonoles, estilbenos, secoiridoides,
fenoles simples y &cidos fenolicos presentes en las hojas de olivo,
considerando parametros de proceso como la temperatura de extraccion
(90, 120y 150 °C) y diferentes mezclas agua-etanol y agua-glicerol (0, 15
y 30 %).

a. Acidos fendlicos

El contenido de acidos fendlicos varia entre 21 y 104 ug/gss 'y de 19 a
92 ug/gdp con el uso de etanol y glicerol respectivamente (Tabla 10).
Los incrementos de temperatura favorecen la extraccion de estos
compuestos para todas las condiciones establecidas. Por ejemplo,
cuando la temperatura incrementa de 50 a 70 °C con 30 % de solvente
(etanol y glicerol) el contenido total de &cidos fenolicos mejora en 32
% (Tabla 10). Este efecto de la temperatura fue reportado por (Garcia-
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Marino et al., 2006) quienes reportaron que cambios de 100 a 150 °C
usando agua pura bajo condiciones subcriticas mejora en ~8 veces la
recuperacion de &cidos fendlicos. Entonces, los cambios de temperatura
favorecen la aceleracion de las moléculas del solvente favoreciendo una
mayor interaccion intermolecular con los grupos funcionales de los

polifenoles.

Por otro lado, el tipo de solvente es otro factor importante en la
recuperacion de estos compuestos. Por ejemplo, si fijamos la
temperatura a 70 °C, el uso de etanol al 30 % permite un 17 y 98 % mas
recuperacion de acidos fendlicos en comparacion con el uso glicerol (30
%) y agua pura bajo las mismas condiciones respectivamente (Tabla
10). Al respecto, Jessop et al. (2012) mencionan que el agua pura
presenta una mayor polaridad (z*: 0,98) comparado con el etanol (7*:
0,27). Entonces, considerando que cuanto mayor es la polaridad
intermolecular mayor es la habilidad que tiene el solvente para
establecer enlaces hidrogeno con otras moléculas (Jessop, 2011). Por
ello, la adicion de etanol disminuye la polaridad del solvente
favoreciendo las interacciones intermoleculares (dipolo-dipolo y

fuerzas de dispersion de London) (Galanakis et al., 2013).

De acuerdo con nuestros resultados, la recuperacion de &cidos fendélicos
especificos como galico, vanilico y cafeico aumento con la temperatura
y las concentraciones de etanol. Por ello, la mejor condicion de ELP fue
establecida con 30 % de etanol a 70 °C (Tabla 10). Estas condiciones
permitieron recuperar 53 y 46 % mas contenido de &cido gélico en
comparacién con &cido vanilico y cafeico bajo las mismas condiciones
(Tabla 10).

b. Flavanoles

Bajo condiciones subcriticas (10 MPa), el contenido de flavanoles varia
entre 198 y 329 ug/gss y de 174 a 269 pg/gdp con el uso de etanol y
glicerol respectivamente (Tabla 10). De acuerdo con nuestros

resultados, cuando la temperatura incrementa de 50 a 70 °C el contenido
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de flavanoles aumentd en 26 % y 16 % veces usando etanol y glicerol
respectivamente (Tabla 10). Estudios similares muestran el efecto
positivo de la temperatura cuando utilizaron agua pura a altas
temperaturas (de 100 a 200 °C) recuperando ~2 veces mas contenido de

flavanoles (Mauromoustakos et al., 2009; Vergara-Salinas et al., 2012).

Similar al comportamiento de &cidos fenolicos, el etanol fue el solvente
que mayor recuperacion de flavanoles para todas las condiciones de
proceso. Por ejemplo, si fijamos la temperatura a 70°C el uso de etanol
a 70 °C recupero 35 y 25 % mas contenido de flavanoles en
comparacion con el uso de glicerol (30 %) y agua pura respectivamente
(Tabla 8). Asimismo, la recuperacion de flavanoles especificos como
catequina y epicatequina aumentd con la temperatura y las
concentraciones de etanol (Tabla 10). Los extractos obtenidos al con 30
% de etanol a 70 °C presentaron una alta concentracion de catequina
(~14 %) en comparacion con epicatequina bajo las mismas condiciones
(Tabla 10).

c. Estilbenos

El uso de mezclas agua-etanol y agua-glicerol favorece la recuperacion
de resveratrol (estilbeno), cuyas concentraciones varian de 42 a 49
ug/gss y entre 36 y 54 pg/gss para etanol y glicerol, respectivamente
(Tabla 10). Las altas temperaturas (70 °C) y altas concentraciones de
etanol y glicerol permitieron las méas altas concentraciones de este
compuesto. Sin embargo, el uso de 30% de etanol fue 1.7 veces mas
efectivo para recuperar estilbenos comparado con el uso de glicerol bajo
las mismas condiciones (Tabla 10). Este comportamiento del etanol
concuerda con los hallazgos reportados por Karacabey & Mazza (2008)
quienes observaron que cambios de 30 a 80 % de etanol incrementan
2.7 veces la recuperacion de resveratrol bajo condiciones atmosféricas
(30 °C). Similar al comportamiento de acidos fenolicos y flavanoles, la
reduccion de la polaridad en los solventes favorece la recuperacion de

estos compuestos en particular.
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50 °C 70 °C
15 % 30 % 15 % 30 %
“Acidos Agua pura Agua pura
ACIggs guap Etanol Glicerol Etanol Glicerol guap Etanol Glicerol Etanol Glicerol
fendlicos
Galico 457 +1.1 499 +1.2 46.2 £3.5 78.5+3.3 70.4 +2.8 59.3+2.2 73.2+1.9 68.8 +2.3 104.2 £8.2 92.2 3.6
Cafeico 11.1+2.2 22.5+3.2 19.2+2.2 28.545.1 23.4+1.7 16.1 £1.7 31.3+2.7 28.3+1.6 43.3+3.9 33.4+1.9
Vanilico 15.1+4.3 21.4+3.3 23.3+4.3 46.4 £3.9 36.9 +4.5 21.1+4.3 28.7+2.1 25225 56.2 +2.4 47.6 +3.8
x: 71.90 94.80 88.70 153.40 130.70 96.40 133.20 122.30 203.70 173.20
Estilbenos
Resveratrol 33.5+3.3 429 +2.1 35.9+4.1 66.7 £3.9 55.1+4.7 38.4 6.3 54.9 £5.2 46.9 £3.3 94.4 £5.9 53.7 4.8
Flavanoles
Catequina 79.0 £6.6 110.0 +8.1 98.0 £7.6 1486 +99 1226 +11.6 120.3 £10.1 158.6 +8.3 131.8+9.8 176.9 £11.2 156.5 7.6
Epicatequina 69.7 £5.8 88.4 £6.7 76.7 £8.3 112.7 +8.4 91.845.9 95.3+7.1 129.2 £10.2 106.8 £9.1 152.8 £12.4 112.8 9.8
X: 148.70 198.40 174,70 261.30 214.40 215.60 287.80 238.60 229.70 269.30
Flavonoles
Quercitina 59.6 £3.9 78.2 6.8 118.8 +5.8 61.2£7.8 1479 £10.8 91.4 6.2 131.7 £9.8 1555 +11.8 118.2 £12.7 194.4 £10.8
Kaempferol 30.0 +4.6 729 +4.7 1215495 59.6 +6.7 158.3 +11.2 79.9 +7.8 125.2 £10.2 162.4 +9.8 102.9 +8.8 2025 +11.6
X: 89.60 151.10 240.30 200.80 305.20 171.30 256.90 217.90 281.10 396.90
Secoiridoides
Oleuropeina 4175 £24.6 522.6 +33.6 4578 £14.7 6205+12.4 595.8 +£18.3 563.6 +44.7  960.3 +34.4 810.2 £24.3 1312.5 +28.6 949.9 +44.6
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d. Flavonoles

Contrario al comportamiento de otras familias de polifenoles, si bien
los incrementos de temperatura mejoran la recuperacion de flavonoles,
el uso de concentraciones mayores del 15 % de etanol desfavorece la
recuperacion de flavonoles en 10 y 20 % para quercetina y kaempferol
respectivamente (Tabla 10). Contrariamente, los incrementos de
glicerol de 15 a 30 % combinados con altas temperaturas (70 °C)
favorecen en 25 % la recuperacion de quercetina y kaempferol (Tabla
10). Al respecto, Wijngaard & Brunton (2009) observaron una
tendencia similar en la recuperacién de flavonoles cuando altas
concentraciones de etanol (> 50 %) fueron usadas bajo condiciones
subcriticas. Este comportamiento podria explicarse por las
interacciones competitivas de las moléculas de etanol, agua y flavonol.
La presencia de grupos carbonilo tipo cetona en la estructura de los
flavonoles favorece su solubilidad en agua. Entonces, a medida que
aumenta la concentracion de etanol en el solvente, las interacciones
etanol-agua se ven més favorecidas que las interacciones flavonol-agua,
lo que disminuiria la solubilidad de los flavonoles, reduciendo su

recuperacion durante la extraccion.

Por otro lado, el glicerol es una molécula que presenta una mayor
habilidad para formar interacciones tipo puentes de hidrogeno debido a
la presencia de 3 grupos funcionales (OH) en su estructura quimica
(Jessop et al., 2012). Esto favorece la habilidad de interactuar del
glicerol con flavonoles, consecuentemente la recuperacion de

flavonoles se ve favorecida.
e. Secoiridoides

El contenido de oleuropeina es favorecido con los cambios de
temperatura combinados con al tas concentraciones de glicerol y etanol
(Tabla 10). Por ejemplo, a 70 °C cuando el contenido de glicerol
incrementa de 15 a 30 % la recuperacion de oleuropeina mejora en 26

y 17 % con etanol y glicerol respectivamente (Tabla 10). La oleuropeina
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es un glucésido secoiridoide fenolico que consiste en hidroxitirosol,
acido elendlico y una molécula de glucosa. Este compuesto es el
compuesto bioactivo mas dominante en las hojas de olivo (Topuz &
Bayram, 2022). Bajo condiciones atmosféricas a 70 °C usando
ultrasonido y mezclas agua-etanol se reportaron rendimientos que
varian de 300 a 700 ug/gss de oleuropeina (Cifa et al., 2018).
Probablemente, el uso de liquidos presurizados ademas de favorecer la
ruptura de la matriz vegetal mejora las interacciones intermoleculares
entre el solvente y polifenoles, consecuentemente una mayor

recuperacion sera reportada.

4.2. Impacto del uso de solventes sobre la recuperacion de compuestos

1.2.1.

antioxidantes durante el proceso integrado de extraccion liquida

presurizada (ELP) y purificacion con resinas (PR).

Determinacion de Polifenoles Totales

Con el fin de encontrar las mejores condiciones operativas 6ptimas en un
proceso de extraccion y purificacion, es necesario evaluar el contenido de
polifenoles presentes después de haber realizado el proceso integrado
(ELP-PR).

De acuerdo con nuestros resultados el proceso integrado (ELP-PR) tuvo
un efecto negativo sobre el contenido de polifenoles con contenidos que
varian de 4,39 a 11,79 mg/gss y entre 4,63 y 8,82 mg/gss cuando etanol y
glicerol fueron usados como solventes en extraccion, respectivamente
(Tabla 11).

Independiente de la temperatura el contenido de polifenoles disminuyo
significativamente. Por ejemplo, El uso de 15 y 30 % de etanol en
extraccion redujo en 18 %y 29 % el contenido de polifenoles presentes en
los extractos purificados (p valor < 0,05) (Tabla 11). Interesantemente, el
uso de glicerol al 15y 30 % disminuye en 13 y 14 % la presencia de
polifenoles en los extractos purificados (Tabla 11). Huaman-Castilla et al.

(2019) observaron un comportamiento cuando etanol fue usado en



1.2.2.

52

extraccién durante la PR, argumentando que probablemente los
compuestos de conforme se incrementa la concentracion de etanol en el
extracto se favorecen interacciones polifenol — solvente antes que las
interacciones polifenol — resina, consecuentemente, cuanto mayor sea el
contenido de etanol en los extractos crudos, menor seré el contenido de
polifenoles en los extractos purificados. Por otro lado, el uso de glicerol
mostro una menor perdida de polifenoles con respecto al uso de etanol
(Tabla 11). Probablemente, a diferencia la estructura quimica de la
superficie de la resina (grupos aromaticos) favorece mas las interacciones
con los polifenoles, mientras que las interacciones glicerol — solvente son
debilitadas, consecuentemente una mayor proporcion de polifenoles es

recuperada.

Tabla 11. Contenido de polifenoles de los extractos purificados

ELP (50 °C) - PR ELP (70 °C) - PR
Descripcion CPT (mg AGE/gss) CPT (mg AGE/gss)
Promedio SD Promedio SD

4,39A2 +0,13 6,32AP +0,14
EZ(%O' 15 5,6384 0,21 8,68¢P +0,48
30 8,720 +0,45 11,790P +0,09
. 4,63A2 +0,08 5,79AP +0,12
G'('f/g ol 15 7,59¢4 +0,09 7,3584 0,18
30 8,37P2 +0,11 8,82¢P +0,23

Contenido de polifenoles totales (CPT) se expresé como mg de &cido
gélico equivalente por gramo de peso seco. Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05). Las letras
mindsculas indican diferencias entre columnas mientras que las letras
mayusculas indican diferencias entre filas.

Capacidad antioxidante en los extractos purificados

Similar al comportamiento de polifenoles, la capacidad antioxidante
medida por DPPH y ORAC fueron afectados debido a pérdidas durante el
proceso de purificacion. Por ejemplo, cuando etanol fue usado como
solvente en extraccion la recuperacion de polifenoles después de la
purificacion con resinas incremento en 15 y 28 % los valores de DPPH
respectivamente (p valor < 0,05) (Tabla 12). Mientras, cuando

concentraciones de glicerol al 15 y 30 % fueron usados los promedios de
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DPPH incrementaron en 16 y 24 % respectivamente (p valor < 0,05)
(Tabla 12). El valor de DPPH relaciona la cantidad de solvente necesario
para inhibir el radical (DPPH) presente en la solucidn. Por ello, cuanto méas
alto es el valor DPPH menor es la capacidad antioxidante del extracto

purificado.

Tabla 12. Caracterizacion de capacidad antioxidante presente en los

extractos de hojas de olivo

ELP (50 °C) - PR ELP (70 °C) - PR
DPPH ORAC DPPH ORAC
o ICso (umol ICso (Mmol
D
escripeion (mg/mL) ET/gss) (mg/mL) ET/gss)
Promedio Promedio Promedio Promedio
SD SD SD SD
) 33,8652 180,06A2 22,9900 392 73Ab
+0,55 +11,2 +0,18 +21.3
14,5282 4124302 11,148°  565,37CP
0 1 1 1 1
Etanol (%) 15 +0,23 +193 +0,09 +28.4
30 8,107 527,17P2 7,34A0 913 07ED
+0,21 +22 4 +0,11 +33.2
0 31,6202 329,1882 29,24Eb 385 79AD
+0,67 +12.8 +0,32 +17.9
. 20,62C%  422,16°° 18,04PP 531,068
0, 1 1 1 1
Glicerol (%) 15 +0.11 +37.6 +0.10 +11.8
30 13,0582 597 65982 11,272 515,17P2
+0,09 +22.8 +0,08 +8,88

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

Contrario al comportamiento de DPPH, la capacidad antioxidante
expresada como ORAC en todos los extractos disminuyo después de haber
realizado la purificaciéon. Por ejemplo, el uso de etanol al 15y 30 %
desfavorece en 26 y 35 % los valores ORAC de los extractos purificados
respectivamente (p valor < 0,05) (Tabla 12). Mientras la presencia de 15
y 30 % de glicerol en los extractos redujo en 22 y 29 % la capacidad

antioxidante en los extractos purificados (p valor < 0,05) (Tabla 12).
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Determinacion del contenido de azUcares reductores

Todos los extractos purificados estaban libres de azucares reductores. El
uso de resinas no ionicas favorece las interacciones con compuestos no
polares (p. ej., polifenoles), mientras que los compuestos polares como los
azUcares no son adsorbidos facilitando su eliminacion (Mariotti-Celis et
al., 2018; Reichardt, 1994).

Determinacion del contenido de polifenoles especificos presentes

en los extractos purificados

Si bien todos los extractos purificados estaban libres de azlcares
reductores, es posible el uso de estos extractos en futuras aplicaciones
nutraceuticas. No obstante, para un escalamiento es necesario identificar

un proceso selectivo considerando cada familia en particular.

a. Acidos fenolicos

Un aumento en el contenido de etanol y glicerol en los extractos (15 —
30 %) disminuy0 la recuperacion de acidos fenolicos durante la RP
(Tabla 13). Por ejemplo, los extractos obtenidos a 70 °C con adiciones
de etanol del 15y 30 % presentaron pérdidas del 17 %y 28 % de acidos
fenolicos respectivamente: mientras con el uso glicerol el contenido de
acidos fenolicos se redujo en 20 y 29 % después de la RP (Figura 12).
La condicion global de ELP-PR fue establecida con 15 % de etanol a
70 °C combinada con etanol al 80 % en purificacion, esto permitio la
mayor recuperacion de acidos fendlicos, siendo el acido galico el

polifenol mas abundante (Tabla 13).

Probablemente los compuestos de interés se estabilizan mas por las
interacciones con el solvente que por las interacciones con la superficie
de la resina. Por lo tanto, cuanto mayor sea el contenido de etanol en
los extractos crudos, menor sera el contenido de polifenoles en los

extractos purificados (Figura 12).
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ELP-PR

ELP-PR

Acidos fendlicos

Agua pura

(50 °C-15 %) — (80 %)

(50 °C-30 %) — (80 %)

Agua pura

(70 °C-15 %) — (80 %)

(70 °C-30 %) — (80 %)

(ug/gss) Etanol Glicerol Etanol Glicerol Etanol Glicerol Etanol Glicerol
Galico 37.3+2.1 37.3%1.7 33.6 3.8 54.4 +1.9 51.6 £2.5 418435 61.3+1.6 57.1+15 75.5+45 67.0+2.5
Cafeico ND 16.7 £2.5 14.8 +3.5 20.6 +4.2 15.6 +1.5 6.8+1.4 275+2.6 20.6 £1.2 31.3+2.4 242 +2.1
Vanilico 8.1+1.7 16.2 +1.7 18.2 +2.7 33.5+3.0 235+1.6 11.5+2.2 221+1.3 20.2+1.9 40.1 £0.9 32.1+1.8
x: 85.40 80.20 56.60 108.50 89.70 60.10 110.90 97.90 146.90 123.30
Estilbenos

(ug/gss)

Resveratrol 21.3+4.4 36.3+2.4 27.7+1.9 43825 37.6+1.8 20.8 £2.1 439 +4.2 38.6£1.9 63.3+4.2 35.4+3.3
Flavanoles

(ug/gss)

Catequina 63.8 £5.1 92.9 £3.6 79.8 +4.6 102.3+2.8 86.4 £6.2 96.2 £5.8 133.1+£3.9 1105 +2.6 93.1 £3.7 113.6 +2.9
Epicatequina 57.7 +3.2 705 +1.8 62.4 +1.1 78.9 +2.0 64.4 +4.8 82.7+2.6 109.6 £3.3 89.4+2.6 84.2 +3.8 82.7+35
X: 121.50 162.40 142.20 180.20 150.80 178.90 242.70 199.90 177.30 195.30
Flavonoles

(ug/gss)

Quercitina 37.2+2.1 70.7 £3.6 106.9 £1.9 61.2 £7.8 111.3+1.4 57.3+2.8 116.8 £2.1 139.6 +1.2 106.9 +1.9 1753 +4.2
Kaempferol 17.3+1.3 58.8 +2.3 104.1 £1.2 54.7 £2.3 140.6 +2.4 50.9 +2.7 107.6 £3.2 1415427 91.8+4.8 178.6 +3.2
X: 54.50 129.50 211.00 115.90 251.90 107.20 213.40 251.10 198.70 253.90
Secoiridoides

(ug/gss)

Oleuropeina 3711465 426.9 +13.2 3716 5.8 416.8 +6.4 404.8 +7.7 503.3 £14.8 779.3 155 662.1 £15.4 867.1 £15.9 642.1 £20.8
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Figura 12. Impacto del proceso integrado ELP — PR sobre el

contenido de acidos fenélicos
b. Estilbenos

Durante la PR, la recuperacion de estilbenos expresado como
resveratrol disminuyé cuando la concentracion de etanol y glicerol
aumentd en los extractos crudos (Tabla 13). Por ejemplo, los extractos
obtenidos a 70 °C con concentraciones de etanol del 15 y 30 %
presentaron perdidas de estilbenos de 18 y 32 % respectivamente;
mientras que las concentraciones de glicerol de 15y 30 % presentes en
disminuyeron un 19 y 35 % el contenido de resveratrol despues del

proceso de purificacion (Figura 13). Al igual que los acidos fendlicos,
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los estilbenos probablemente se estabilizan mas por las interacciones
con el solvente que por las interacciones con la superficie de la resina,

lo que explicaria el comportamiento observado.

160 - Agua Etanol Etanol
pura 15% 30%

120 1

Estilbenos §7
(ng/gss) 7
40 - %
ELP PR ELP PR ELP PR
160 1 Agua Glicerol Glicerol
pura 15% 30%
120 A
Estilbenos
(g/gss)

s 00

ELP PR ELP PR ELP PR

Figura 13. Impacto del proceso integrado ELP — PR sobre el

contenido de estilbenos.
c. Flavanoles

Durante la PR, la adsorcion de flavanoles se vio favorecida con bajas
concentraciones de etanol y glicerol (Tabla 13). Por ejemplo, en esta
etapa, los extractos obtenidos a 70 °C con concentraciones de etanol de
15 y 30 %, presentaron recuperaciones de flavanoles del 84 y 77%
respectivamente; mientras que con glicerol al 15y 30 % la recuperacion

alcanzo el 80 y 70 % respectivamente (Figura 14). La mejor condicién
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global (ELP-PR) fue establecida con 15 % de etanol a 70 °C combinado
con 80 % de etanol en purificacion. Esto permitid una mayor
recuperacion de catequina comparado con epicatequina (Tabla 13). Al
respecto, Mariotti-Celis et al. (2018) observaron un comportamiento
similar durante la PR, donde el uso de bajas concentraciones de etanol
en extraccion (15 %) favorece una mayor recuperacion de polifenoles
durante la purificacién. La resina HP-20 es una resina adsorbente con
grupos aromaticos en la superficie. Probablemente la estabilidad entre
los anillos aromaticos de catequina y los anillos aromaticos en la
superficie de la resina, son mas estables que las interacciones entre la
mezcla de etanol/agua y el compuesto de interés después de un

determinado umbral de polaridad.
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Figura 14. Impacto del proceso integrado ELP — PR sobre el

contenido de estilbenos.
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d. Flavonoles

La recuperacion de flavonoles despues de la PR fue afectado por las
altas concentraciones de etanol y glicerol (Tabla 13). Por ejemplo,
después de PR, los extractos obtenidos a 70 °C con concentraciones de
etanol de 15 y 30 % presentaron recuperaciones de flavonoles de 83 y
72 % respectivamente; mientras el uso de glicerol permitié recuperar
un 71y 62 % (Figura 15). Entonces, los altos niveles de etanol y glicerol
en los extractos crudos reducen la relativa estabilidad de los flavonoles

en el solvente, favoreciendo su adsorcion en la superficie de la resina.

400 A
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350 - pura 15% 30%
300 T %_
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150 A
100 A
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Agua Glicerol Glicerol
350 1 pura 15% 30%
300 A ? 7
250 A =]
Flavonoles
(Hg/gss) 200 - Bl
150 A
100 A
50 A
ELP PR ELP PR ELP PR

Figura 15. Impacto del proceso integrado ELP — PR sobre el

contenido de flavonoles.
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e. Secoiridoides (oleuropeina)

La oleuropeina es el compuesto mas abundante en las hojas de olivo.
Cuando el contenido de glicerol y etanol incrementa en los extractos, la
purificacién se ve desfavorecida (Figura 16). Por ejemplo, después de
PR, los extractos obtenidos a 70 °C con concentraciones de etanol de
15 y 30 % presentaron recuperaciones de oleuropeina de 81 y 66 %
respectivamente; mientras el uso de glicerol permitié recuperar un 79 y
67 % (Figura 16). La mejor condicion global (ELP-PR) fue establecida

con 15 % de etanol a 70 °C combinado con 80 % de etanol en

purificacion.
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1200 1 7
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) 1050 1
Oleuropeina 900 - 7
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600 -
450 -
300 A
150 1
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Figura 16. Impacto del proceso integrado ELP — PR sobre el

contenido de flavonoles.
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CONCLUSIONES

Durante la ELP, el uso de etanol al 30% fue mas eficiente para la obtencion
de extractos con alta capacidad antioxidante (15,29 mg EAG/gss; IC50: 5,49
mg/mL; 1259,64 umol ET/gss) en comparacion con otros solventes (glicerol
y agua). Sin embargo, cuando el proceso combinado ELP-PR fue usado los
extractos que fueron purificados redujeron su capacidad antioxidante en ~30
%.

Bajo condiciones subcriticas de ELP, la adicion de altas concentraciones de
etanol (30%) permitieron obtener extractos con altas concentraciones de
polifenoles (15,29 mg EAG/gss) y perfil con diferentes familias de
polifenoles tales como acidos fenolicos (203,7 pg/gss), flavanoles (229,7
ug/gss), flavonoles (281,1 ng/gss), estilbenos (94,4 pg/gss) y secoiridoides
(1312,5 pg/gss). Interesantemente, cuando el proceso combinado ELP-PR fue
realizado, los extractos purificados redujeron su contenido de polifenoles en
30%; mientras que la concentracion de familias especificas fue reducidas
entre un 20 y 30%.

Bajo condiciones subcriticas, el incremento de etanol 0 a 30% permitid
reducir en 34 y 40 % el contenido de glucosa y fructosa respectivamente. Sin
embargo, la presencia de los azucares fue eliminado durante el proceso de
purificacién debido a que las resinas son componentes no polares y no pueden

interactuar con los azUcares.
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RECOMENDACIONES

Evaluar el uso de solventes alternativos ecologicos y de bajo costo como el
glicerol y los solventes eutécticos profundos (DES) (glicerol, etanol e
isopropanol combinados con cloruro de colina, &cido citrico, &cido lactico)
para mejorar la recuperacion de familias especificas de polifenoles en un

proceso integrado HPLE-RP.

Aplicar balances de masa para definir el destino de los polifenoles no
recuperados y, por lo tanto, agregar otras tecnologias verdes, como la
tecnologia de membranas, para minimizar las pérdidas de polifenoles en el
proceso HPLE-RP.

Evaluar las propiedades texturales y la dindAmica de adsorcidn/desorcion de
diferentes resinas macroporosas para mejorar la recuperacion de polifenoles

durante la purificacion.
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ANEXOS

Anexo 1: Determinacion de polifenoles totales.

TRATAMIENTO, % mgEAG/mL Corregido (FD) mgEAG/mL Concentracion mgEAG/gss
Solvente solvente, T, ABSORBANCIA A 765 NM
repeticion R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3

30%, 70°, 1 0.614 0.592 0.588 0.094 0.090 0.090 1.502 1.447 1.437 15.750 15.173 15.068

30%, 70°, 2 0.612 0.595 0.579 0.094 0.091 0.088 1.497 1.455 1415 15.697 15.252 14.832

159, 70°, 1 0.429 0.436 0.407 0.065 0.066 0.062 1.039 1.057 0.984 10.898 11.082 10.321

15%, 70°, 2 0.419 0.428 0.405 0.063 0.065 0.061 1.014 1.037 0.979 10.635 10.871 10.268

H20, 70°, 1 0313 0.293 0.297 0.047 0.044 0.044 0.749 0.699 0.709 7.855 7.331 7.436

ool H20, 70°, 2 0.306 0.278 0.271 0.046 0.041 0.040 0.732 0.662 0.644 7.672 6.937 6.754
ano 30%, 50°, 1 0.458 0.469 0.454 0.070 0.071 0.069 1112 1.140 1.102 11.658 11.947 11553
30%, 50°, 2 0.467 0.434 0.434 0.071 0.066 0.066 1135 1.052 1.052 11.894 11.029 11.029

15%, 50°, 1 0.305 0311 0311 0.046 0.047 0.047 0.729 0.744 0.744 7.645 7.803 7.803

1596, 50°, 2 0.304 0.301 0.333 0.045 0.045 0.050 0.727 0.719 0.799 7.619 7.540 8.380

H20, 50°, 1 0.259 0.268 0.264 0.038 0.040 0.039 0.614 0.637 0.627 6.439 6.675 6.570

H20, 50°, 2 0.285 0.231 0.219 0.042 0.034 0.032 0.679 0.544 0.514 7121 5.704 5.390

30%, 70°, 1 0.401 0.407 0413 0.061 0.062 0.062 0.970 0.984 0.999 10.171 10321 10.478

30%, 70°, 2 0.402 0.403 0.403 0.061 0.061 0.061 0.971 0.974 0.974 10.184 10214 10212

1506, 70°, 1 0.280 0.363 0.364 0.042 0.055 0.055 0.667 0.874 0.877 6.990 9.167 9.193

15%, 70°, 2 0.318 0.344 0.351 0.048 0.052 0.053 0.762 0.827 0.844 7.986 8.668 8.852

H20, 70°, 1 0.319 0.233 0.250 0.048 0.034 0.037 0.764 0.549 0.592 8.010 5.756 6.203

H20, 70°, 2 0.316 0.271 0.209 0.047 0.040 0.031 0.756 0.644 0.489 7.924 6.754 5.128

Glicerol 30%, 50°, 1 0.385 0.356 0.377 0.058 0.054 0.057 0.929 0.857 0.909 9.744 8.983 9.534
30%, 50°, 2 0.366 0.453 0.358 0.055 0.069 0.054 0.882 1.100 0.862 9.245 11527 9.036

1506, 50°, 1 0.333 0.401 0.333 0.050 0.061 0.050 0.799 0.969 0.799 8.380 10.164 8.380

159, 50°, 2 0.329 0.410 0.319 0.049 0.062 0.048 0.789 0.992 0.764 8.275 10.400 8.013

H20, 50°, 1 0.249 0.256 0.227 0.037 0.038 0.033 0.589 0.607 0.533 6.176 6.360 5.586

H20, 50°, 2 0.270 0.270 0.224 0.040 0.040 0.033 0.642 0.642 0.527 6.727 6.727 5.521




Anexo 2: Determinacion de capacidad antioxidante DPPH (Etanol)
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Descripcion ABSORBANCIA A 517 NM %inhibicion 1C50 (mg/ml)

Condiciones R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
0.098 0.058 0.058 71.077 82.882 82.882

30%, 70°C, 1 0.147 0.145 0.133 58.682 57.206 60.748 9.0838 5.2649 6.2508
0.241 0.1235 0.224 28.874 63.551 33.891
0.058 0.059 0.059 82.882 82.587 82.587

30%, 70°C, 2 0.145 0.142 0.126 57.206 58.091 62.814 7.6866 7.2917 5.9566
0.235 0.231 0.226 30.644 31.825 33.301
0.06 0.061 0.061 82.292 81.997 81.997

15%, 70°C, 1 0.133 0.1229 0.128 60.748 63.728 62.223 9.0385 8.4794 3.4866
0.27 0.268 0.196 20.315 20.905 42.154
0.061 0.062 0.061 81.997 81.702 81.997

15%, 70°C, 2 0.221 0.1232 0.14 34.776 63.640 58.682 12.3521 8.3595 9.4836
0.267 0.265 0.272 21.200 21.790 19.725
0.161 0.158 0.154 52.484 53.369 54.550

H20, 70°C, 1 0.291 0.286 0.287 14.117 15.593 15.298 22.7054 22.2463 21.7745
0.309 0.309 0.307 8.805 8.805 9.395
0.168 0.16 0.171 50.418 52.779 49.533

H20, 70°C, 2 0.291 0.286 0.281 14.117 15.593 17.068 23.7416 22.5135 24.0702
0.301 0.306 0.302 11.166 9.690 10.871
0.057 0.058 0.058 83.178 82.882 82.882

30%, 50°C, 1 0.120 0.178 0.193 64.496 47.467 43.040 7.7483 4.3509 4.9998
0.259 0.162 0.156 23.561 52.189 53.960
0.058 0.057 0.058 82.882 83.178 82.882

30%, 50°C, 2 0.173 0.169 0.169 49.828 50.123 50.123 9.0746 9.3401 9.3237
0.237 0.244 0.243 30.054 27.988 28.283
0.097 0.087 0.078 71.372 74.324 76.980

15%, 50°C, 1 0.231 0.238 0.232 31.825 29.759 31.530 14.9236 14.4758 13.8310
0.285 0.278 0.279 17.364 17.954 17.659
0.083 0.071 0.077 75.504 79.046 77.275

15%, 50°C, 2 0.124 0.238 0.134 63.227 29.759 60.453 10.0443 6.2137 10.2053
0.282 0.128 0.281 16.773 62.223 17.068
0.187 0.172 0.176 44811 49.238 48.057

H20, 50°C, 1 0.29 0.286 0.286 14.412 15.593 15.593 26.9618 24.2511 24.9218
0.305 0.305 0.304 9.985 9.985 10.280
0.183 0.183 0.184 45.991 45.991 45.696

H20, 50°C, 2 0.297 0.292 0.196 12.346 13.822 42.154 26.1328 26.2704 10.3090
0.309 0.302 0.1309 8.805 10.871 61.367




Anexo 3: Determinacion de capacidad antioxidante DPPH (glicerol)
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Descripcion ABSORBANCIA A 517 NM %inhibicion 1C50 (mg/ml)
Condiciones R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
0.098 0.103 0.083 70.482 68.976 75.000
30%, 70°C, 1 0.111 0.147 0.135 66.566 55.723 59.337 10.875 10.983 9.582
0.288 0.289 0.295 13.253 12.952 11.145
0.1 0.105 0.103 69.880 68.373 68.976
30%, 70°C, 2 0.144 0.143 0.144 56.627 56.928 56.627 7.8243 8.724 9.8058
0.293 0.284 0.288 11.747 14.458 13.253
0.109 0.104 0.105 67.169 68.675 68.373
15%, 70°C, 1 0.262 0.258 0.259 21.084 22.289 21.988 17.092 16.667 16.752
0.282 0.285 0.284 15.060 14.157 14.458
0.109 0.115 0.117 67.169 65.361 64.759
15%, 70°C, 2 0.167 0.1269 0.266 49.699 61.777 19.880 14.204 12.865 17.962
0.288 0.289 0.291 13.253 12.952 12.349
0.159 0.152 0.162 52.108 54.217 51.205
H20, 70°C, 1 0.281 0.282 0.284 15.361 15.060 14.458 22.801 21.927 23.264
0.305 0.304 0.304 8.133 8.434 8.434
0.2153 0.1852 0.153 35.151 44217 53.916
H20, 70°C, 2 0.3275 0.3278 0.374 1.355 1.265 -12.651 34.467 27.512 23.251
0.303 0.297 0.3 8.735 10.542 9.639
0.102 0.095 0.098 69.277 71.386 70.482
30%, 50°C, 1 0.244 0.237 0.238 26.506 28.614 28.313 10.782 11.630 12.110
0.287 0.285 0.279 13.554 14.157 15.964
0.102 0.093 0.102 69.277 71.988 69.277
30%, 50°C, 2 0.227 0.222 0.235 31.627 33.133 29.217 11.726 11.173 12.923
0.287 0.279 0.285 13.554 15.964 14.157
0.131 0.126 0.12 60.542 62.048 63.855
15%, 50°C, 1 0.27 0.268 0.275 18.675 19.277 17.169 19.350 18.742 18.415
0.294 0.286 0.29 11.446 13.855 12.651
0.116 0.1135 0.126 65.060 65.813 62.048
15%, 50°C, 2 0.281 0.276 0.283 15.361 16.867 14.759 18.399 18.041 19.267
0.306 0.301 0.306 7.831 9.337 7.831
0.178 0.177 0.173 46.386 46.687 47.892
H20, 50°C, 1 0.304 0.303 0.305 8.434 8.735 8.133 25.567 25.445 26.830
0.324 0.319 0.318 2410 3.916 4.217
0.153 0.155 0.15 53.916 53.313 54.819
H20, 50°C, 2 0.38 0.293 0.3293 14.232 11.747 0.813 28.354 29.530 32.643
0.438 0.315 0.32 11.625 5.120 3.614
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Anexo 4: Determinacion de capacidad antioxidante ORAC (etanol)

Promedio

Condiciones . HMeq
R1 R2 R3 umoles eq trolox/L (UM) umoles eq trolox/gr de materia seca trolox/gr

30%, 70°C, 1 32.570 | 30.830 33.000 | 130280.00 | 123320.00 | 132000.00 | 1,366.25 | 1,293.265 | 1,384.293 | 1,347.938

30%,70°C,2 | 26.380 | 26.990 | 30.400 | 105520.00 | 107960.00 | 121600.00 | 1.106.60 | 1,132.195 | 1,275.240 | 1,171.347

15%, 70°C, 1 20.060 | 20.470 21.420 80240.00 | 81880.00 | 85680.00 841.53 858.733 898.586 866.284

15%,70°C,2 | 21460 | 19.440 | 21.420 | 85840.00 | 77760.00 | 85680.00 | 90021 | 815483 | 898541 | 871414

H20, 70%, 1 27.850 | 28.470 29.650 | 55700.00 | 56940.00 | 59300.00 584.14 597.152 621.902 601.067

H20,70%,2 | 26430 | 25.920 | 26.700 | 52860.00 | 51840.00 | 5340000 | 554.36 | 543666 | 560026 | 552.685

30%,50°C,1 | 39.360 | 36.380 | 39.320 | 7872000 | 72760.00 | 7864000 | 82554 | 763.039 | 824703 | 804.428

30%,50°C,2 | 38.260 | 37.430 | 39.970 | 76520.00 | 74860.00 | 79940.00 802.46 785.054 838.328 808.615

15%, 50°C, 1 29.620 | 32.110 29.540 59240.00 | 64220.00 | 59080.00 621.27 673.500 619.595 638.122

15%,50°C,2 | 31.010 | 30.030 | 29.450 | 62020.00 | 60060.00 | 58900.00 650.41 629.860 617.695 632.656

H20,50°C,1 | 24.600 | 25.430 | 24.790 | 24600.00 | 25430.00 | 24790.00 257.99 266.697 259.985 261.558

H20,50°C,2 | 22490 | 21.180 | 21.760 | 22490.00 | 21180.00 | 21760.00 235.85 222.116 228.199 228.723

Anexo 5: Determinacion de capacidad antioxidante ORAC (glicerol)

Promedio

MUESTRAS ) uMeq
R R R umoles eq trolox/L (uM) Hmoles eq trolox/gr de materia seca | trolox/gr

30%, 70°C, 1 33.670 | 33.600 33.420 67340.00 | 67200.00 | 66840.00 706.213 704.745 700.970 703.976

30%, 70°C,2 | 36510 | 36.420 | 35.630 | 73020.00 | 72840.00 | 71260.00 | 765.789 | 763.901 | 747.331 759.007

15%,70°C,1 | 33.710 | 34.930 | 35560 | 6742000 | 69860.00 | 7112000 | 707.059 | 732.649 | 745.863 728524

15%, 70°C,2 | 30.760 | 31.120 29220 | 61520.00 | 62240.00 | 58440.00 645.171 652.722 612.870 636.921

H20, 70%, 1 21.640 | 24.730 21.440 43280.00 | 49460.00 | 42880.00 453.871 518.680 449.677 474.076

H20,70%,2 | 21940 | 20490 | 21480 | 43880.00 | 40980.00 | 42960.00 | 460.186 | 429.773 | 450538 446.832

30%, 50°C, 1 32.360 | 31.380 31.320 64720.00 | 62760.00 | 62640.00 678.743 658.188 656.930 664.620

30%,50°C,2 | 36.260 | 34.430 | 35.970 | 72520.00 | 68860.00 | 71940.00 | 760.545 | 722161 | 754.462 745.723

15%,50°C, 1 | 29.620 | 29.540 | 24.750 | 59240.00 | 59080.00 | 4950000 | 621279 | 619.601 | 519.131 586.670

15%,50°C,2 | 25790 | 28.310 | 25.350 | 51580.00 | 56620.00 | 50700.00 | 940.950 | 593.808 | 531.721 555.493

H20,50°C,1 | 15430 | 17.100 | 16.380 | 30860.00 | 34200.00 | 32760.00 | 323628 | 358.654 | 343.553 341.945

H20,50°C,2 | 18.770 | 19.800 | 16.400 | 37540.00 | 39600.00 | 32800.00 | 393.681 | 415284 | 343.972 384.312




Anexo 6: Determinacion de azucares reductores
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L - R1 R2 R1 R2
Descripcion Condiciones peso g
mg/L mg/L mg AE/gss | mg AE/gss
H20, 50° 10.0023 994.56 1134.56 10.43 11.90
15%, 50° 10.0023 846.59 889.87 8.88 9.33
30%, 50° 10.0026 794.56 734.56 8.33 7.70
m Etanol
5 H20, 70° 10.0024 | 1314.66 1222.18 13.79 12.82
g 15%, 70° 10.0024 1085.55 1115.55 11.38 11.70
— 30%, 70° 10.0025 817.11 915.72 8.57 9.60
O Fructuosa
‘g H20, 70° 10.0023 999.60 1023.23 10.48 10.73
@ 15%, 70° 10.0024 638.85 858.96 6.70 9.01
8 ) 30%, 70° 10.0024 546.78 611.77 5.73 6.42
2 Glicerol
H20, 50° 10.0027 1229.11 1325.33 12.89 13.90
15%, 50° 10.0022 606.67 715.22 6.36 7.50
30%, 50° 10.0023 323.35 405.33 3.39 4.25
H20, 70° 10.0023 1267.99 928.55 13.30 9.74
15%, 70° 10.0023 856.44 934.22 8.98 9.80
30%, 70° 10.0026 714.91 712.74 7.50 7.47
m Etanol
ﬁ H20, 50° 10.0024 745.55 1044.77 7.82 10.96
g 15%, 50° 10.0024 712.33 918.54 7.47 9.63
61 Gl 30%, 50° 10.0025 546.89 632.40 5.74 6.63
ucosa
g H20, 70° 10.0023 992.65 1292.56 10.41 13.56
@ 15%, 70° 10.0024 516.77 510.16 5.42 5.35
8 . 30%, 70° 10.0024 314.89 351.27 3.30 3.68
2 Glicerol
H20, 50° 10.0027 924.53 994.76 9.70 10.43
15%, 50° 10.0022 581.88 872.82 6.10 9.15
30%, 50° 10.0023 269.56 404.34 2.83 4.24




Anexo 7: Contenido de polifenoles en los extractos purificados

Solvente | TRATAMIENTO ABSORBANCIA A 765 NM MgEAG/ML Concentracion mgEAG/gss
R1 R2 R3 R1 R2 R3

30%, 70°, 1 0.654 0.625 0.653 0.100 0.096 0.100 13.124 12,530 13.104

30%, 70°, 2 0523 0.617 0.463 0.080 0.094 0.070 10.438 12.366 9.210

15%, 70°, 1 0535 0.453 0.422 0.082 0.069 0.064 10.686 9.000 8.371

15%, 70°, 2 0.423 0.394 0.397 0.064 0.059 0.060 8.385 7797 7.858

H20, 70°, 1 0.215 0.209 0.382 0.032 0.031 0.058 4129 4.006 7551

H20, 70°, 2 0.236 0.237 0.364 0.035 0.035 0.055 4559 4580 7.182

Etanol 30%, 50°, 1 0.454 0.561 0.457 0.069 0.086 0.069 9.024 11.218 9.096
30%, 50°, 2 0.459 0.311 0.394 0.070 0.047 0.059 9.124 6.104 7.796

15%, 50°, 1 0.392 0.206 0.237 0.059 0.030 0.035 7.756 3.946 4588

15%, 50°, 2 0.300 0312 0.289 0.045 0.047 0.043 5.870 6.116 5.645

H20, 50°, 1 0.221 0.231 0.218 0.032 0.034 0.032 4.252 4.451 4190

H20, 50°, 2 0.231 0.231 0.235 0.034 0.034 0.035 4.457 4.446 4547

30%, 70°, 1 0.382 0.395 0.402 0.058 0.060 0.061 7551 7.817 7.961

30%, 70°, 2 0.448 0.423 0.497 0.068 0.064 0.076 8.911 8.389 9.907

15%, 70°, 1 0.347 0.389 0.411 0.052 0.059 0.062 6.834 7.694 8.145

15%, 70°, 2 0.331 0.437 0.321 0.050 0.066 0.048 6.506 8.678 6.301

H20, 70°, 1 0.229 0.289 0.345 0.034 0.043 0.052 4.415 5.645 6.792

cerol H20, 70°, 2 0.257 0.311 0.346 0.038 0.047 0.052 4.989 6.096 6.813
Glicero 30%, 50°, 1 0.435 0.463 0.423 0.066 0.070 0.064 8.641 9.211 8.391
30%, 50°, 2 0411 0.400 0.402 0.062 0.060 0.061 8.145 7.914 7.961

15%, 50°, 1 0.411 0.417 0.411 0.062 0.063 0.062 8.145 8.268 8.151

15%, 50°, 2 0.318 0.312 0.437 0.048 0.047 0.066 6.240 6.117 8.678

H20, 50°, 1 0.212 0.217 0.298 0.031 0.032 0.044 4.067 4170 5.829

H20, 50°, 2 0.142 0.233 0.335 0.020 0.034 0.050 2633 4.497 6.588
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Anexo 8: Capacidad antioxidante DPPH (Etanol) para los extractos purificados

Descripcion ABSORBANCIA A 517 NM % inhibicién 1C50 (mg/ml)
Condiciones R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3

0.098 0.078 0.081 62.476 70.134 68.985

30%, 70°C, 1 0.133 0.154 0.167 49.075 41.034 36.056 6.6278 7.2886 7.5225
0.205 0.324 0.344 21.506 24.059 19.717
0.071 0.07 0.069 72.814 73.197 73.580

30%, 70°C, 2 0.121 0.126 0.126 53.669 51.755 51.755 5.5090 5.4663 5.5494
0.197 0.191 0.196 24.569 26.867 24.952
0.101 0.076 0.089 61.327 70.900 65.922

15%, 70°C, 1 0.112 0.202 0.085 57.116 52.655 37.454 9.1956 13.2361 11.7565
0.158 0.156 0.155 39.502 40.268 40.651
0.102 0.089 0.0892 60.944 65.922 65.846

15%, 70°C, 2 0.097 0.123 0.11 62.859 52.904 57.881 12.0708 | 13.0949 13.3921
0.211 0.234 0.267 19.209 10.402 22.234
0.135 0.133 0.131 48.309 49.075 49.840

H20, 70°C, 1 0.175 0.174 0.174 32.993 33.376 33.376 19.2799 | 18.9356 18.7925
0.218 0.217 0.209 16.528 16.911 19.974
0.201 0.211 0.167 23.038 39.209 36.056

H20, 70°C, 2 0.277 0.311 0.256 16.063 19.081 21.978 25.8491 | 23.2827 19.8385
0.345 0.453 0.456 12.100 13.452 14.601
0.078 0.076 0.078 70.134 70.900 70.134

30%, 50°C, 1 0.251 0.267 0.289 43.893 22.314 30.657 8.1706 8.2161 8.3489
0.478 0.466 0.567 13.025 18.430 17.103
0.098 0.085 0.07 62.476 67.454 73.197

30%, 50°C, 2 0.233 0.189 0.167 40.785 27.632 36.056 8.3689 7.9458 7.6073
0.499 0.467 0.456 11.066 18.813 14.601
0.098 0.187 0.075 62.476 28.398 71.283

15%, 50°C, 1 0.231 0.291 0.234 51.551 41.423 30.402 16.7684 | 20.8865 15.8390
0.211 0.489 0.345 19.209 27.237 22.100
0.075 0.077 0.073 71.283 70.517 72.049

15%, 50°C, 2 0.133 0.131 0.135 49.075 49.840 48.309 11.1843 11.1399 11.2258
0.185 0.184 0.186 29.164 29.547 28.781
0.151 0.149 0.149 42.183 42.948 42.948

H20, 50°C, 1 0.216 0.233 0.188 17.294 10.785 28.015 24.7189 22.8991 24.6948
0.211 0.234 0.198 19.209 10.402 24.186
0.2117 0.151 0.153 18.941 42.183 41.417

H20, 50°C, 2 0.248 0.186 0.186 5.041 28.781 28.781 83.9798 23.2944 23.5872
0.225 0.216 0.219 13.848 17.294 16.146
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Anexo 9: Capacidad antioxidante DPPH (Glicerol) para los extractos purificados

Descripcion ABSORBANCIA A 517 NM % inhibicién 1C50 (mg/ml)
Condiciones R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3

0.076 0.078 0.076 70.900 70.134 70.900

30%, 70°C, 1 0.126 0.121 0.121 51.755 53.669 53.669 10.764 10.762 10.776
0.182 0.185 0.187 30.313 29.164 28.398
0.079 0.078 0.079 69.751 70.134 69.751

30%, 70°C, 2 0.124 0.129 0.125 52.521 50.606 52.138 10.999 10.948 10.949
0.186 0.181 0.184 28.781 30.696 29.547
0.128 0.127 0.127 50.989 51.372 51.372

15%, 70°C, 1 0.168 0.166 0.164 35.673 36.439 37.205 18.115 17.936 17.828
0.205 0.2 0.201 21.506 23.421 23.038
0.135 0.129 0.133 48.309 50.606 49.075

15%, 70°C, 2 0.172 0.169 0.172 34.142 35.290 34.142 19.724 18.271 19.007
0.201 0.208 0.211 23.038 20.357 19.209
0.138 0.13 0.137 47.160 50.223 47.543

H20, 70°C, 1 0.188 0.187 0.174 28.015 28.398 33.376 20.249 29.087 29.695
0.219 0.213 0.215 16.146 18.443 17.677
0.112 0.234 0.215 57.116 60.402 47.677

H20, 70°C, 2 0.274 0.256 0.245 44914 31.978 26.190 32.773 32.298 31.375
0.312 0.345 0.312 19.464 12.100 19.464
0.082 0.092 0.098 68.602 64.773 62.476

30%, 50°C, 1 0.155 0.143 0.139 40.651 45.246 46.777 13.158 13.419 12.819
0.207 0.211 0.184 20.740 19.209 29.547
0.098 0.086 0.084 62.476 67.071 67.837

30%, 50°C, 2 0.154 0.122 0.155 41.034 53.287 40.651 13.651 11.902 13.367
0.186 0.201 0.211 28.781 23.038 19.209
0.089 0.122 0.098 65.922 53.287 62.476

15%, 50°C, 1 0.104 0.112 0.122 60.179 57.116 53.287 24.672 23.655 19.234
0.345 0.289 0.201 12.100 10.657 23.038
0.078 0.167 0.134 70.134 36.056 48.692

15%, 50°C, 2 0.144 0.198 0.211 44.863 24.186 19.209 12.435 25.354 19.010
0.203 0.199 0.278 22.272 13.803 16.445
0.167 0.182 0.189 36.056 30.313 27.632

H20, 50°C, 1 0.21 0.205 0.267 19.592 21.506 12.234 27.369 22.485 35.142
0.23 0.341 0.24 11.934 13.568 8.105
0.188 0.192 0.174 28.015 26.484 33.376

H20, 50°C, 2 0.217 0.211 0.213 16.911 19.209 18.443 24918 25.407 30.400
0.312 0.314 0.229 9.464 10.230 12.317




81

Anexo 10: Determinacion de capacidad antioxidante ORAC (etanol) para el
proceso ELP-PR

MUESTRAS

Promedio
pumoles eq trolox/gr de materia HMeq
R1 R2 R3 pumoles eq trolox/L (uM) seca trolox/gr

30%, 70°C, 1

19.830 | 21.032 | 17.140 31728.00 | 33651.20 27424.00 | 831.834 882.256 718.993 811.028

30%, 70°C, 2

19.456 | 27.534 | 25.635 31129.60 | 4405440 | 41016.00 816.15 1155.02 1075.35 | 1,015.508

15%, 70°C, 1

10230 | 11.120 | 11.982 | 16368.00 | 1779200 | 1917120 | 429.157 | 466493 | 502.654 | 466.101

15%, 70°C, 2

11.345 | 10.254 | 11.630 | 1815200 | 16406.88 | 18608.00 | 47591 430.15 487.86 464.642

H20, 70%, 1

22.900 | 21.830 | 23.653 | 1431250 | 1364375 | 1478313 | 375.252 | 357.718 | 387.591 | 373.520

H20, 70%, 2

24780 | 28.873 | 21.762 | 15487.50 | 18045.63 | 13601.25 | 406.06 473.13 356.60 411.930

30%, 50°C, 1

35.667 | 30.520 | 31.255 22290188 | 19075.00 19534.38 | 584.441 500.102 512.146 532.230

30%, 50°C, 2

31563 | 29.997 | 34.030 | 19726.88 | 18748.13 | 21268.75 | 517.19 491,53 557.61 522.109

15%, 50°C, 1

25.351 | 31.110 | 22.345 15844.38 | 19443.75 13965.63 | 415.415 509.785 366.157 430.452

15%, 50°C, 2

24.450 | 29.230 | 18.530 | 15281.25 | 18268.75 | 11581.25 | 400.64 478.97 303.64 394.416

H20,50°C,1 | 34530 | 36.510 | 33.010 | 6906.00 | 7302.00 6602.00 | 181.066 | 191449 | 173.096 | 181.871
H20,50°C,2 | 33550 | 35.900 | 33570 | 6710.00 | 7180.00 6714.00 | 175.92 188.24 176.03 | 180.063
Anexo 11: Determinacion de capacidad antioxidante ORAC (glicerol) para el
proceso ELP-PR
Promedio
MUESTRAS i Me
R R R pumoles eq trolox/L (uM) umoles eq troslg;(;gr de materia tr%lox?gr

30%, 70°C, 1

33.520 | 37.660 | 31.870 20950.00 | 2353750 | 19918.75 | 549.271 | 617.111 | 522.234 562.872

30%, 70°C, 2

37.250 | 32.850 | 33.360 | 23281.25 | 20531.25 | 20850.00 | 61040 | 538.30 | 546.65 565.117

15%, 70°C, 1

20.520 | 21.850 | 19.390 12825.00 13656.25 12118.75 | 336.252 | 358.046 | 317.735 337.344

15%, 70°C, 2

20.180 | 19.650 | 19.630 | 1261250 | 1228125 | 12268.75 | 330.67 | 321.99 | 321.66 324.775

H20, 70%, 1

15.177 | 20.990 | 16.634 9485.63 13118.75 | 10396.25 | 248.686 | 343.936 | 272.560 288.394

H20, 70%, 2

16.250 | 17.352 | 18.243 | 10156.25 | 1084500 | 11401.88 | 266.28 | 284.34 | 298.94 283.187

30%, 50°C, 1

39.230 | 38590 | 37.210 | 2451875 | 24118.75 | 2325625 | 642.844 | 632.356 | 609.743 | 628.314

30%, 50°C, 2

38.300 | 35.490 | 29.990 23937.50 | 22181.25 | 18743.75 627.60 581.56 491.43 566.865

15%, 50°C, 1

19.140 | 29.330 | 27.900 | 1196250 | 18331.25 | 1743750 | 313.641 | 480.622 | 457.189 417.151

15%, 50°C, 2

27.850 | 24.752 | 25.600 | 17406.25 | 15470.00 | 16000.00 | 456.37 | 405.61 | 41950 427.162

H20, 50°C, 1

53.563 | 40.352 | 55.637 | 13390.75 | 10088.00 | 13909.30 | 351.071 | 264.481 | 364.666 326.739

H20, 50°C, 2

59.672 | 42.354 | 49.763 | 14918.00 | 1058850 | 12440.83 | 391.11 | 277.60 | 326.17 331.627




Anexo 12: Determinacién de polifenoles especificos en los extractos obtenidos durante la ELP

Process _ _ _ Targe_t polyph_enols _ _ _
Solvent conditions Gallic | Caffeic | Vanillic | Resveratrol | Catechin | Epicatechin | Quercetin | Kaempferol | Oleuripein
ug/gss | ug/gss | ug/gss ug/gss ug/gss ug/gss ug/gss ug/gss ug/gss

50-0 45.720 | 11.864 | 15.938 33.273 80.232 70.134 60.475 30.038 419.466

50-0 46.022 | 10.452 | 14.288 34.028 78.243 68.974 58.527 30.028 416.475

50-15 48.774 | 22.744 | 21.844 43.028 110.783 89.464 79.476 73.475 524.667

50-15 51.143 | 20.923 | 20.836 41.932 111.365 87.025 77.462 72.019 521.048

_ 50-30 78.288 | 29.365 | 47.293 67.243 149.938 113.465 62.783 60.453 622.084
e 50-30 79.199 | 27.846 | 45.726 65.912 147.283 111.364 60.102 58.224 619.462
ﬁ 70-0 59.983 | 16.833 | 22.492 39.453 122.036 96.365 93.029 81.027 565.772
70-0 58.344 | 15.623 | 19.927 37.184 120.035 94.263 90.454 78.546 561.827

70-15 73.988 | 32.576 | 30.211 55.364 159.657 131.374 132.735 126.826 964.364

70-15 72.122 | 30.124 | 27.635 54.145 156.821 128.387 130.822 125.011 957.573

70-30 105.149 | 44983 | 57.882 95.634 178.232 153.746 119.462 103.766 1345.255

70-30 103.762 | 42.012 | 55.023 93.647 176.025 151.435 117.045 101.255 1302.475

50-15 46.763 | 20.354 | 23.788 36.747 99.355 78.365 120.836 122.345 459.223

50-15 45.332 | 19.231 | 22.928 34.263 97.025 75.354 118.026 120.883 457.028

= 50-30 71.231 | 24.982 | 38.238 57.364 124.028 92.375 147.234 160.455 596.263
S 50-30 68.993 | 22.045 | 35.132 54.355 122.036 90.625 148.234 158.377 596.253
5 70-15 69.763 | 29.298 | 26.187 47.236 132.647 108.465 157.025 164.928 823.465
70-15 67.122 | 26.702 | 24.263 45.723 131.074 106.288 155.223 163.022 798.025

70-30 92.195 | 35.274 | 49.364 54.827 158.035 113.477 195.566 203.663 965.374

70-30 93.112 | 33.036 | 46.126 52.015 156.035 112.024 193.466 201.899 935.332
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Anexo 13: Determinacién de polifenoles especificos en los extractos purificados obtenidos durante la ELP-PR

Process

Target polyphenols

Solvent conditions Gallic | Caffeic | Vanillic | Resveratrol | Catechin | Epicatechin | Quercetin | Kaempferol | Oleuripein
ug/gss | ug/gss | ug/gss ug/gss ug/gss ug/gss ug/gss ug/gss ug/gss
50-0 37.847 ND 6.786 18.234 67.384 59.837 35.677 18.274 375.635
50-0 36.756 ND 9.233 24.456 60.263 55.566 38.726 16.375 366.364
50-15 41.283 | 15.673 | 16.772 34.564 90.273 71.827 71.253 57.111 438.264
50-15 42,374 | 17.873 | 15.455 38.023 95.364 69.264 70.273 60.364 415.662
_ 50-30 55.365 | 21.637 | 31.354 42.365 100.275 77.374 55.465 56.782 421.264
= 50-30 53.465 | 19.635 | 35.667 45.273 104.274 80.264 54.264 51.264 412.333
ﬁ 70-0 43.465 | 5.892 | 11.264 22.345 100.264 84.556 59.264 52.838 506.365
70-0 40.254 | 7.893 9.827 19.374 92.028 80.788 55.264 48.933 500.264
70-15 61.776 | 29.364 | 21.674 43.664 130.263 110.928 118.253 109.827 768.384
70-15 60.837 | 25.667 | 22.364 44.264 135.782 108.364 115.263 105.274 790.274
70-30 78.645 | 32.837 | 39.889 66.263 125.667 111.677 107.663 88.374 878.284
70-30 72.344 | 29.375 | 40.334 60.253 120.365 106.892 106.273 95.264 855.827
50-15 31.266 | 15.112 | 17.364 28.365 80.273 62.344 105.726 105.667 375.663
50-15 35.887 | 14563 | 19.024 26.992 79.263 63.998 107.273 102.364 367.465
= 50-30 50.837 | 14.566 | 24.568 38.283 88.273 67.834 110.263 138.928 399.274
3 50-30 52.465 | 16.777 | 22.365 37.012 84.550 60.928 112.372 142.364 410.264
5 70-15 57.822 | 21.354 | 19.554 37.883 112.364 87.655 138.827 142.364 658.264
70-15 56.332 | 19.888 | 20.881 39.263 108.566 91.223 140.274 140.556 665.789
70-30 68.894 | 22.736 | 33.263 36.375 111.566 80.263 178.274 176.322 627.384
70-30 65.233 | 25.667 | 30.882 34.475 115.677 85.264 172.334 180.988 656.899
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Anexo 14: Analisis de varianza para polifenoles totales para el proceso ELP - Suma de
Cuadrados Tipo IlI.

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razén-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A: Solvente 15.469 1 15.469 87.29 0.0000
B: Concentracién 116.483 2 58.2414 328.65 0.0000
C: Temperatura 13.4251 1 13.4251 75.76 0.0000
INTERACCIONES
AB 8.78698 2 4.39349 24.79 0.0001
AC 413174 1 413174 23.32 0.0004
BC 3.04956 2 1.52478 8.60 0.0048
ABC 0.696729 2 0.348365 1.97 0.1826
RESIDUOS 2.12656 12 0.177213
TOTAL (CORREGIDO) 164.168 23

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

Pruebas de comparacion por Solvente
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Solvente | Casos | MedialLS | SigmalLS Grupos Homogeéneos
Glicerol 12 8.01133 0.121523 |X
Etanol 12 9.617 0.121523 | X
Contraste Sig. | Diferencia | +/- Limites

Etanol - Glicerol * 1.60567 0.374449
* indica una diferencia significativa.

Pruebas de comparacion por Concentracion de solvente
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Concentracion | Casos | Media LS | Sigma LS | Grupos Homogéneos
0 8 6.0735 0.148834 |X
15 8 8.90125 | 0.148834 | X
30 8 11.4678 | 0.148834 X

Contraste | Sig. | Diferencia | +/- Limites
0-15 * -2.82775 | 0.563085
0-30 * -5.39425 | 0.563085
15-30 * -2.5665 0.563085

* indica una diferencia significativa.

Pruebas de comparacion por Temperatura
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Temperatura Casos MediaLS | SigmalsS Grupos Homogéneos
50 12 8.06625 0.121523 |X
70 12 9.56208 0.121523 | X

Contraste | Sig. | Diferencia | +/- Limites
50 - 70 * -1.49583 | 0.374449

* indica una diferencia significativa.
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Anexo 15: Andlisis de varianza para capacidad antioxidante (DPPH) para el proceso ELP

Suma de Cuadrados Tipo I11.

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razén-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A: Solvente 292.785 1 292.785 166.34 0.0000
B: Concentracién 1375.47 2 687.734 390.73 0.0000
C: Temperatura 106.282 1 106.282 60.38 0.0000
INTERACCIONES
AB 33.9331 2 16.9665 9.64 0.0032
AC 6.65424 1 6.65424 3.78 0.0254
BC 29.3461 2 14.673 8.34 0.0054
ABC 74.5559 2 37.2779 21.18 0.0001
RESIDUOS 21.1215 12 1.76012
TOTAL (CORREGIDO) 1940.15 23

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

Pruebas de comparacion por Solvente
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Solvente | Casos

Media LS

Sigma LS

Grupos Homogéneos

Glicerol

12

12.4149

0.382984

X

Etanol

12

19.4004

0.382984

X

Contraste Sig.
*

Diferencia

+/- Limites

Etanol - Glicerol

6.98553

1.18009

* indica una diferencia significativa.

Pruebas de comparacion por Concentracion de solvente
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Concentracion

Casos

Media LS

Sigma LS

Grupos Homogéneos

30

8

8.49396

0.469058

X

15

8

12.9253

0.469058

X

0

8

26.3036

0.469058

X

Contraste

Sig.

Diferencia

+/- Limites

0-15

*

13.3783

1.77459

0-30

17.8097

1.77459

15-30

4.43135

1.77459

* indica una diferencia significativa.

Pruebas de comparacion por Temperatura
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Temperatura

Casos

Media LS

Sigma LS

Grupos Homogéneos

70

12

13.8033

0.382984

X

50

12

18.012

0.382984

X

Contraste

Sig.

Diferencia

+/-

Limites

50 -70

4.20876

1.18009

* indica una diferencia significativa




Anexo 16: Andlisis de varianza para capacidad antioxidante (ORAC) para el proceso ELP

Suma de Cuadrados Tipo 11
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Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Raz6n-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A: Solvente 21860.2 1 21860.2 10.75 0.0066
B: Concentracion 522683. 2 261341. 128.57 0.0000
C: Temperatura 38834.7 1 38834.7 19.11 0.0009
INTERACCIONES
AB 25632.8 2 12816.4 6.31 0.0134
AC 111760. 1 111760. 54.98 0.0000
BC 38196.2 2 19098.1 9.40 0.0035
ABC 19234.8 2 9617.42 4,73 0.0305
RESIDUOS 24392.0 12 2032.67
TOTAL (CORREGIDOQ) 802594, 23

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

Pruebas de comparacion por Solvente
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Solvente | Casos | Media LS | Sigma LS

Grupos Homogéneos

Glicerol 12 421.629 13.015

X

Etanol 12 481.989 | 13.015 | X
Contraste Sig. | Diferencia | +/- Limites
Etanol - Glicerol | * 60.3603 40.1032

* indica una diferencia significativa.

Pruebas de comparacion por Concentracion de solvente
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Concentracion | Casos | Media LS | Sigma LS | Grupos Homogéneos
0 8 297.166 1594 |X
15 8 407.755 15.94 X
30 8 650.505 15.94 X
Contraste | Sig. | Diferencia | +/- Limites

0-15 * | -110.589 60.3058

0-30 * | -353.339 60.3058

15-30 * -242.75 60.3058

* indica una diferencia significativa.

Pruebas de comparacion por Temperatura
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Temperatura | Casos | Media LS | Sigma

LS | Grupos Homogéneos

50 12 411.583 | 13.015 [X

70 12 492.035 | 13.015 | X
Contraste | Sig. | Diferencia | +/- Limites
50 - 70 * -80.4516 40.1032

* indica una diferencia significativa.
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Anexo 17: Andlisis de varianza para polifenoles totales, para el proceso ELP-PR

Suma de Cuadrados Tipo 11

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Raz6n-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A: Solvente 0.235818 1 0.235818 0.21 0.0125
B: Concentracion 36.9567 2 18.4784 16.60 0.0004
C: Temperatura 13.1054 1 13.1054 11.77 0.0050
INTERACCIONES
AB 6.58142 2 3.29071 2.96 0.0163
AC 12.1738 1 12.1738 10.93 0.0063
BC 0.994508 2 0.497254 0.45 0.0083
ABC 1.39889 2 0.699445 0.63 0.5502
RESIDUOS 13.3618 12 1.11349
TOTAL (CORREGIDO) 84.8084 23

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

Pruebas de comparacion por Solvente
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Solvente

Casos | Media LS

Sigma LS

Grupos Homogéneos

X

Etanol 12

7.42817

0.304615

Glicerol 12

7.62642

0.304615

X

Contraste

Sig.

Diferencia

+/- Limites

Etanol - Glicerol

*

5.45653

1.12009

* indica una diferencia significativa.

Pruebas de comparacion por Concentracion de solvente
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Concentracion | Casos | Media LS | Sigma LS | Grupos Homogéneos
0 8 6.1865 | 0.373076 |X
15 8 7.21713 | 0.373076 | X
30 8 9.17825 | 0.373076 X
Contraste | Sig. | Diferencia | +/- Limites
0-15 -1.03062 1.41146
0-30 * -2.99175 1.41146
15-30 * -1.96113 1.41146
* indica una diferencia significativa.
Pruebas de comparacion por Temperatura
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD
Temperatura | Casos | Media LS | Sigma LS | Grupos Homogéneos
50 12 6.78833 | 0.304615 |X
70 12 8.26625 | 0.304615 | X
Contraste | Sig. | Diferencia | +/- Limites
50-70 * | -1.47792 | 0.938615

* indica una diferencia significativa.




Anexo 18: Analisis de varianza para capacidad antioxidante (DPPH), para el proceso ELP-

PR

Suma de Cuadrados Tipo 1l
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Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Raz6n-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A: Solvente 243.509 1 243.509 159.38 0.0000
B: Concentracion 1179.93 2 589.967 386.14 0.0000
C: Temperatura 36.9855 1 36.9855 24.21 0.0004
INTERACCIONES
AB 37.9601 2 18.98 12.42 0.0012
AC 3.45762 1 3.45762 2.26 0.0000
BC 3.35466 2 1.67733 1.10 0.0000
ABC 3.99703 2 1.99852 1.31 0.3063
RESIDUOS 18.3341 12 1.52784
TOTAL (CORREGIDO) 1527.53 23

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

Pruebas de comparacion por Solvente
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Solvente

Casos | Media LS

Sigma LS

Grupos Homogéneos

Etanol

12 14.4295

0.356819

X

Glicerol

12 20.8002

0.356819

X

Contraste Sig.
*

Diferencia

+/- Limites

Etanol - Glicerol

-6.37063

1.09947

* indica una diferencia significativa.

Pruebas de comparacion por Concentracion de solvente
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Concentracion

Casos

Media LS

Sigma

LS | Grupos Homogéneos

30

8

9.61739

0.4370

13 |X

15

8

16.5366

0.4370

13| X

0

8

26.6906

0.4370

13 X

* indica una diferencia significativa.

Contraste | Sig.

Diferencia

+/- Limites

*

0-15

10.1541

1.65335

0-30

17.0732

1.65335

*

15-30

6.91916

1.65335

Pruebas de comparacion por Temperatura
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Temperatura

Casos

Media LS

Sigma

LS

Grupos Homogéneos

70

12

16.3735

0.356819

X

50

12

18.8563

0.356819

X

Contraste

Diferencia

+/- Limites

Sig.
50-70 *

2.48279

1.09947

* indica una diferencia significativa.




Anexo 19: Andlisis de varianza para capacidad antioxidante (ORAC), para el proceso ELP-

PR

Suma de Cuadrados Tipo 1l
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Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Raz6n-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A: Solvente 21860.2 1 21860.2 10.75 0.0066
B: Concentracion 522683. 2 261341. 128.57 0.0000
C: Temperatura 38834.7 1 38834.7 19.11 0.0009
INTERACCIONES
AB 25632.8 2 12816.4 6.31 0.0134
AC 111760. 1 111760. 54.98 0.0000
BC 38196.2 2 19098.1 9.40 0.0035
ABC 19234.8 2 9617.42 4,73 0.0305
RESIDUOS 24392.0 12 2032.67
TOTAL (CORREGIDO) 802594, 23

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

Pruebas de comparacion por Solvente
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Solvente

Casos

Media LS

Sigma LS

Grupos Homogéneos

Glicerol

12

421.629

13.015

X

Etanol

12

481.989

13.015

X

Contraste

Diferencia

+/- Limites

Etanol - Glicerol

Sig.
*

60.3603

40.1032

* indica una diferencia significativa.

Pruebas de comparacion por Concentracion de solvente
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Concentracién

Casos

Media LS

Sigma LS

Grupos Homogéneos

0

8

297.166

15.94

X

15

8

407.755

15.94

X

30

8

650.505

15.94

X

Contraste

Sig.

Diferencia

+/-

Limites

0-15

*

-110.589

60.3058

0-30

*

-353.339

60.3058

15-30

-242.75

60.3058

* indica una diferencia significativa.

Pruebas de comparacion por Temperatura
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Temperatura

Casos

Media LS

Sigma LS

Grupos Homogéneos

50

12

411.583

13.015

X

70

12

492.035

13.015

X

Contraste

Sig.
*

Diferencia

+/- Limites

50-70

-80.4516

40.1032

* indica una diferencia significativa.



PANEL DE FOTOGRAFIAS

Fig N° 01: Recoleccion de hojas de olivo.

Fig N° 02: Transporte de las hojas de olivo.
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Fig N° 03: Secado a temperatura ambiente de las hojas de olivo

Fig N° 04: Molienda de las hojas de olivo.
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Fig N° 05: Hojas de olivo en polvo.

Fig N° 06: Extraccion de Polifenoles por el método ELP.
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Fig N° 07: Purificacion del extracto de polifenoles.
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trabajo de investigacion en cualquier tipo de soporte y en mas de un ejemplar, sin modificar su
contenido, solo con los propésitos 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
personas.

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

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

FIRMA

DOCUMENTO DE IDENTIDAD : 72489471
NOMBRES Y APELLIDOS : Karla Syndel Diaz Huamani
FECHA : 21 de Diciembre del 2023
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DECLARACION JURADA DE ORIGINALIDAD DE TRABAJO DE
INVESTIGACION / TESIS / TRABAJO DE SUFICIENCIA PROFESIONAL

Yo, Karla Syndel Diaz Huamani, bachiller de la Escuela Profesional de: Ingenieria
Agroindustrial de la Universidad Nacional de Moquegua, identificado(a) con DNI N°
72489471, autor(a) del Trabajo de Investigacion / Tesis / Trabajo de suficiencia
profesional, denominado: "ESTUDIO DE UN PROCESO INTEGRADO SOSTENIBLE
PARA LA EXTRACCION DE POLIFENOLES A PARTIR DE HOJAS DE OLIVO".

Declaro bajo juramento que:

1. El trabajo de investigacion es auténtico, siendo resultado de mi trabajo personal,
gue 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 falseados, 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 el trabajo de investigacion, asi como de los
derechos sobre la obra presentada.

Moquegua, 21 de diciembre del 2023

Karla‘ Syndel Diaz Huamani Huella digital
DNI: 72489471
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UNTEEIBAD MACONAL Bf MOGUESUA

FORMATO DE AUTORIZACION DE PUBLICACION EN EL REPOSITORIO

Formulario de autorizacion para la publicacion electronica en la pagina web del Repositorio
Institucional de la Universidad Nacional de Moquegua, de conformidad con la Ley N° 30035 Ley
que regula el Repositorio Nacional Digital de Ciencia, Tecnologia e Innovacion de Acceso Abierto
y Resolucién de Comision Organizadora N° 041-2022-UNAM que aprueba el Reglamento que

INSTITUCIONAL UNAM

regula el Repositorio Institucional Digital de la UNAM.

1. DATOS DEL AUTOR

Nombres y Apellidos

DNI/Carnet de Extranjeria/Pasaporte N° : 41858804
Correo electronico : yolacristi@hotmail.com
Teléfono/Celular : 926549144

2. GRADO, TITULO O ESPECIALIZACION (Marque con una X)

: Yolanda Cristina Palomino Villegas

Bachiller Titulo Magister Doctor Segunda
Profesional Especialidad
X

3. TIPO DE PUBLICACION (Marque con una X)

a)
b)
c)
d)
e)
f)
9)
h)
i)
)

Articulo ( )

Tesis de pregrado (X)

Tesis de Maestria ( )

Tesis de Doctorado ( )
Monografia ( )

Reporte de caso cientifico o hallazgos ( )
Libro ( )

Parte de unlibro ( )

Revision ( )

Conferencia ( )

Presentacion ( )

Articulo preliminar ( )

Articulo antes de ser publicado ( )
Articulo de prensa ( )
Documentos intemos ()

Imagen ( )

Documentos técnicos ( )

Ponencias presentadas en eventos cientificos (Jormada, Congreso, Simposio

Conferencias, efc.) ( )
Informes de suficiencia profesional ( )
Patentes producidas por académicos/as ( )
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UNAM VICERRECTORADO DE INVESTIGACION

4. TIPO DE TRABAJO DE INVESTIGACION (Marque con una X)

a) Tesis (X)

b) Trabajo de Investigacion ( )

c) Trabajo de suficiencia profesional ( )
d) Trabajo académico ( )

5. DATOS DE LA PUBLICACION

a) Titulo : “ESTUDIO DE UN PROCESO INTEGRADO SOSTENIBLE PARA LA
EXTRACCION DE POLIFENOLES A PARTIR DE HOJAS DE OLIVO”,

b) Campo del conocimiento OCDE (Indicar el codigo de clasificacion OCDE de la obra :
https://catalogos.concytec.qob.pe/vocabulario/ocde_ford.html) : 2.11.02 .....................

C) OO D DRIBDTICOIBIONY oo s ok 8 R A e RV BB BB

Q 6. DATOS DEL ASESOR:

a) Nombres y Apellidos : Nils Leander Huaman Castilla
b) DNI/Pasaporte/Cédula : 41939181
c) ORCID : 0000-0002-3748-0883

FIRMA VOIS ok o s BRSO

DOCUMENTO DE IDENTIDAD : 41858804
NOMBRES Y APELLIDOS : Yolanda Cristina Palomino Villegas
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LICENCIAS

Licencia Estandar

Bajo los siguientes términos, autorizo el depésito de mi trabajo de investigacion en el Repositorio
Institucional Digital de la UNAM.

Con la autorizacion de depésito 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 disposicion del publico
mi trabajo de investigacion (incluido el resumen), en formato fisico o digital, en cualquier medio,
conocido o por conocerse, a través de los diversos servicios provistos por la Universidad, creados
o por crearse, tales como el Repositorio Institucional Digital de la UNAM, Coleccion de Tesis, entre
otros, en el Peru 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 méas 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 fitularidad, 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
personas.

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

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

FIRMA

DOCUMENTO DE IDENTIDAD : 41858804
NOMBRES Y APELLIDOS  :Yolanda Cristina Palomino Villegas
FECHA : 11 de Diciembre 2023
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DECLARACION JURADA DE ORIGINALIDAD DE TRABAJO DE
INVESTIGACION / TESIS / TRABAJO DE SUFICIENCIA PROFESIONAL

Yo, Yolanda Cristina Palomino Villegas, bachiller de la Escuela Profesional de:
Ingenieria Agroindustrial de la Universidad Nacional de Moquegua, identificado(a)
con DNI N° 41858804, autor(a) del Trabajo de Investigacion / Tesis / Trabajo
de suficiencia profesional, denominado: "ESTUDIO DE UN PROCESO INTEGRADO
SOSTENIBLE PARA LA EXTRACCION DE POLIFENOLES A PARTIR DE HOJAS DE
OLIVO".

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 investigacién 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 falseados, 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 el trabajo de investigacién, asi como de los
derechos sobre la obra presentada.

Moquegua, 11 de diciembre del 2023
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Yolanda Cristina Palomino Villegas Huella digital
DNI: 41858804
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UNAM

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”

RESOLUCION DE COMISION ORGANIZADORA N° 273-2024-UNAM/CO
Moquegua, 22 de abril de 2024
LA COMISION ORGANIZADORA DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE MOQUEGUA
VISTOS:

El Acuerdo de Sesion Ordinaria de Comisién Organizadora de fecha 17 de abril de 2024;

- PROVEIDO N° 9030-2024 de fecha 17 de abril de 2024 emitido por la Presidencia de la Comision

Organizadora; INFORME N° 273-2024-UNAM-CO-P/SG de fecha 17 de abril de 2024 emitido. por la

Secretaria General; CARTAS N° 022 y 027-2024-GYT/UNAM-PCAS emitidos por el Especialista de Grados

y Titulos; Sobre el otorgamiento del Titulo Profesional de Ingeniero Agroindustrial y demas documentos que
escoltan el expediente administrativo, y;

CONSIDERANDO:

Que, la Constitucién Politica del PerG en su articulo 18° prevé que cada Universidad es
auténoma en su régimen normativo, de gobierno, academlco administrativo y econémico, y el articulo 8°
de la Ley N° 30220, Ley Universitaria, establece que la referida autonemia inherente a las Universidades,
se ejerce de conformidad con la Constitucién y las Leyes de la Republica e implica las organizaciones de
su sistema academlco econémico y administrativo, asi como la administracién de sus bienes y rentas,
elaborar su presupuesto y aplicar sus fondos con la responsabilidad que impone la Ley;

4 Que de conformldad con la Ley N° 28520 de fecha 23/05/2005, se cred la Universidad Nacional
de Moquegua cuyo arhculo 1° dispone: “créase la Universidad Nacional de Moquegua como persona
juridica de derecho publico interno, con sede en la ciudad de Moquegua, Provincia de Mariscal Nieto,
Departamento de Moquegua”;

Que, el articulo 29° de la Ley Universitaria, Ley N° 30220, establece que, aprobada la ley de
creacién de una universidad publica, el Ministerio de Educacién (MINEDU), constituye una Comision
Organizadora integrada por tres (3) académicos de reconocido prestigio, que cumplan los mismos requisitos
para ser Rector (...). Esta Comisién tiene a su cargo la aprobacién del estatuto, reglamentos y documentos
de gestion académica y administrativa de la universidad, formulados en los instrumentos de planeamiento,
asi como su conduccién y direccion hasta que se constituyan los organos de gobierno que, de acuerdo a la
presente Ley, le correspondan’;

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 Lazaro Franco 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 Moquegua, aprobado con Resolucién de Comisién Organizadora N°
578-2021-UNAM, establecen que el Consejo Universitario es el maximo organo de gestién, direccion
Yy ejecucion académica y administrativa de la universidad. En el caso de la Universidad Nacional de
Moquegua. dada su condicién y naturaleza., corresponde ejercer dicha atribucion a la Comisién
Organizadora quien hace las veces de Consejo Universitario. disposicién relacionada con la Resolucion
Viceministerial N° 244-2021-MINEDU vy sus modificatorias;

Domicilio Fiscal: Prolongacion Av., Ancash S/N - Moquegua
RUC: 20449347448 - Teléfono: (053) 670168
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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”
/ll... Resolucién de Comision Organizadora N° 273-2024-UNAM/CO
Que, el articulo 44° de la Ley N° 30220, Ley Universitaria, sefiala que las universidades otorgan
los grados académicos de Bachiller, Maestro, Doctor y los Titulos Profesionales que correspondan, a
nombre de la Nacién (...);

Que, el numeral 45.2 del articulo 45° de la Ley N° 30220, Ley Universitaria, precisa los
requisitos minimos para la obtencion del titulo profesional, como son: el grado de Bachiller yla
aprobacién de una tesis o trabajo de suficiencia profesional. Asimismo, establece que el titulo profesional
solo se puede obtener en la universidad en la cual se haya obtenido el grado de bachiller;

Que, mediante Resolucion de Comisién Organizadora N° 1153-2021-UNAM, se aprob6 el
Reglamento de Grados y Titulos de la Universidad Nacional de Moquegua, el mismo que fue modificado a
través de las Resoluciones de Comisién Organizadora N° 410; 453 y 890-2022 y N° 880-2023-UNAM el
cual establece los requisitos y norma los procedimientos para la obtencién de los grados académicos y
titulos profesionales conferidos por esta Casa Superior de Estudios:

Que, mediante las Cartas N° 022 y 027-2024-GYT/UNAM-PCAS, el Especialista del Area de
Grados y Titulos, remite a Secretaria General, la relacion de cinco (5) bachilleres de la Escuela Profesional
de Ingenieria Agroindustrial, quienes se encuentran aptos para la expedicion del Titulo Profesional de
Ingeniero Agroindustrial, al haber cumplido satisfactoriamente con los requisitos legales y reglamentarios("),
exigidos en el Reglamento de Grados y Titulos de la Universidad Nacional de Moquegua, conforme lo sefiala
la Direccion de la Escuela Profesional de Ingenieria Agromdustnal,, razén por la cual la Secretaria General
mcluye el expediente como punto de agenda para ser tratado en Sesion de Comisién Organizadora de
fecha 17 de abril de 2024;

Que se ha establecido como atribucion de la Comision Organizadora de la UNAM, la facultad
de conferir los grados académicos y los titulos profesionales (...), por lo que en mérito al pedido del
Secretano General y. debatido el caso en Sesién Ordinaria de fecha 17 de abril de 2024, se acordd por
unanlmldad conferir a ‘nombre de la Nacién el Titulo Profesional de Ingeniero Agromdustnal por la

() Articulo 122°. - Requisitos para la obtencién del Titulo Profesional
Para obtener el Titulo Profesional el interesado debera presentar ante su Escuela Profesional un
expediente con la siguiente documentacion:
a. Solicitud dirigida al Director de la Escuela Profesional o quien haga sus veces, indicando la fecha
y numero de comprobante de pago.
b.  Dos (2) fotografias de frente, tamafio pasaporte a color con fondo blanco (con traje formal); para
garantizar la seguridad ciudadana.
¢. Dos ejemplares de la Tesis, del Trabajo de Suficiencia Profesional o Informe del Examen
Profesional en fisico, uno para la Biblioteca y otro para la Escuela Profesional, y un CD con la
version digital.
d. Formulario de autorizacién del graduado para la publicacién de la Tesis, Trabajo de Suficiencia
Profesional o Informe de Examen Profesional en el repositorio.”
e. 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 obtencién 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.
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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”
/ll... Resolucién de Comision Organizadora N° 273-2024-UNAM/CO

modalidad de la Sustentacién de Tesis, a cinco (5) Bachilleres 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 Pert; la Ley N° 30220, Ley Universitaria; el Documento Normativo denominado: “Disposiciones
para la Constitucion y Funcionamiento de las Comisiones Organizadoras de las Universidades Publicas en
proceso de Constitucion”, aprobado mediante la Resolucién Viceministerial N° 244-2021-MINEDU y sus
modificatorias, y en la Resolucién Viceministerial N° 011-2024-MINEDU, asi como en el Estatuto de la
Universidad Nacional de Moquegua y demés normas concordantes:

«

SE RESUELVE:

ARTICULO PRIMERO: CONFERIR, a nombre de la Nacién el TITULO PROFESIONAL DE
INGENIERO AGROINDUSTRIAL, por la modalidad de la Sustentacién de Tesis, a los Bachilleres de la
Escuela Profesional de Ingenieria Agroindustrial de la Facultad de Ingenieria y Arquitectura de la
Universidad Nacional de Moquegua, que se consigna en el listado siguiente:

1. FROILAN ROQUE CACERES

TESIS : “TIPIFICACION FLORAL DE MIELES DE Apis Mellifera EN EL VALLE
INTERANDINO DEL TICSANI, REGION DE MOQUEGUA”

2. 'LIDIA YESENIA MALDONADO MAMANI
TEélS : “EFECTO DEL ESTADO DE MADUREZ SOBRE LAS PROPIEDADES FISICAS Y
: QUIMICAS DEL ACEITE ESENCIAL DE CASCARA DE LIMA DE OLOR (Citrus
Limetta)’

3. KARLA SYNDEL DIAZ HUAMANI

TESIS : “ESTUDIO DE UN PROCESO INTEGRADO SOSTENIBLE PARA LA
EXTRACCION DE POLIFENOLES A PARTIR DE HOJAS DE OLIVO”.

4. YOLANDA CRISTINA PALOMINO VILLEGAS

TESIS : ‘ESTUDIO DE UN PROCESO INTEGRADO SOSTENIBLE PARA LA
EXTRACCION DE POLIFENOLES A PARTIR DE HOJAS DE OLIVO".

5. FRANK JORGE HERVAS NINA

TESIS : "ESTUDIO DEL USO DE LIQUIDOS PRESURIZADOS PARA LA EXTRACCION
DE POLIFENOLES PRESENTES EN ALGA MARINAS ROJAS”.

ARTICULO SEGUNDO: AUTORIZAR, a la Secretaria General de la Universidad Nacional de
Mogquegua, expedir y registrar los Diplomas correspondientes para su otorgamiento.

ARTICULO TERCERO: ENCARGAR al Area de Grados y Titulos de la Universidad Nacional
de Moquegua, para que realice las acciones pertinentes conducentes, relacionadas con la inscripcion de
los grados vy titulos en el Registro de Grados y Titulos de la Superintendencia Nacional de Educacién
Superior Universitaria - SUNEDU.
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UNAM

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”
/ll... Resolucion de Comision Organizadora N° 273-2024-UNAM/CO

ARTICULO CUARTO: NOTIFICAR, la presente Resolucion a todas las instancias y
dependencias administrativas y académicas de la Universidad Nacional de’ Moquegua, para su
conocimiento, cumplimiento y demas fines pertinentes.

ARTICULO QUINTO: ENCARGAR, a la Oficina de Tecnologia de la Informacion, la publicacién
de la presente Reso|ucién en el portal de transparencia de la Universidad Nacional de Moquegua.
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