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RESUMEN

En la actualidad, la produccién del pisco es de 10,6 millones de litros en Peru. Sin
embargo, esta produccidn genera grandes cantidades de orujo de uva, un residuo
agroindustrial genera (piel y semilla) que no representa ningtn valor econémico y
es un problema ambiental. No obstante, estos residuos en particular son una fuente
importante de polifenoles cuyas propiedades bioactivas han despertado el interés de
la industria farmacéutica y alimentaria. Por ello, este trabajo propone evaluar el
efecto de solventes (agua: etanol y agua: glicerol), relacién agua: solvente (100: O,
85: 15 y 70: 30), temperatura (40, 60 y 80 °C) y tiempo (10, 30, 50 min), para
recuperar polifenoles a partir de piel y semilla de orujo de uva quebranta mediante
el uso de un proceso de extraccion asistida con ultrasonido. Los extractos fueron
caracterizados mediante el contenido de polifenoles, capacidad antioxidante (DPPH
y ORAC) y perfil de polifenoles. Los resultados indican que la recuperacion de
compuestos fendlicos y capacidad antioxidante en piel y semilla fueron mayores
con el uso de glicerol (30 %) a altas temperaturas (80 °C) en 28 % - 31 % y49 %
- 84 % en comparacion con el uso de etanol (30 %) bajo las mismas condiciones.
Esta condicién del glicerol probablemente se debe a la presencia de tres grupos
hidroxilo en su estructura quimica que favorece una mayor fuerza de interaccion en
la formacion de puentes hidrogeno con los grupos funcionales de los polifenoles.
Bajo las mejores condiciones (glicerol: 30 %, 80 °C y 50 min), el perfil de
polifenoles mostro que dacido cafeico, catequina, epicatequina, quercetina y
resveratrol fueron los polifenoles especificos mayoritarios en la piel de orujo de
uva; mientras que en la semilla de orujo de uva presento altas concentraciones de
catequina y epicatequina. Finalmente, los resultados obtenidos permitirdn realizar
a futuro trabajos enfocados en la aplicaciéon de los extractos, asi como el

escalamiento a nivel industrial.

Palabras clave: glicerol, etanol, ultrasonido, polifenoles, capacidad antioxidante,

perfil de polifenoles



ABSTRACT

Currently, the production of pisco is 10.6 million liters in Peru. However, this
production generates large amounts of grape pomace, an agro-industrial waste (skin
and seed) that does not represent any economic value and is an environmental
problem. However, these residues in particular are an important source of
polyphenols whose bioactive properties have aroused the interest of the
pharmaceutical and food industries. Therefore, this work proposes to evaluate the
effect of solvents (water: ethanol and water: glycerol), water: solvent ratio (100: 0,
85: 15 and 70: 30), temperature (40, 60 and 80 °C) and time (10, 30, 50 min), to
recover polyphenols from quebranta grape skin and pomace seed by using an
ultrasound-assisted extraction process. The extracts were characterized by
polyphenol content, antioxidant capacity (DPPH and ORAC) and polyphenol
profile. The results indicate that the recovery of phenolic compounds and
antioxidant capacity in skin and seed were higher with the use of glycerol (30 %) at
high temperatures (80 °C) in 28 % - 31 % and 49 % - 84 % compared to the use of
ethanol (30 %) under the same conditions. This condition of glycerol is probably
due to the presence of three hydroxyl groups in its chemical structure that favors a
greater interaction force in the formation of hydrogen bonds with the functional
groups of polyphenols. Under the best conditions (glycerol: 30 %, 80 °C and 50
min), the polyphenol profile showed that caffeic acid, catechin, epicatechin,
quercetin and resveratrol were the major specific polyphenols in grape pomace skin;
while in the grape pomace seed I present high concentrations of catechin and
epicatechin. Finally, the results obtained will allow future work focused on the

application of the extracts, as well as the scaling at an industrial level.

Keywords: glycerol, ethanol, ultrasound, polyphenols, antioxidant capacity,

polyphenol profile
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1.1.

Introduccion
Descripcion formulacion del problema

Moquegua produce ~6 020 TM de uva por afio (GRAM, 2021), cuya
produccion es destinada para la elaboracion de piscos (44 %), vinos (34 %)
y para comercio exterior y consumo local (22%) (Vivanco, 2018). En
particular, la produccién de pisco y vino puede generar diferentes residuos
agroindustriales tales como escobajo, orujo, borras y semilla que
representan 23 % del peso del fruto fresco y en el caso del orujo 10 % (A.
R. Fontana et al., 2013; Garcia-Lomillo & Gonzalez-SanJosé, 2017). Estos
residuos, no presentan ningin valor econémico y representan un problema
de gestion ambiental para las empresas y familias dedicadas a este rubro

(Gargallo y Garcia-Casarejos, 2018).

A la fecha diversos estudios han demostrado que el orujo de uva puede ser
considerado una fuente natural de polifenoles cuyas propiedades bioactivas
han despertado el interés de la industria alimentaria y farmacéutica para la
formulacién de alimentos nutracéuticos (Huaman-Castilla, Mariotti-Celis, y
Perez-Correa, 2017; Arvanitoyannis, Ladas, y Mavromatis, 2006). Sin
embargo, el uso de técnicas de extraccidn atmosféricas o convencionales
(solido-liquido), asociados al uso de solventes téxicos no amigables con el
medio ambiente (metanol, acetona y hexano), no permiten el uso de los
polifenoles en futuras aplicaciones industriales, esto limita su posible
escalamiento e industrializacion como una alternativa para revalorizar este

residuo agroindustrial (A. R. Fontana et al., 2013).

Es por ello que en la actualidad se vienen desarrollando diferentes
alternativas de extraccion ademds de utilizar solventes no tdéxicos
(amigables con el medio ambiente), tales como agua, etanol, glicerol,
isopropanol entre otros. Los métodos alternativos son: extraccion asistida
por ultrasonido (EAU), fluidos supercriticos (FS) y liquidos presurizados
(LP) (Huaman-Castilla et al., 2020; Cuevas-Valenzuela et al., 2016), sin
embargo, la de FS y LP son métodos de dificil escalamiento industrial

debido a su complejo sistema de extraccion y elevadas presiones (> 100 bar).
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2.2.1.

2.2.2,

En ese sentido, la EAU propone ser una alternativa viable debido al uso de
presiones atmosféricas, uso de volimenes de solvente y tiempos
relativamente cortos, cuyos rendimientos han demostrado superar
significativamente la recuperacion de polifenoles en comparacién con la
extraccion convencional (Ameer et al., 2017). No obstante, para este método
en particular es necesario establecer los parametros Optimos (agua, etanol,
glicerol, isopropanol entre otros) y relacion de solvente, de la temperatura y
tiempo de extraccién que estdn en funcion del residuo agroindustrial en

particular del orujo de uva (Panja, 2018; Barba et al., 2016).

Por otro lado, diversos trabajos de investigacion sobre EAU solo relacionan
los rendimientos del proceso en funcidn del contenido de polifenoles totales
y capacidad antioxidante, dejando de lado la importancia del efecto del
solvente de extraccion sobre la selectividad de diferentes familias de
polifenoles tales como 4cidos fendlicos, flavanoles, flavonoles y estilbenos.
Por ello, en base a las consideraciones antes mencionadas el presente
proyecto de investigacion propone evaluar diferentes temperaturas
combinado con mezclas agua-etanol y agua-glicerol en un proceso de EAU
sobre el contenido de polifenoles presentes en el orujo de uva, considerando
el impacto del solvente de extraccion sobre la selectividad de familias

especificas de polifenoles.
Objetivos
Objetivo general

Evaluar diferentes parametros en la extraccion asistida por ultrasonido en la

recuperacion de polifenoles presentes en el orujo de uva quebranta.
Objetivos especificos

e Evaluar el efecto de solventes (agua: etanol y agua: glicerol), relacion
agua: solvente (100: 0, 85: 15, 70: 30), temperatura (40, 60, 80 °C) y
tiempo (10, 30, 50 min) sobre el contenido de polifenoles totales y

capacidad antioxidante a partir de piel de orujo de uva quebranta.



1.3.

e Evaluar el efecto de solventes (agua: etanol y agua: glicerol), relacion
agua: solvente (100: 0, 85: 15, 70: 30), temperatura (40, 60, 80 °C) y
tiempo (10, 30, 50 min) sobre el contenido de polifenoles totales y
capacidad antioxidante a partir de semilla de orujo de uva quebrante.

e Determinar el perfil de polifenoles a las mejores condiciones de la EAU
considerando el contenido de polifenoles y capacidad antioxidante de

los extractos obtenidos.
Justificacion e importancia

El presente proyecto de investigacion estd enmarcado dentro de las lineas
de investigacion de la Escuela Profesional de Ingenieria Agroindustrial, en
ese sentido, diversos trabajos de investigacién han demostrado que el orujo
de uva es una excelente fuente natural de polifenoles (~56 mg de GAE/g)
tales como: antocianinas, flavonoles, flavanoles, estilbenos y &cidos
fendlicos (Huaman-Castilla et al., 2017). Estos compuestos presentan
potenciales aplicaciones en la industria alimentaria y farmacéutica debido a
sus propiedades bioactivas (Tungmunnithum et al., 2018). Por ello, la
extraccion de polifenoles de este residuo agroindustrial permitiria su
revalorizacion y reduciria los problemas de gestién ambiental. Si bien, a la
fecha diversos procesos de extraccion sélido-liquido han sido propuestos
para la obtencién de polifenoles a partir de este residuo agroindustrial, el
uso de solventes toxicos sigue siendo una limitante para su uso en el sector
alimentario. Por ello, el uso de tecnologias limpias (green technology) como
es el caso de la EAU que contemplen el uso de solventes de grado
alimentario amigables con el medio ambiente (agua, etanol, glicerol y otros)
promete ser una alternativa de solucion ante este escenario. Esto permitiria
no solo mejorar significativamente los rendimientos en la extracciéon de
polifenoles, sino también permitird obtener una mejor comprension sobre
las diferentes interacciones polifenol - solvente que mejoren la selectividad
de familias especificas de polifenoles. Ademas, los resultados obtenidos
permitirdn establecer pardmetros de proceso que podrian ser escalados a

nivel industrial.
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Hipdtesis

Es posible que el uso de mezclas agua-etanol y mezclas agua-glicerol
combinado con moderadas temperaturas y tiempo permitird incrementar los
rendimientos en la recuperacion de polifenoles presentes en piel y semilla

de orujo de uva a través de un proceso de extraccion por ultrasonido.



II.

MARCO TEORICO

2.1.

Antecedentes

Da Porto et al. (2013) en su trabajo “Comparison of ultrasound-
assisted extraction with conventional extraction methods of oil and
polyphenols from grape (Vitis vinifera L.) seeds", mostraron que en
un proceso de EAU de 20 kHz y 150 W, la relacion semilla de uva:
relacién de solvente (agua:metanol) y tiempo son parametros
importantes para definir las condiciones 6ptimas en la EAU. Sus
resultados demuestran que una relacién de solvente 1:4 y un tiempo
de 15 min permite encontrar la més alta concentracion de polifenoles
(105.20 mg de GAE/g) y actividad de antioxidante (109 mg Eq.
Trolox/g).

Medina-Meza y Barbosa-Cénovas (2015), en su trabajo “Assisted
extraction of bioactive compounds from plum and grape peles by
ultrasonics and pulsed electric fields”, mostraron el uso de dos
métodos, tanto de pulsos de campo eléctrico y ultrasonido comparadas
con extraccidn con agua a 70 °C, en piel de ciruela y uva. Se utiliz6
un sonicador modelo UP400S Hielscher (400 W, 24 kHz con sonda
de titanio de 22 mm de didmetro), sumergida en 500 mL a
temperaturas de 25 y 50 °C durante 30 min. Los resultados mostraron
mejor extraccion comparadas con el agua a 70 °C, obteniéndose para
ambas temperaturas polifenoles totales de ~500 mg. GAE/mL y
capacidad antioxidante DPPH de ~720 pg Eq Trolox/mL.

Ghafoor, Choi, Jeon, y Jo (2009) en su trabajo “Optimization of
ultrasound-assisted extraction of phenolic compounds, antioxidants,
and anthocyanins from grape (Vitis vinifera) sedes”, en la extraccién
asistida por el ultrasonido (EAU) en semilla de uva variedad
Campbell, mediante bafio ultrasénico de 40 kHz y 250 W. que los
factores de estudio concentraciéon de etanol, temperatura de
extraccion, y tiempo de extraccidon afectan significativamente la
extraccion de polifenoles. Las condiciones Optimas obtenidas para

EAU de la semilla fueron establecidas con agua:etanol (41.85:53.15
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v/v), temperatura a 56.03 °C, y un tiempo de 29.03 min. Esto permiti6
obtener un maximo contenido de polifenoles totales de 5.44 mg.

GAE/100 mL y actividad de antioxidante de 12.31 mg Eq Trolox/mL.

Drosou, Kyriakopoulou, Bimpilas, Tsimogiannis, y Krokida, (2015),
en su estudio “A comparative study on different extraction techniques
to recover red grape pomace polyphenols from vinification
byproducts”, compararon métodos alternativos y convencionales tales
como la extraccién asistida por microondas (MAE), extraccion
asistida por ultrasonido (EAU) y la extraccion de Soxhlet (SE)
combinados con el uso de mezclas agua-etanol. Los resultados
permitieron demostrar que la EAU permite recuperar 3 y 2 veces mas
contenido de polifenoles en comparaciéon con la MAE y SE
respectivamente obteniendo polifenoles totales de 438984 + 4034

ppm GAE en extracto seco.

Annegowda, Bhat, Min-Tze, Karim, y Mansor (2012), en su trabajo
“Influence of sonication treatments and extraction solvents on the
phenolics and antioxidants in starfruits”, los efectos de uso de
ultrasonido a diferentes intervalos de tiempo y solventes (agua y
metanol) en una relaciéon muestra:solvente de 1:10, a fin de extraer
compuestos fendlicos en diferentes frutas, el estudio fue conducido
para examinar los efectos de tratamientos ultrasonido (intervalos de
tiempo de 0, 15, 30, 45 y 60 minutos) en polifenoles y otros
compuestos de antioxidante en carambola. La extraccién con metanol
luego de 30 min resulto ser el mejor tratamiento para obtener extractos

ricos en polifenoles 142.0+0.25 mg de GAE/g.

Galvan D’ Alessandro, Kriaa, Nikov, y Dimitrov, (2012), en su trabajo
titulado “Ultrasound assisted extraction of polyphenols from black
chokeberry”, utilizaron la extraccion asistida por ultrasonido UAE
para evaluar pardmetros tales como temperatura tiempo de extraccion,
solvente, relacion muestra: solvente, tamafo de particula en aronia.
Sus resultados muestran que el uso de temperaturas > 60 °C

combinado con 50 % de etanol y relacion solido-solvente de (1:10)



permitia recuperar importantes concentraciones de polifenoles

después de 15 minutos de tiempo de extraccion.

Wong Paz, Muiiiz Mérquez, Martinez Avila, Belmares Cerda, y
Aguilar (2015), en su estudio titulado “Ultrasound-assisted extraction
of polyphenols from native plants in the Mexican desert”, analizaron
diferentes plantas cultivadas en el desierto de México ricas en
compuesto fendlicos. Los parametros de EAU, fueron: proporcién
liquido:sélido, tiempo de extraccidon y concentracién solvente a través
de la metodologia de superficie de respuesta (RSM). Las mejores
condiciones implicaron un tiempo de extraccion de 40 minutos, una
concentracion de etanol del 35 % y una proporcion liquido:sélido en

los limites de 8 a 12 ml/g.

Khan, Abert-Vian, Fabiano-Tixier, Dangles, y Chemat (2010), en su
estudio “Ultrasound-assisted extraction of polyphenols (flavanone
glycosides) from orange (Citrus sinensis L.) peel”, evaluaron la
extraccion de polifenoles especialmente flavanonas de naranja,
utilizando etanol. El andlisis estadistico demostr6 que la mayor
obtencién fue a una temperatura de 40 C, un poder de sonicacién de
150 W y una proporcién etanol: agua 4:1, ademds de que el
rendimiento de extraccién optimizado demostré su eficacia en

comparacién con el método convencional.
2.2. Bases tedricas sobre el tema de investigacion
2.2.1. Lauva

La uva pertenece a la familia vitaceae, una clasificacién de plantas
con tendencia a trepar por las superficies fijas. Si bien esta familia
posee once géneros diferentes, solo el género vitis es reconocido

como fruta vitivinicola (Fernandez, 2017).

La uva presenta pigmentos, azicares, proteinas e inclusive levaduras
nativas para la elaboracion del pisco, donde cada grano de uva se
compone basicamente de tres elementos tales como el epicarpio,

mesocarpio y endocarpio (Kennedy, 2008)(Figura 1)



Semilla

Piel

Figura 1. Partes de la uva

Fuente: Oliver (2010)

- La piel (Epicarpio u hollejo): Capa exterior del grano o baya de
uva que contiene la mayor parte de los componentes colorantes y
aromdticos de los vinos. El hollejo aporta también una gran
cantidad de taninos, ademas de otras sustancias como acidos,
celulosa, sustancias aromaticas, pigmentos, entre otras. Otra de las
sustancias esenciales contenidas en la piel es la pruina que resulta
fundamental para la elaboracién del vino pues contiene las
levaduras que iniciardn la fermentacion espontanea del mosto.

- La pulpa (Mesocarpio): Formado por grandes células ricas en
mosto, es ahi donde se encuentran los principales componentes del
mosto (agua y azicares) que después, mediante la fermentacion se
transformaran en vino, contiene también muchos otros
componentes como distintos minerales, azticares y dcidos (malico
y tartarico).

- Las pepitas o semillas (Endocarpio): El endocarpio del fruto
contiene las semillas, originadas por la fecundacién de los 6vulos,
como maximo hay 4, se encuentran dentro de la pulpa y difieren

segun las variedades.
2.2.2. Uvas pisqueras

En Pert existen siete variedades de uva de las cuales se puede
obtenerse el pisco tales como Quebranta, Negra criolla, Albilla, Italia,

Torontel, Moscatel Rosado, Mollar y Uvina (Garrido et al., 2008).



Se estima que la produccion de estas uvas alcanzé las 60 mil 408
toneladas y se increment6 en 22,8 % al compararla con la produccion
del 2022, debido a las adecuadas condiciones térmicas que
permitieron la renovacion y fertilizacion de este cultivo. Entre los
departamentos que presentaron mayor produccién de estos cultivos,
se encuentran Ica (135,4 %), Lambayeque (60,1 %) y Piura (24,4 %),
al participar con el 87,4 % del total nacional (MINAGRI, 2023).

2.2.3. Orujo de uva

La produccién de pisco, un aguardiente a base de uvas pisqueras, da
como resultado la generacion de cantidades importantes de orujo de
uva, que comprende restos de piel y la semilla (Allcca-Alca et al.,
2021). La piel del orujo de uva constituye del 5 al 10 % del peso seco
de las uvas y sirve como una barrera hidrofébica para proteger a la
fruta del dafio fisico y climatico; mientras, las semillas representan del
3 al 6 % del peso seco de las uvas con importantes concentraciones de
proteina (11 %), fibra (35 %), minerales (3 %), agua (8 %), lipidos (7
—20 %) (Spinei & Oroian, 2021).

Este residuo es considerado un desecho agroindustrial, sin ningin
valor comercial y representa un problema de gestion ambiental debido
a la formacion de gases de efecto invernadero tales como 6xido nitroso
(N20O), metano (CH4), ozono (O3) y didéxido de carbono (CO»)
(Gubitosa et al., 2022). Ademds, la presencia de orujo de uva en el
suelo baja el pH y la materia orgdnica contamina irreversiblemente su
composicién del suelo (Gargallo y Garcia-Casarejos, 2018). Sin
embargo, la piel y semilla del orujo de uva presentan concentraciones
importantes de compuestos fendlicos con potenciales aplicaciones en

el sector alimentario y farmacéutico (Huaman-Castilla et al., 2017).



2.2.4. Polifenoles presentes en el orujo de uva

Los polifenoles son metabolitos secundarios de las plantas, con
diversas funciones fisiolégicas, variadas estructuras quimicas
caracterizan a este grupo de moléculas presentes en el orujo de uva
(Cutrim y Cortez, 2018). Estos compuestos presentan un anillo
fendlico, el cual siempre debe estar hidroxilado (Huaman-Castilla et
al., 2017). El contenido medio de polifenoles totales presentes en piel
y semillas de la uva varia de 1,1 = 0,2 y 16,6 £ 2,8 mg EAG/g
respectivamente (de la Cerda-Carrasco et al., 2014). Estos residuos
presentan diferentes familias de polifenoles especificos, que se pueden
clasificar en no flavonoides (4cidos fendlicos y estilbenos) y
flavonoides (flavonoles, antocianinas) (Figura 2) (Onache et al., 2022;
Peixoto et al., 2018). Las concentraciones de los polifenoles
especificos puede presentar diferencias, dependiendo de algunos
factores como las diferencias entre variedades (Tabla 1) (Fontana et

al., 2017).

Tabla 1. Perfil Polifendlico de algunas variedades de orujo de uva

(mg/100 gss)
Compuesto Moscatel Negra Italia Merlot
Polifendélico criolla
Acido gélico 10,71 11,12 9,25 14,07
Acido clorogénico 0,13 0,05 0,08 0,05
Acido cumarico 0,22 0,24 0,15 0,35
Acido cindmico 0,69 0,73 1,02 0,37
Catequina 185,68 142,80 126,60 79,24
Epicatequina 142,45 123,85 76,24 85,87
Rutina 0,16 0,32 0,14 0,08
Quercetina 355,12 672,34 992,34 1208,23
Kaempferol . » 0,29 . A 0,54 » A 0,21 A . 0,99
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Resveratrol 0,35 0,58 0,35 0,31

Fuente: Adaptado de Onache et al. (2022), Peixoto et al. (2018)
2.2.5. Capacidad antioxidante de los polifenoles

El orujo de uva presenta un remanente entre 50 y 70 % de
polifenoles. Estos compuestos han sido asociados importantes
propiedades  bioactivas tales como efectos antialérgicos,
antiinflamatorios, antimicrobiano, antioxidantes, cardioprotectores y

vasodilatadores (Onache et al., 2022).

Estos compuestos generalmente son no polares. Pueden ser extraidos
con solventes de polaridad intermedia como el etanol, metanol y
hexano (Valencia et al., 2016). Los extractos obtenidos han
demostrado tener una potente actividad antioxidante in vitro, debido
a capacidad de reducir radicales bioldgicos tales como anién

superdxido, radical hidroxilo, radicales perdxido (Abbas et al.,

2017).
OH
T ROO
AN RO
H__ ) o
l
R2
|
R3\ ’\'\3 R1 ROOH
[ ) oo
| y HOH
R>

Figura 2. Capacidad de reduccién de radicales libres por parte de los
polifenoles. ROOr, RO, OH, son radicales biol6gicos generados en

el sistema bioldgico

Fuente: Tsao (2010)
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Esta habilidad de los polifenoles para neutralizar los radicales libres
se debe a su capacidad para donar un electrén o un dtomo de
hidrégeno (Arranz et al., 2010). El sistema altamente conjugado de
los polifenoles con grupos hidroxilo se consideran importantes en las
actividades antioxidantes, los cuales actian como captadores de
radicales directos y convirtiéndose ellos mismos en radicales
estables, deteniendo asi las reacciones de oxidacién en nuestro

sistema bioldgico (Figura 2) (Tsao, 2010).
2.2.6. Propiedades bioactivas de los polifenoles

Se ha demostrado la actividad biolégica de los polifenoles como
antioxidantes celulares, lo que reduce el riesgo de desarrollar ciertas
enfermedades y ralentiza el envejecimiento celular, esta caracteristica
ha llevado a realizar ensayos con polifenoles para analizar su efecto
preventivo e incluso terapéutico en diferentes tipos de enfermedades

humanas (Ivanova, et al., 2018).

En el Perd ~70 % de adultos y ~30 % de jovenes entre los 15 y 25
afos padecen algin tipo de enfermedad crénica tales como céncer,
alzheimer, enfermedades cardiovasculares, diabetes entre otros, las
mismas que la mayoria de los casos son causadas por una dieta
desequilibrada y un estilo de vida sedentario (INS, 2019). Una
prevalencia sostenida de sobrepeso y obesidad afecta la salud publica,
ya que estas afecciones parecen estar asociadas con una afeccion
inflamatoria que vincula el exceso de grasa corporal y favorecen el
desarrollo de enfermedades degenerativas crénicas (Leitner et al.,
2017). Por ejemplo, la diabetes tipo 2 estd asumiendo una proporcion
epidemioldgica importante en el Perd en términos de morbilidad,
mortalidad y discapacidad, la cual se caracteriza por la resistencia a la
insulina y una mala absorcién de glucosa en los tejidos del cuerpo
humano como el higado, el tejido adiposo y el musculo esquelético

(Kumar et al., 2011; Leitner et al., 2017).
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Diversos trabajos de investigacion han demostrado que el consumo de
compuestos bioactivos como los polifenoles no solo ayuda en la
prevencion de la diabetes tipo 2, sino también puede ser usado como
un tratamiento efectivo a bajo costo (Li et al., 2019). En particular, el
uso de flavanoles y flavonoles presentes en diversos descartes
agroindustriales podrian ser usados en el tratamiento de la DM2 a
través de la inhibicién de las enzimas relacionadas con la diabetes
tales como a-amilasa y a-glucosidasa, con la consecuente reduccion
del indice glucémico, que comprende una herramienta terapéutica
potencial contra esta enfermedad (Fan et al., 2013; Rasouli et al.,

2017; Sarian et al., 2017; Striegel et al., 2015).

Por otro lado, Muthukumaran et al. (2013) mencionan las bondades
de los polifenoles tales como flavanoles, flavanoles y dcidos fendlicos
presentan potencial farmacolégico gracias a su actividad
antibacteriana, antioxidante, antidiabética, anticancerigena, entre
otros. Por ejemplo, numerosos estudios han sugerido que la
mirecetina, un flavonol puede ser beneficioso para enfermedades

como el Parkinson y el Alzheimer (Semwal et al., 2016).
2.2.7. Extraccion de polifenoles

La extracciéon soélido-liquido es un proceso de transferencia de
materia, mediante el cual el compuesto de interés pasa desde la matriz
del sélido hasta el seno de la fase liquida. Dicho mecanismo tiene
lugar en dos etapas: una primera de lavado, en la que se produce una
rapida transferencia de los mondémeros de polifenoles desde la
superficie del soélido al disolvente, y una segunda etapa de
transferencia de materia desde el interior del sélido donde los
polifenoles de alto peso molecular mediante difusion al solvente, en
la mayoria de sistemas de extraccién de la industria alimentaria, se
asume que la segunda etapa es el paso limitante del proceso, debido a
la resistencia natural que ofrece la fase sélida (a menudo tejidos de
origen vegetal) a la transferencia de materia y/o penetracion del

solvente (Figura 3) (Cacace y Mazza, 2003).
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Figura 3. Mecanismo de extraccidon convencional de polifenoles

La extraccién convencional es el proceso menos eficiente y requiere
una mayor demanda energética y un mayor consumo de solvente,
limitando su uso a nivel industrial, ademads este tipo de proceso hace

uso de solventes toxicos tales como metanol, hexano y acetona

(Ameer et al., 2017).

Los métodos de extraccién se caracterizan principalmente por la
aplicacion de: solvente, mezcla de solvente, temperatura, tamafio de
particula de materia, tiempo de operacion, tecnologia utilizada y
rendimiento, entre los principales métodos de extraccion se muestran
en la Tabla 2 (Cuevas-Valenzuela et al. , 2016). por ello se pretende
evitar y/o minimizar el uso de solventes organicos, intensificar el
proceso de transferencia de masa, maximizar la extraccién de
compuestos objetivos, evitar el deterioro y la pérdida de funcionalidad
durante procesamiento conservando la calidad del extracto y reducir

el consumo de energia (Galanakis, 2012).
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Tabla 2. Métodos de extraccion de polifenoles

Método de extraccion  Técnica Principio de extraccion
Extraccién por solvente Los compuestos se separan en
Convencional (SE) funcién de sus solubilidades

(liquidos inmiscibles)

Las ondas sonoras de alta
Extraccidn asistida por ~ frecuencia que mejoran la
ultrasonido (EAU) liberacion de un soluto del

s6lido por cavitacion.

Se utiliza altas presiones para

mantener el solvente en estado
Extraccién por liquido liquido y pueda ser utilizado
presurizados (PLE) elevadas temperaturas

manteniendo el solvente en

estado liquido.

Aumenta el movimiento

No convencional Extraccion asistida por ~ molecular y la  energia
microondas (MAE) transferencia por radiacion
electromagnética
Mejor solubilidad y
Extraccion de fluidos transferencia de masa debido a
supercriticos (SFE) que el solvente se encuentra

por encima del punto critico.
Las enzimas ayudan a liberar
intracelular  polifenoles y
polifenoles liberadores unido a
otras moléculas

Extraccidn asistida por
enzimas

Fuente: Cuevas-Valenzuela et al. (2016).

La extraccion solido - liquido o método de extraccién convencional es
la técnica mdas extendida en la escala industrial para extraer
compuestos bioactivos de la planta matrices entre fases diferentes (es
decir sélido, liquido y vapor), Sin embargo, estos métodos
tradicionales estdn principalmente basados en el calentamiento
prologando de un determinado volumen bajo una constante agitacion
a una temperatura determinada. Si bien este tipo de procesamiento
facilita la transferencia de masa entre las diferentes fases del sistema,
consume mucha energia y puede causar la degradacién de los
compuestos termoldbiles no solo por la temperatura sino por el tiempo
de exposicion, normalmente los solventes utilizados son la acetona y

metanol (Barba et al., 2016).

Para vencer este problema, estds tecnologias estdn siendo investigadas
en industrias alimentarias a fin de encontrar las demandas de consumo

en curso para alimentos minimamente tratados y subproductos, y
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cumplir con los requisitos de un concepto de extraccion verde

(Galanakis, 2012).
2.2.8. Extraccion asistida por ultrasonido

El ultrasonido se ha utilizado en diferentes operaciones en ingenieria
de procesos, como tratamiento de aguas residuales, secado,
sonoquimica y extraccion. En los sectores de alimentacion y
farmacéutica, el ultrasonido viene siendo empleado para extraer
compuestos bioactivos, aceites esenciales, alcaloides, polisacaridos,

esteres, esteroides y otros (Meireles, 2008).

La extraccion asistida por ultrasonido (EAU) ha sido ampliamente
estudiada en muchos campos para reducir el tiempo de procesamiento,
la temperatura y el consumo de solventes. Las ondas ultrasdnicas
causan una serie de compresiones y expansiones alternas cerca de la
superficie de la matriz sélida, este fendmeno se conoce como efecto
esponja. Porque ocurre de manera similar a una esponja cuando se
aprieta y suelta en varias ocasiones. El efecto esponja da como
resultado la creacién de canales de tejido microscopicos, estos micro
canales facilitan la penetracion del disolvente en la matriz sélida y
crean una via preferencial que facilita la salida de los compuestos

solubilizados de la matriz sélida al solvente (Bermudez-Aguirre,

2017)

Las ondas ultrasonicas aplicadas para mejorar la eficacia de la
extraccion son principalmente en un rango de 20 a 1000 kHz, la
propagaciéon de estas ondas provoca una presion negativa en el
solvente y cuando una presién de onda sonora de intensidades
superiores se propaga a través de un disolvente, las formaciones
producen huecos o burbujas microscépicamente pequefios. Cuando
estos vacios o burbujas estdn llenas de gas o vapor de agua, el
crecimiento y la contraccién de las burbujas se produce hasta que

colapsan dando lugar a la cavitacién (Ojha et al., 2020),
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Figura 4. (i) Burbuja de cavitacion, (ii) formacién de burbujas y

colapso por cavitacion cercanas a la sonda ultrasonica.

Fuente: Ojha et al., (2020).

Las burbujas pueden pulsar en sintonia con este campo, un fenémeno
conocido como cavitacion estable, sin embargo, si el campo acustico
es mds intenso, a menudo colapsard en una implosién dramdtica
después de solo una o dos pulsaciones o ciclos. También puede
producirse la fragmentacion en varias burbujas hijas, esta se conoce
como cavitacion transitoria. La fuerza de la implosion es grande y
genera un aumento de presion y temperatura localizadas de hasta 5000
°K y presiones de hasta 2000 atm en las inmediaciones de la burbuja

(Bermudez-Aguirre, 2017)

() (b)
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Figura 5. Imagen obtenida por microscopio electrénico de barrido

de una matriz antes (a) y después del tratamiento con ultrasonido (b)
Fuente: Ojha et al., (2020).
Los tipos de equipos de ultrasonido utilizados en la actualidad son:

e El bafio ultrasénico, que opera en el rango de 20 a 400 kHz, y
generalmente se vende como un limpiador ultrasénico, el equipo
consta de un tanque (generalmente construido en acero
inoxidable) y transductores en el fondo o en los costados del
tanque que generan ondas ultrasénicas. La densidad de potencia
obtenida en los equipos de bafo suele ser baja (<100 W / L). Por
lo tanto, el equipo también se llama bafio ultrasénico de baja
potencia. En este equipo, la interrupcion celular suele ser
moderada, pero en muchos casos es suficiente para aumentar la
transferencia de masa en un proceso de extraccién (Bermudez-
Aguirre, 2017). En un bafio ultrasonico, la cavitacion se produce
sin control distribucién a través del tanque, el efecto de
sonicacion es de baja intensidad y desigual, la repetibilidad y la

escalabilidad del proceso es muy pobre (Kiani, et al., 2011)

e Ultrasonido de sonda, comprende una punta de titanio conectada
a un generador de ultrasonido, este tipo de equipo genera mayores
densidades de potencia y es llamado ultrasonido de alta potencia
o un disruptor celular (> 100 W/ L). El ultrasonido también puede
causar la reduccién en el tamafno de una matriz sélida,
contribuyendo a un aumento en la superficie de contacto entre el
solido y el solvente (Bermudez-Aguirre, 2017). Estos equipos
presentan una intensidad localizada en comparacién con el de
baio ultrasénico, por lo genera una mayor intensidad y mejora la
eficiencia del proceso de sonicacion, la zona de sonicacion es mas
intensa debajo de la sonda, la distancia de la sonicacion se limita
a un area determinada de la punta de la sonda, los procesos

ultrasénicos en vasos abiertos se utilizan sobre todo para las

18



pruebas de viabilidad y para la preparaciéon de muestras de
volimenes pequefios. Al controlar el pardmetro mds importante
del proceso de sonicacion, el proceso es completamente repetible
y los resultados obtenidos se puede escalar de forma industrial

(Kiani, et al., 2011)

(a) (b)

Figura 6. Ultrasonidos: (a) Bafio ultrasénico*, (b) Ultrasonido

de sonda**
Fuente: (Kiani, et al., 2011)
2.2.9. Degradacion de polifenoles

La extracciéon asistida por ultrasonido es una tecnologia de
extraccion acoplada a un proceso térmico, que ha demostrado ser
prometedora debido que cumple los requisitos de inocuidad
alimentaria. La aplicacion de extraccion asistida por ultrasonido
ofrece muchas ventajas, pero algunos hallazgos sugieren que el
aumento de la amplitud de ultrasonido, alta temperatura y tiempo de
operacién, pueden degradar algunos componentes tanto de
polifenoles y/o antocianinas. Si el aumento de temperatura durante
el tratamiento con ultrasonido no estd controlado, la degradacién
térmica de antocianina se hace presente. La figura 7 muestra los
diversos mecanismos de degradacion de las antocianinas cuando es
expuesto al aumento de temperatura, la cinética de degradacion de
las antocianinas también se ha relacionado con la presencia de dcidos

organicos o antioxidantes como el dcido ascorbico, ello debido a que
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tales compuestos presentes en los alimentos tienen una fuerte
relacion con las reacciones de oxidacion y la formacién de radicales

libres que se generan durante la sonicacién (Villamiel et al., 2017).
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Pelargomdlna 3 - glucosido
Pelargonidina Acido Protocatequmo

/‘iOH
Floroglucmaldemdo
HO HO
5 &t @ Desglicosilacion pq o @ Escole OH
c C HO
-
O-Glu

OH 4 - Acido Hidroxibenzoico
OH
Cianidina - 3 - glucdsido Cianidina

Figura 7. Degradacion de antocianinas
Fuente: Villamiel et al. (2017)
2.2.10. Solventes

Una gran preocupacion con respecto a la sostenibilidad es la
liberacion de sustancias peligrosas en el medio ambiente, por lo que
la quimica verde puede tener un impacto significativo en esta érea,
los solventes, por ejemplo, estdn presentes tanto en los laboratorios
como en la industria, estos solventes se utilizan en varias
operaciones como: separacion, medio de reaccién, lavado, entre
otros (Doble y Kumar, 2007). A pesar de esto, el solvente no es
directamente responsable de la composicion de un producto,
tampoco es el componente activo de una formulacién. Por lo tanto,
el uso de solventes toxicos, inflamables, son ambientalmente
perjudiciales, sin embargo estas consecuencias inoportunas del uso

solvente a menudo son unidas a los atributos beneficiosos del
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solvente necesario para la aplicacion, la volatilidad de solventes
permite la recuperaciéon y la purificaciéon del solvente por la
destilacion, sino también crea emisiones en el aire no deseadas y

pone en riesgo por la exposicion del trabajador (Byrne et al., 2016)

Los solventes verdes o biosolventes, derivan del procesamiento de
cultivos agricolas. El uso de solventes petroquimicos es la clave para
la mayoria de quimico procesos, pero no sin graves implicaciones en
el ambiente. Los disolventes verdes se desarrollaron como un medio
mads ecoldgico alternativa amigable a los solventes petroquimicos
(Doble y Kumar, 2007). La legislacion proporciona un marco para
garantizar el uso seguro de solventes y puede ser visto como una
barrera y también como una oportunidad para fomentar un mayor
uso de solventes verdes. La legislacion puede desempefar un papel
importante al restringir el uso de solventes nocivos mediante la
eliminaciéon directa de su autorizacion o imponiendo niveles
maximos estrictos de residuos y en estos casos, se pueden utilizar
solventes amigables con el medio ambiente (Kerton y Marriot,

2013).

En los Estados Unidos no existe una regulacion consolidada para los
solventes permitidos en los ingredientes alimentarios, el Cédigo de
Regulaciones Federales considera el limite maximo residual LMR
especificado y los solventes considerados seguros se muestran en la

Tabla 3.

Tabla 3. Solventes utilizados como ingredientes alimentarios, uso
y limite maximo residual.

Solvente Uso Limite maximo
residual
Acetona Oleorresinas de especias 30 mg/Kg
Metanol Oleorresinas de especias 50 mg/Kg
Extractos de lipulo
Dicloro metano Oleorresinas de especias 30 mg/Kg

Aceite de limén
Extractos de lipulo

Hexano Oleorresinas de especias 25 mg/Kg
Extractos de lipulo

Butano / isobutano  Solventes considerados Establecido por la
Seguros BPM
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Di6xido de carbono  Solventes considerados Establecido por la

seguros BPM

Etanol Solventes considerados Establecido por la
seguros BPM

Oxido nitroso Disolventes generalmente Establecido por la
considerados seguros BPM

Propano Disolventes generalmente Establecido por la
considerados seguros BPM

Fuente: (Kerton y Marriot, 2013).

El solvente utilizado para la extraccion asistida por ultrasonido debe
elegirse cuidadosamente; por lo que se debe considerar los pardmetros
fisicos como: viscosidad, tension superficial, presion de vapor del
solvente y la solubilidad de los compuestos de la matriz objetivo. Esos
parametros afectardn la cavitacién acustica, cuanto mayor sean las
fuerzas cohesivas naturales entre las moléculas que componen el
liquido (ejemplo: alta viscosidad y tension superficial), més dificil
serd lograr la cavitacion, por ello, la amplitud deberia subir (la
intensidad deberia subir) para obtener la onda ultrasénica necesaria
que provocar cavitacion al trabajar con muestras de alta viscosidad

(Pena-Pereira y Tobiszewski, 2017).

Tabla 4. Caracteristicas de los solventes

Temperatura Temperatura Viscosidad  Tension Prflséon Solubili
. .. de o . dad
Solvente de ebullicion . .o a20°C superficial vapor
©C) mﬂzgnca)cmn (Cp) (dina/cm) (m Hg (cal/mL
a20°C)
Metanol 64 12 0.54 23.8 100 14.30
Etanol 78 16 1.08 229 40 12.92
Glicerol 290 160 1490 594 0.0025  21.10
Isopropanol 96 15 222 21.7 33 11.6
Qifgato de 76 5 0.43 247 77 9.1
Diclorometano 40 - 04 29.5 440 9.93
Hexano 68 -26 0.3 18.8 180 7.24
Agua 100 - 0.89 72.8 17.5 23.50

Fuente: Kerton y Marriot (2013)
2.2.11. Parametros que afectan la extraccion asistida por ultrasonido

Pena-Pereira y Tobiszewski (2017) describen que los pardmetros que

afectan la extraccidn asistida por ultrasonido son:
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a)

b)

c)

Solvente. El solvente utilizado debe elegirse cuidadosamente; por
lo tanto, pardmetros fisicos como la viscosidad, la tensién
superficial, presiéon de vapor y solubilidad de los compuestos
objetivo deben ser tomado en consideracion. Esos pardmetros
afectardn la cavitacién, cuanto mayor sean las fuerzas cohesivas
naturales entre moléculas que compone el liquido, por ejemplo, alta
viscosidad y alta tension superficial, dificultara la cavitacién, por
lo que se debe incrementar la intensidad de la onda
Temperatura. La temperatura tiene un gran impacto en las
propiedades del solvente, y es otro factor que debe ser controlado.
Cuando sube la temperatura (disminucion de la viscosidad y
tension superficial), se puede notar un aumento de la presion de
vapor, lograndose que mds vapor de solvente llene las burbujas de
cavitacion, que luego tienden colapsar con menos violencia y
reducir los efectos de la cavitacion. Generalmente, aumentar de
temperatura conduce a un aumento del rendimiento de extraccion,
es importante para elegir una temperatura de extraccion de acuerdo
con el compuesto objetivo de extraccion especialmente cuando se
trata de compuestos termolabiles compuestos.
Parametros de matriz. Dependiendo del propésito de extraccion
y los compuestos de destino, la muestra matriz se puede utilizar
tanto himeda como seca, el pre tratamiento de la matriz es
importante y tiene un impacto en la eficiencia de extraccion. Otros
factores que puede determinar la eficiencia de extraccion y puede
influir en el resultado final de rendimiento de la extraccién son los
siguientes:

e Solubilidad y estabilidad de las moléculas objetivo en el

disolvente elegido.
e Relacion de solido: solvente.
e Tamafo de particula del material.

e Estructura del material.
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2.3. Definicion de términos

24.

Orujo de uva:

EAU:

EAG:

DPPH:

ORAC:

CTP:

Abreviaturas

nm:

°C:

mL:
pL:
Kcal:
mg:

ug:

min:

ppm:

Residuo agroindustrial derivado de la industria del
pisco.

Tecnologia de extraccion asistida por ultrasonido.

Equivalente de dcido gdlico, 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.

Contenido total de polifenoles, usado para expresar
los polifenoles extraibles durante un proceso de
extraccion.

Nandémetros
Grados Celsius
Gramos
Kilogramos
Litro
Mililitros
Microlitro
Kilocalorias
Miligramos
Microgramos
Volumen
Minutos

Partes por millén
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I1I.

METODOLOGIA

3.1.

3.2

3.3.

Tipo y nivel de investigacion

El trabajo de investigacion es de tipo experimental debido al uso de
un disefio factorial 2* con la finalidad de analizar el efecto de las
variables experimentales tales como temperatura, tiempo 'y
concentracion del solvente sobre la obtencion de polifenoles presentes

en orujo de uva.
Ambito temporal y espacial

El trabajo de investigacion se realiz6 durante los periodos de tiempo
que comprenden (2021-2023). La etapa de extraccion asistida por
ultrasonido y andlisis que comprenden a polifenoles totales, capacidad
antioxidante se realizaron en el laboratorio de extraccion de
compuestos de alto valor (LECAV) de la escuela profesional de
Ingenieria Agroindustrial-UNAM. Mientras que el andlisis de perfil
de polifenoles se realiz6 en el laboratorio de contaminantes organicos

de la Escuela Profesional de Ingenieria Ambiental — UNAM - Ilo.
Poblacion y Muestra

La muestra son los descartes del proceso de elaboracién de pisco de
uva quebranta (piel y semilla), 10 kg de orujo de uva quebranta fueron
proveidos por la empresa Agroindustria Campano S.A.C, Regién de
Moquegua (Perti), Las muestras recolectadas fueron envasadas en
bolsas de polietileno de alta densidad y almacenadas a temperatura de

congelacion (-20 °C) para su posterior extraccion y analisis.
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3.4. Instrumentos

34.1.

3.4.2.

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 precipitados de vidrio (50, 100, 250 ml)

— 03 Fiolas (10, 250 y 500 ml)

— 02 Picetas (250 y 500 ml)

— Papel absorbente

— Papel aluminio

—  Papel filtro

— Pack of six 10-mL cells for ASE 150/350

— Resina macroporosa HP-20

— Botellas &mbar 200 ml

— Balén de 20 kg de nitrégeno

—  Criovial de plastico estéril 2 ml

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

—  Puntas para micropipetas de 100 pL -1000 Ml

—  Puntas para micropipetas de 0.5 uL -10 Ml

—  Puntas para micropipetas de 10 uL -100 uL

Equipos

— Ultrasonido Marca JP- Selecta, modelo CY-500 de 20 kHz y
500 W.

—  Espectrofotometro UV-visible (Thermo Scientific, modelo
Genesys 150)

—  Lector Multi-Modal de Microplacas (BioTek, Synergy™ HTX)

— Bafio maria digital de 22 1.
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— Balanza analitica. Marca: Sartorius, modelo Entris.

— Congeladora. Marca: Samsung, modelo Rh25h5613sg.
—  Molinillo. Marca Bosch, modelo TSM6A013B

— Unidad UHPLC - DAD (Agilent 1290 Infinity II, USA)

3.4.3. Insumos y Reactivos

Los Insumos y Reactivos fueron proveidos por la Empresa Sigma

Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA)

—  Trolox (>97 % de pureza)

— DPPH (0.1mM)

— Reactivo Fenol Folinciocalteu (2N)

— Etanol grado HPLC (>99 % de pureza)
— Isopropanol Q.P (>98 % de pureza)

— Glicerol (>98 % de pureza)

— Agua destilada ultra pura (18,2 MQ.cm)
— Carbonato de sodio (10 %, p/p)

—  Fluoresceina (48 nM)

— AAPH (153 nM)

—  Acido gilico (0.8 g/L)

— Acetonitrilo grado HPLC (>98 %)

—  Acido férmico grado HPLC (>99 %)

—  Metanol grado HPLC grado HPLC (>95 %)
— Catequina (=98 %)

— Epicatequina (=98 %)

— Kaempferol (>98 %)

— Rutina (=98 %)

—  Quercitrina (>98 %)

—  Procianidina A2 (>97 %)

—  Procianidina B2 (>97 %)

— Resveratrol (>98 %)

—  Acido cafeico (>99 %)

—  Acido vanilico (>99 %)
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3.5. Proceso de Extraccion Asistida por Ultrasonido (EAU)

El orujo fue trasladado a las instalaciones del laboratorio para realizar
la separacion manual de la piel y semilla, posteriormente fueron
congeladas -20 °C. Luego, las muestras fueron reducidas a un tamafio

de 2 mm mediante el uso de un molino de pulso.

Para el proceso de extraccion por ultrasonido, 50 g de muestra y 250
mL de solvente fueron colocados en beaker de 500 mL. Los solventes
de extraccion fueron preparados a partir mezclas agua - etanol (15 y

30 %) y agua - glicerol (15 y 30 %).

Figura 8. Esquema del sistema de ultrasonido por sonda

Para la extraccion de polifenoles, un sistema de EAU de sonda (JP
Selecta modelo CY 500) fue utilizada a una frecuencia de 20 KHz y
500 W de potencia con 70 % de potencia. La sonda fue sumergida en
un beaker de 500 mL, el cual contenia la muestra y el solvente (Figura
8). Esto permite no solo almacenar la muestra y el solvente, sino
también permite mantener la temperatura constante de proceso (40, 60
y 80 °C). Luego, los extractos obtenidos fueron recolectados en
intervalos de 10, 30 y 50 min. Finalmente, las muestras fueron

congeladas a -20 °C para su posterior andlisis (Figura 09).
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3.5.1.

3.5.2.

Determinacion de polifenoles totales

El contenido polifenoles totales (CPT) de los extractos 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 0.25 mL de reactivo Folin-Ciocalteu (1N) fueron
mezclados con 0.5 mL de una solucién de carbonato de sodio (10 % p
/ v). La absorbancia fue medida a 765 nm (Espectrometro UV 1240,
Shimadzu, Kioto, Jap6én) después un tiempo de reaccién de 1 h a
temperatura ambiente. En paralelo una curva estdndar fue realizada
utilizando 4cido gdlico como polifenol mayoritario con la finalidad de
expresar los resultados como mg de EAG (equivalente de acido

gélico) por gramo de solido seco.
Determinacion de capacidad antioxidante por DPPH

La capacidad antioxidante de los extractos se determiné utilizando el
método de inhibicion 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 solucién DPPH (0,1 mM), luego la solucién se
incubo a temperatura ambiente en oscuridad durante 30 min. La
reduccion de DPPH se determiné a 517 nm (espectrometro UV 1240,
Shimadzu, Kioto, Japén). La ICso (mg/L), definida como la
concentracion de extracto efectivo necesario para inhibir el 50% de la
actividad del radical DPPH. El porcentaje de inhibicioén (capacidad
secuestrada de radicales libres) para cada concentracion de muestra,

se determina empleando la siguiente formula:
%lInhibicis —(1 AC) 100
olnhibicion = Ik

Donde:
Ac= Absorbancia de las muestras (promedio del triplicado) a 517 nm

Ab= Absorbancia del control negativo a 517 nm

Con el porcentaje de inhibicién obtenida para cada concentracién de

muestra (D1, D2 y D3) se realiz6 una regresion lineal, donde la
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3.5.3.

variable independiente es la concentraciéon de muestra y la
dependiente el % de inhibicion de DPPH, obteniendo la siguiente

ecuacion:

% inhibiciéon

. % inhibicion = mC + n

v

D1 D2 D3 _mg
mL

% inhibicion = mC + n
Figura 10. Regresion lineal
Donde ¢l % de inhibicion a la concentracion “C” de muestra, y “m” y
“n” son los coeficientes determinados en la regresion lineal. Con la
ecuacidn anterior, se determing el factor ICso cantidad de antioxidante
necesarias para reduccion en un 50% la actividad radical DPPH:

50

-n
m

1Cs0=

La actividad antioxidante se define como la cantidad de antioxidante
necesario para reducir la concentracion inicial del radical DPPH en un

50%.
Determinacion de capacidad antioxidante por ORAC

Los andlisis ORAC de los extractos obtenidos se realiz6 en un
fluorémetro de microplacas de acuerdo a la metodologia propuesta por
Chirinos et al. (2008). AAPH fue utilizado como generador de
radicales peroxilo, trolox como estdndar y fluoresceina como emisor
de fluorescencia. Previamente soluciones de fluoresceina 48 nM y una
solucion de AAPH 153 nM fueron diluidos en una solucién buffer de
PBS (pH 7.4), 25 uL de muestra (blanco), estindar de Trolox o

muestra diluida fueron mezcladas, las cuales fueron incubadas durante
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3.54.

3.5.5.

10 minutos a 37 °C antes de la inyeccidén automatica en el lector de
microplacas. La fluorescencia se midi6 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 solido seco.

Cuantificacion de polifenoles especificos

La cuantificacién de polifenoles se realiz6 utilizando la metodologia
propuesta por Maldonado et al. (2022) con algunas modificaciones.
Muestras de 100 uL de la dilucién 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 II, USA) conectado a un detector
de arreglo de diodos (DAD). Las muestras se inyectaron en una
columna Infinity Lab (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 % &cido férmico en agua miliQ (A) y 0.1 % acido
foérmico en acetonitrilo (B), utilizando la siguiente gradiente: O min 95
% A—5% B, 15min60 % A—-40 % By 18min95 % A—-5%Ba
un flujo de 0.3 mL/min. Diferentes estdndares de polifenoles fueron
previamente diluidos para construir las curvas de calibracion. Las
curvas se obtuvieron trazando las dreas 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, 4cido 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

ug del polifenol especifico por gramo en base seca.
Anadlisis de datos

Un Arreglo factorial 2¥ con 3 puntos centrales fue utilizado para
evaluar el efecto de la composicidn de solvente, temperatura y tiempo

sobre diferentes variables respuesta (contenido de polifenoles,
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capacidad antioxidante y perfil de polifenoles) (Tabla 5). En resumen,
22 tratamientos con tres repeticiones fueron realizados, cuyos datos
fueron analizados mediante un anélisis de varianza con un 95 % de
confiabilidad. Para establecer diferencias significativas se aplicé la
prueba de comparacion Tukey (p valor < 0,05). El programa
Statgraphics Plus 4.0 (Statpoint Technologies, Inc., Warrenton, VA,
USA) fue el software utilizado para el andlisis estadistico de todos los

datos.
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Tabla 5. Disefio estadistico de bloque con arreglo factorial 2¥.

Factores de Estudio

Variable Respuesta

Tratamiento
Solvente Relacién (v/v) Temperatura  Tiempo Polifenoles  Capacidad
(9] (min) totales antioxidante
| agua. 100:0 40 10
etanol
2 agua. 100: 0 40 50
etanol
3 agua: 100 : 0 80 10
etanol
4 agua. 100: 0 80 50
etanol
5 agua. 70 :30 40 10
etanol
6 agua. 70: 30 40 50
etanol
7 agua. 70 : 30 80 10
etanol
8 agua. 70:30 80 50
etanol
9 agua. 85:15 60 30
etanol
10 agua. 85:15 60 30
etanol
11 agua. 85:15 60 30
etanol
12 agua: 100: 0 40 10
glicerol
13 agua. 100:0 40 50
glicerol
14 agua. 100:0 80 10
glicerol
15 agua: 100:0 80 50
glicerol
16 agua. 70 : 30 40 10
glicerol
17 agua. 70 : 30 40 50
glicerol
18 agua. 70 : 30 80 10
glicerol
19 agua: 70 : 30 80 50
glicerol
20 agua. 85:15 60 30
glicerol
21 agua. 85:15 60 30
glicerol
22 agud: 85:15 60 30
glicerol
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IV.

RESULTADOS

4.1. Determinacion del Contenido de Polifenoles Totales (CPT).

4.1.1. Polifenoles presentes en piel de orujo de uva

La Tabla 6 muestra que existen diferencias significativas entre ambos
solventes utilizados en el CPT. De acuerdo con nuestros resultados,
las mezclas agua-glicerol presentaron el mayor contenido de
polifenoles (8.36 — 15.77 mg EAG/gss) en comparacién con los
extractos obtenidos de las mezclas agua-etanol bajo las mismas
condiciones (6.20 — 12.30 mg EAG/gss) (Tabla 6). Independiente del
tipo de solvente, cuanto mayor la temperatura y tiempo de proceso
mayor es la recuperacion de polifenoles. Por ejemplo, un cambio de
40 a 80 °C combinado con 50 min de proceso favorece en 12y 26 %
la recuperacién de polifenoles con etanol (30 %) y glicerol (30 %),
respectivamente (Tabla 6). Los cambios de temperatura incrementan
la energia cinética del solvente favoreciendo la ruptura de la matriz
vegetal y posterior liberaciéon de los polifenoles (Vergara-Salinas et

al., 2013).

Por otro lado, si fijamos la temperatura a 80 °C y 50 min de tiempo de
proceso, un incremento en la concentracion de solvente de 0 a 30 %
mejora en 21 y 55 % la extractabilidad de polifenoles con etanol y
glicerol respectivamente (Tabla 6). La eficiencia en extraccion de las
mezclas agua-etanol en ultrasonido (30°C, 20 kHz) fue reportado por
Goula et al. (2016), quienes observaron que incrementos de 0 a 50 %
de etanol incrementa 9 veces la recuperacion de polifenoles presentes
en orujo de uva. Asimismo, Drosou et al. (2015) reportaron bajo un
proceso de ultrasonido (25 kHz, 20 °C 50 min) que la recuperacion de
polifenoles incremento 8 veces cuando la concentracion de etanol
incremento de 0 a 50 % en orujo de uva. El etanol presenta una
fraccion polar (OH™) y una fraccién no polar (metilo) que favorecen
la formacidn de puentes hidrogeno e interacciones no polares con los

grupos funcionales de los polifenoles (Galanakis et al., 2013; Mariotti-
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Celis et al., 2018). Si bien no existen trabajos que reporten la
eficiencia del glicerol para recuperar polifenoles en la EAU, algunos
trabajos bajo otros enfoques de extraccién mostraron que el glicerol
es mds eficiente que el etanol. Por ejemplo, Huamén-Castilla et al.
(2020) reportaron que el uso de mezclas agua glicerol (1:1) mejora en
45 % la recuperacion de polifenoles en comparacion con el uso de
mezclas agua-etanol (1:1) bajo las mismas condiciones, indican que la
presencia de tres grupos hidroxilo en la estructura quimica del glicerol
le permite formar enlaces de hidr6geno mas fuertes en comparacién

con el etanol.

Tabla 6. Contenido total de polifenoles presentes en piel de orujo de

uva (mg EAG/gss)

ﬂgi&ﬁ Agua Etanol Glicerol
°C min pura 15 % 30 % 15% 30%

X +DE X+DE X=*DE X+DE X+DE
o e oo o
W ow e lmm o
60 30 NC 262.82 NC iégg NC
W o0 R e WMk e
oW LR e Bme s

X: es el promedio del contenido de polifenoles (n: 3), el cual es
expresado como mg de equivalente de 4cido gédlico por gramo se
solido seco, DE: es la desviacion estandar (n:3), NC: no cuantificado.
Letras diferentes indican diferencias significativas (p valor< 0,05).
Letras mintsculas indican diferencias entre columnas; mientras que

las letras maytsculas indican diferencias entre filas.
4.1.2. Polifenoles presentes en semilla de orujo de uva

De acuerdo con nuestros resultados, el contenido de polifenoles de los
extractos obtenidos de semillas de orujo de uva depende de la

temperatura, tiempo y composicién de solvente. En el presente
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estudio, el contenido de polifenoles fue mayor en los extractos
obtenidos con mezclas agua-glicerol (4.23 — 16.88 mg EAG/gss) con
respecto a aquellos obtenidos con mezclas agua-etanol (6.54 — 11.30
mg EAG/gss) (Tabla 7). Las mejores condiciones fueron establecidas
a 80 °C y 50 min donde el uso de glicerol (30 %) y etanol (30 %)
permitié alcanzar promedios de 16.88 y 13.47 mg EAG/gss,

respectivamente (Tabla 7).

Tabla 7. Contenido total de polifenoles presente en semillas de orujo

de uva (mg EAG/gss)
Condiciones Agua Etanol Glicerol
de proceso pura
°C  min 15 % 30 % 15 % 30 %
X +DE X+DE X=+DE X +DE X +DE
40 10 4.31aA NC 5.69bA NC 6.61cA
+0.16 +0.13 +0.13
40 50 5.55aB NC 8.30bB NC 9.28¢cB
+0.14 +0.23 +0.15
60 30 NC 6.54a NC 4.23b NC
+0.11 +0.11
80 10 5.61aB NC 10.33bC NC 12.21cC
+0.45 +0.04 +0.07
80 50 7.60aC NC 11.30bD NC 16.88cD
+0.05 +0.24 +0.27

X: es el promedio del contenido de polifenoles (n: 3), el cual es
expresado como mg de equivalente de 4cido gédlico por gramo se
sélido seco, DE: es la desviacién estandar (n:3), NC: no cuantificado.
Letras diferentes indican diferencias significativas (p valor< 0,05).
Letras mintsculas indican diferencias entre columnas; mientras que

las letras mayusculas indican diferencias entre filas.

De acuerdo con nuestros resultados, un incremento de 40 a 80 °C
combinado con 50 min incrementa la recuperacién de polifenoles en
36 y 81 % con etanol y glicerol respectivamente (Tabla 7). Al
respecto, durante la EAU los incrementos de temperatura aceleran la
energia cinética de las burbujas de agua que estin en estado
liquido/gas, lo que hace que sea mayor el nimero de choques y/o
implosiones que se suceden dentro del sistema, esto favorece la

solubilidad de los polifenoles debido a la ruptura de las matriz vegetal
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(Khan et al., 2010; Machado et al., 2017). Ghafoor et al. (2009)
reportaron que un incremento de 40 a 60 °C mejora en 27 % la
recuperacion de polifenoles presentes en semillas de uva (ultrasonido:
40 kHz, 60 °C, 30 min). Al respecto, Drevelegka & Goula (2020)
refieren que estos comportamientos en la recuperacion de compuestos
bioactivos por efecto de la temperatura son similares con otros
trabajos reportados en extraccidn asistida por ultrasonido, donde la
tendencia observada se atribuye al incremento del impacto de las
ondas ultrasonicas en la tasa de transferencia de masa, particularmente

durante la etapa de penetracion del solvente.

Por otro lado, la composicion del solvente tuvo un rol importante en
la recuperaciéon de estos compuestos. Por ejemplo, si fijamos las
condiciones de proceso a 80 °C y 50 min, un incremento de 0 a 30 %
en la composicion del solvente mejora en 48 y 122 % la extraccion de
polifenoles con glicerol y etanol, respectivamente (Tabla 7). Si bien
no hemos encontrado reportes de extracciéon de ultrasonido usando
glicerol como cosolvente, otros comportamientos similares con
mezclas agua-etanol fueron reportados. Solaberrieta et al. (2022)
quienes observaron en un proceso de ultrasonido (60 °C, 10 min, 30
kHz) que los cambios de 40 a 60 % de etanol favorece en 12 % la
recuperacion de polifenoles presentes en semillas de tuna. Mientras
Monzén et al. (2021) mostraron que los incrementos de 30 a 50 % de
etanol mejora en 22 % la recuperacion de polifenoles en un proceso
de extraccion de ultrasonido (42 kHz, 60 °C, 8 min) a partir de
semillas de avocado. La extraccién por ultrasonido se basa en la
cavitacion térmica que permite la formacién de burbujas en estado
liquido/gas cuya implosion genera la ruptura de la matriz celular,
consecuentemente una mayor cantidad de polifenoles es liberado al
sistema. Por ello, si la estructura quimica del solvente permite una
mayor interaccion con el compuesto de interés mayor serd la eficiencia
del proceso de extraccion (Naik et al., 2021). En particular, el glicerol
con tres grupos hidroxilo tiene 1.7 veces més fuerza de interaccion

con los grupos hidroxilo de los polifenoles en comparacién con la
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4.2.

molécula de etanol (Huaman-Castilla et al., 2020). Esto explicaria
porque las mezclas agua glicerol presentan los mayores rendimientos

en extraccion.

Determinacion de la capacidad antioxidante en piel y semilla de

orujo de uva

Se emplearon dos ensayos complementarios para evaluar la capacidad
de los polifenoles para inhibir radicales especificos. El ensayo ORAC
mide la capacidad de los polifenoles para transferir dtomos de
hidrégeno a radicales de oxigeno, mientras que el ensayo DPPH mide
la reaccion de transferencia de electrones entre el radical DPPH y los

polifenoles.

4.2.1. Capacidad antioxidante por DPPH y ORAC presentes en piel de

orujo de uva

La actividad antioxidante de la piel de orujo de uva, medida por el
ensayo DPPH es afectada por la temperatura, tiempo y composicion
de solvente de extraccion. Por ejemplo, cuando la temperatura fue de
80 °C con 50 min de proceso, un aumento de 0 a 30 % en la
composicion de solvente redujo el valor DPPH en 43 y 26% con el
uso de etanol y glicerol respectivamente (Tabla 8). Estos resultados
indican que los valores de ICso de los extractos disminuyeron a medida
que aumento el contenido de polifenoles totales. Esto significa que los
extractos con un mayor contenido de polifenoles totales requirieron
una menor cantidad de extracto para inhibir el 50 % del radical DPPH.
Nuestros resultados son consistentes con estudios previos que han
demostrado el impacto positivo de la composicién del solvente sobre
el potencial reductor/antioxidante de los extractos de diversas
matrices vegetales (Ghafoor et al., 2009; Khan et al., 2010; Machado
et al., 2017). Al respecto, Drosou et al. (2015) reportaron que los
incrementos de etanol de 0 a 50 % en la composicion del solvente
reduce en 53 % el ICsp en orujo de uva. Por otro lado, bajo condiciones

de ultrasonido no se tienen reportes del uso de glicerol sobre la
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actividad antioxidante. Sin embargo, Bao et al. (2021) demostraron en
un proceso de extraccién convencional solido-liquido a condiciones
atmosféricas (50 °C, 40 min), que los incrementos de glicerol de 0 a
50 % reduce el valor ICso en 25 % en semillas de loto. Probablemente,
El uso de glicerol puede tener un impacto significativo en las
propiedades del solvente, como la reduccion de su tension superficial,
incremento de la difusion, solubilidad y transferencia de masa. Por
ello, al reducir la tensién superficial y mejorar estas propiedades
fisicas, el glicerol puede mejorar la capacidad antioxidante de los

extractos (Bao et al., 2021; Casagrande et al., 2018).

Tabla 8. Capacidad antioxidante DPPH presente en piel de orujo de

uva (mg/ml)

Condiciones Agua

Etanol Glicerol
de proceso pura
°C min 15 % 30 % 15 % 30 %
X + DE X+DE X+DE X+DE X +DE
36.06aA 16.04bA 16.71bA
40 10 +1.27 NC 03 NC +0.53
29.83aB 11.16¢B 15.17b B
40 50 +0.67 NC +0.28 A +0.18
21.51a 24.78b
60 30 NC 11.06 NC 10.98 NC
24.96 aC 10.00bB 10.75bC
80 10 +0.42 NC +0.22 NC +0.35
19.71aD 8.54bC 5.31cD
80 >0 +0.64 NC +0.19 NC +0.57

X: es el promedio de la capacidad antioxidante expresado como mg
por mL (n: 3), DE: es la desviaciéon estdndar (n:3), NC: no
cuantificado. Letras diferentes indican diferencias significativas (p
valor< 0,05). Letras minusculas indican diferencias entre columnas;

mientras que las letras mayusculas indican diferencias entre filas.

Contrariamente al andlisis DPPH, cuanto mayor es el valor ORAC
mayor es la capacidad antioxidante de los extractos. De acuerdo con
nuestros resultados, los valores ORAC de los extractos usando
glicerol (30 %) a 80 °C — 50 min fueron un 31 % mejor en
comparacién con la extraccién con etanol (30 %) bajo las mismas

condiciones (Tabla 9).
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Tabla 9. Capacidad antioxidante ORAC presente en piel de orujo de

uva (uM ET/gss)
Condiciones Agua Etanol Glicerol
de proceso pura
°C min 15 % 30 % 15 % 30 %
X+DE X +DE X+DE X+DE X+DE
40 10 19.13aA NC 73.41bA NC 98.55cA
+0.76 +0.97 +0.18
40 50 31.17aB NC 142.79bB NC 138.45¢cB
+1.17 +1.46 +1.92
60 30 NC 66.35a NC 70.70b NC
+0.19 +0.81
80 10 39.91aC NC 136.93bC NC 149.20cC
+0.66 +1.03 +0.88
80 50 41.98aC NC 133.92bD NC 176.37cD
+0.16 +1.65 +2.44

X: es el promedio de la capacidad antioxidante expresado como pmol
de Equivalente Trolox por gramo de solido seco (n: 3), DE: es la
desviacién estandar (n:3), NC: no cuantificado. Letras diferentes
indican diferencias significativas (p valor< 0,05). Letras mindsculas
indican diferencias entre columnas; mientras que las letras

mayusculas indican diferencias entre filas.
4.2.2. Capacidad antioxidante por DPPH y ORAC en semilla de uva

Los extractos obtenidos de la semilla de orujo de uva presentan
capacidad para inhibir el radical DPPH. Los valores DPPH de los
extractos obtenidos con etanol varian de 11.44 a 4.58 mg/mL;
mientras los extractos obtenidos con glicerol presentaron valores entre
8.25 y 2.18 mg/mL (Tabla 10). Interesantemente, el uso de altas
concentraciones de glicerol (30 %) a altas temperaturas (80 °C) y
prolongados tiempos de proceso (50 min) fueron un 47 % mejor en
reducir la capacidad antioxidante (DPPH) en comparacién con el uso
de etanol (30 %) bajo las mismas condiciones (Tabla 10). Si bien el
uso de ultrasonido combinado con glicerol no fueron aun reportados,
Bao et al. (2021) mencionan que en un proceso convencional de
extraccion solido-liquido a condiciones atmosféricas (50 °C, 40 min),
los incrementos de glicerol de 0 a 50 % mejoran la capacidad de

inhibicién del radical DPPH de los extractos en 25 %; mientras bajo
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condiciones de ultrasonido. Ghafoor et al. (2009) reportaron que los
cambios de etanol de 40 a 60 % favorecen en 24 % la habilidad para
inhibir el radical DPPH. Entonces, similar al comportamiento en piel
de orujo, el uso de glicerol en semilla de uva tiene un impacto notable
en la actividad antioxidante de los extractos. Probablemente, el
glicerol presenta una mayor energia de asociacién con los grupos
hidroxilo de los polifenoles en comparacion con el etanol (Huamén-
Castilla et al., 2020). Finalmente, La mejor condicién de proceso fue
establecida con el uso de glicerol (30 %) a 80 °C y 50 min, cuyo valor
DPPH alcanzo 2.18 mg/mL. Este valor es menor en comparacion con
el valor DPPH presente en piel 5.31 mg/mL (Tabla 8). Al respecto, la
semilla de orujo presenta una mayor proporcion de polifenoles de alto
peso molecular, los cuales presenta una mayor capacidad antioxidante

en comparacion con la piel de orujo (Huaman-Castilla et al., 2017).

Tabla 10. Capacidad antioxidante DPPH presente en semilla de

orujo de uva (mg/ml)

Condiciones Agua Etanol Glicerol
de proceso pura
°C min 15 % 30 % 15 % 30 %
X +DE X+DE X+DE X+DE X=+DE
40 10 13.55aA NC 11.44bA NC 8.25cA
+0.67 +0.45 +0.22
40 50 9.32aB NC 8.14bB NC 7.47¢cB
+0.06 +0.08 +0.11
60 30 NC 8.45a NC 8.13b NC
+0.26 +0.56
80 10 10.29aB NC 7.34bC NC 4.67cC
+0.74 +0.09 +0.09
80 50 5.37aC NC 4.58bD NC 2.18¢D
+0.12 +0.02 +0.07

X: es el promedio de la capacidad antioxidante expresado como
mg/mL. Letras diferentes indican diferencias significativas (p valor<
0,05). Letras mintsculas indican diferencias entre columnas; mientras

que las letras mayusculas indican diferencias entre filas.

El ensayo DPPH presenta una limitacién relacionada con su estructura
debido a que esta molécula es un compuesto de alto peso molecular y

no puede ser relacionada con radicales bioldgicos que estan presentes

42



4.3.

en nuestro sistema (Erpel et al., 2021). Por ello, el andlisis ORAC
permite evaluar la capacidad de los polifenoles para inhibir radicales
bioldgicos. De acuerdo con nuestros resultados los valores ORAC son
inversamente proporcional con los promedios encontrados para
DPPH, cuyos valores para etanol varian de 47.68 a 127.5 uM ET/gss
mientras que los promedios de glicerol fueron de 70.87 a 235.32 uM
ET/gss (Tabla 11). Por ello, las mejores condiciones de proceso fueron
establecidas con glicerol (30 %), 80 °C y 50 min, esto permiti6 obtener

extractos con la mayor capacidad antioxidante (uM ET/gss).

Tabla 11. Capacidad antioxidante ORAC en semilla de orujo de uva

(UM ET/gss)

ﬁ?&i Agua Etanol Glicerol
°C min pura 15 % 30 % 15 % 30 %

X +DE X +DE X +DE X +DE X +DE
A
oo A T o s
60 30 NC ‘176_62853‘ NC Z’dégf’ NC
o0 THER e mC e e
wow G e T e g

X: es el promedio de la capacidad antioxidante expresado como pmol
de Equivalente Trolox por gramo de solido seco (n: 3), DE: es la
desviacién estandar (n:3), NC: no cuantificado. Letras diferentes
indican diferencias significativas (p valor< 0,05). Letras mintsculas
indican diferencias entre columnas; mientras que las letras

mayusculas indican diferencias entre filas.
Impacto del uso de solventes en la recuperacion de polifenoles

En este estudio, se pudo establecer la eficiencia del uso de glicerol en
comparacién con el agua pura (control) sobre recuperacion de
polifenoles a partir de piel y semilla de orujo de uva. Esto permiti6

definir las mejores condiciones de extraccién por ultrasonido usando
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glicerol en comparacion con el agua pura (control) (Figura 10). Los
mejores pardmetros fueron establecidos a 80°C, 50 min combinado
con 30 % de glicerol. Estas condiciones permitieron establecer que la
semilla de orujo presenta 11 y 33 % mas CPT y ORAC en

comparacion con la piel de orujo (Figura 10).

Agua pura | Glicerol (30%)
250 1 (80°C - 50min) ' (80°C - 50min) d 250
| i il
|
H TPC |
200 4 I ORAC : - 200
CPT | ° ORAC
(mg EAG/ gss) | (uMET/gss)
|
150 | — L 150
70 | T 70
b |
60 = | - 60
50 - a : - 50
40 | - 40
30 A : - 30
201 o I C D L 20
4 A I L
lml aml CH R
Piel Semilla Piel Semilla

Figura 11. Contenido de CPT y Orac presente en piel y semilla de
uva

Las diferencias significativas (p < 0,05) entre las condiciones de
proceso y las muestras de orujo de uva (semilla o piel) se establecieron
con letras minudsculas, maydsculas para TPC y ORAC,

respectivamente.

Al respecto, diversos trabajos han reportado que la semilla de uva
presenta entre un 16 y 24 % mas contenido de polifenoles comparado
con la piel de uva (Di Stefano et al., 2022; Lachman et al., 2009; Nile
et al., 2013). Por otro lado, la semilla de uva presenta los polifenoles
de mayor peso molecular (proantocianidinas) cuyas propiedades
antioxidantes son mayores en comparacion con los polifenoles
presentes en la piel de uva (K. Fernandez et al., 2007; Rauf et al.,

2019a; Souquet et al., 1996).
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4.4. Perfil de polifenoles presentes en piel y semilla de orujo de uva

Bajo las mejores condiciones de proceso, se realiz6 la cuantificacién
de polifenoles especificos tales como dcidos fendlicos, flavanoles,
flavonoles y estilbenos. Asimismo, nuestros resultados mostraron que
los extractos de semillas contenian una cantidad significativamente
mayor de estos polifenoles en comparacion con los extractos de piel

de orujo de uva.
4.4.1. Perfil de polifenoles presentes en piel de orujo de uva

Los extractos obtenidos en piel de orujo de uva a 80 °C con 30 % de
glicerol presentaron la mayor concentracion de &4cidos fendlicos
(19.08 pg/gss) en comparacion con el uso de etanol (5.13 pg/gss) y
agua pura (4.95 pg/gss) (Tabla 12). Las mejores condiciones de
proceso permitieron recuperar una mayor proporciéon de 4cido
vanilico (Tabla 12). Si bien se ha reportado que la piel de orujo de uva
presentan altas concentraciones de dcido géalico, la presencia de dcido
vanilico también es importante debido a sus importantes propiedades
bioactivas en el tratamiento de enfermedades degenerativas (Obreque-

Slier et al., 2010; Onache et al., 2022).

De manera similar, el contenido de flavanoles fue mayor en aquellos
extractos que fueron trabajados con glicerol (30 %) (Tabla 12). Las
mejores condiciones de proceso permitieron una mayor recuperacion
de catequina (35.36 pg/gss) y epicatequina (52.51 pg/gss) en piel de
orujo de uva. En particular, la piel de uva presenta altas
concentraciones de mondmeros de epicatequina, los cuales estas
asociados con mondémeros de catequina para formar polimeros de alto
peso molecular (prodelfinidinas) (Bosso et al., 2016; Huaman-Castilla

et al., 2017).

Por otro lado, cuando glicerol (30 %) fue usado para obtener los
extractos obtenidos de la piel de orujo de uva presentaron
concentraciones importantes de flavonoles especificos como la

quercetina (125.34 pug/gss) y kaempferol (40.33 pg/gdw) en
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comparacion con el uso de etanol bajo las mismas condiciones (Tabla
12). Al respecto, Huaman-Castilla et al. (2019) explicaron que la
presencia de grupos cetonas en la estructura quimica de los flavonoles
favorece las interacciones polares (puentes de hidrogeno); en
consecuencia, a mayor concentracion de etanol, menor serd la
solubilidad de estos compuestos. Por ello, la presencia de glicerol con

tres grupos hidroxilo favorece la recuperacion de estos compuestos.

Tabla 12. Perfil de polifenoles presente en piel de orujo de uva

(ng/gss)

Condiciones de extraccion Ultrasonido

Descripcién 80°C - 50 min

Agua Pura Etanol (30%) Glicerol (30%)
Acidos . (&Y . CV . Ccv
(Pg gss) Promedio (%) Promedio (%) Promedio (%)
Acido 3.09 6.93 0.00 0.33 7.73 5.00
cafeico
Acido 1.86 38.40 5.13 2.18 11.35 12.59
vanilico
Subtotal 4.95 5.13 19.08
Flavanoles
(ng/gss)
Catequina 13.01 6.98 2297  3.08 35.36 12.00
fplcateq“m 23.83 4.46 30.81 2.04 52.51 1.53
Procianidin 18.59 8.77 39.80 1.60 16.87 4.12
aB2
Procianidin 6.16 5.73 1477 479 8.72 4.12
aA2
Subtotal 61.58 108.35 11347
Flavonoles
(ng/gss)
Quercetin 0.87 6.14 43.19 686 12534 5.76
Kaempferol 5.22 0.21 17.88 3.84 30.33 4.51
rutina 0.00 0.00 69.86  5.08 45.61 6.61
Subtotal 6.08 13093 201.27
Estilbenos
(ng/gss)
Resveratrol 22.99 0.00 4298  0.00 73.86 2.88

Promedio: representa el resultado de 3 repeticiones, CV: es el

coeficiente de variacién (n: 3).
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4.4.2. Perfil de polifenoles presentes en semilla de orujo de uva

Las mejores condiciones de extracciéon de polifenoles especificos
presentes en semillas de orujo fueron establecidas con glicerol (30 %)
a 80 °C dio como resultado un extracto con la mayor concentracion de
acido cafeico (8.37 ug/gss) en comparacion con el dcido vanilico (5.92
pg/gss) (Tabla 13). Sochorova et al. (2020) mencionaron que, si bien
el 4cido més predominante en las semillas de uva es el 4cido galico,
existe al menos un 10 % de otros mondémeros como el cafeico y el

vanilico.

Por otro lado, el glicerol fue més efectivo en recuperar flavanoles tales
como epicatequina y catequina en comparacion con el uso de etanol
bajo las mismas condiciones. Al respecto, Huaman et al, (2020)
reportaron que la presencia de tres grupos funcionales en el glicerol le
confiere una mayor habilidad para interactuar con los mondmeros de
flavanoles en comparacion con el uso de etanol. Por otro lado, la
semilla de uva presento una mayor proporcién de flavanoles
comparado con la piel de orujo. Las semillas de orujo de uva presentan
polimeros de alto peso molecular (procianidinas), los cuales estdn
formados por mondmeros de catequina y epicatequina, estos
polimeros pueden hidrolizarse por el efecto de la técnica de
procesamiento (Huaman-Castilla et al., 2017). Entonces, es posible
que el proceso de extraccion por ultrasonido favorece la hidrolisis de
estos compuestos, consecuentemente una mayor proporcién de

catequina y epicatequina es liberada.

Tabla 13. Perfil de polifenoles presente en semilla de orujo de uva

(ng/gss)

Condiciones de extraccion Ultrasonido

Descripcién 80°C - 50 min

Agua pura Etanol (30%) Glicerol (30%)
812?;1) Promedio ((:% Promedio %72;' Promedio  C.V. (%)
Acido 1.26 3.07 3.82 11.33 8.37 0.18
cafeico
Acido 400 424 3.40 08.56 5.92 10.86
Vanilico
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Subtotal 5.27 7.23 14.29

Flavanoles

(ng/gss)

Catequina 189.13 3.44 22.92 3.36 67.88 4.05
Epicatequina 139.82 0.24 14.49 0.74 145.27 6.63
grzoc‘a“‘d‘“a 11840 335 27.02 7.19 4437 3.79
ir;‘”amdma 1.65 5.68 20.37 7.67 27.42 5.39
Subtotal 449.01 84.80 284.94

Flavonoles

(ng/gss)

Quercetina ND - ND -- ND -
Kaempferol ND -- ND -- ND --
rutina ND - ND -- ND --
Subtotal 0.00 0.00 0.00

Estilbenos

(ng/gss)

Resveratrol 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

Promedio: representa el resultado de 3 repeticiones, CV: es el

coeficiente de variacion (n: 3).

A diferencia de la piel, la semilla de orujo no presenta flavonoles y
estilbenos. Al respecto, diversos autores mencionan que la alta
proporcién de dcido gélico y mondmeros de catequina y epicatequina
en la semilla de uva favorecen la formaciéon de procianidinas, las
cuales interactian fuertemente con las proteinas y carbohidratos

(Arranz et al., 2010; Rauf et al., 2019; Souquet et al., 1996)
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CONCLUSIONES

En piel de orujo de uva, las mezclas agua-glicerol (70:30) a altas
temperaturas (80 °C) a 50 min. favorecen una mayor recuperacion de
polifenoles y capacidad antioxidante (15,77 mg EAG/gss; 5,31 mg/mL;
176,37 pmol ET/gss)

En semilla de orujo de uva, el uso de mezclas agua-glicerol (70:30) a altas
temperaturas (80 °C) favorecen una mayor recuperacién de polifenoles y
capacidad antioxidante (16,88 mg EAG/gss; 2,18 mg/mL; 235,32 pumol
ET/gss) en comparacion con el uso de mezclas agua-etanol. Ademas, la
semilla de orujo de uva presenta una mayor concentracion de polifenoles de
mondmeros de procianidinas en comparacién con los polifenoles presentes

en piel de orujo de uva.

Las mejores condiciones de proceso (glicerol: 30 %, T: 80 °C, 50 min)
permitieron recuperar importantes concentraciones de dcidos fendlicos
(19,08 pg/gss), flavanoles (113,47 ng/gss), flavonoles (201,27 pg/gss) y
estilbenos (73,86 pg/gss) en piel de orujo; mientras en semilla el contenido
de 4cidos fendlicos y flavanoles fue de (14,29 pg/gss y 284,94 ng/gss)

respectivamente.
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VI. RECOMENDACIONES

e Si bien el ultrasonido ha mostrado eficiencia en la recuperacion de
polifenoles, es necesario analizar la presencia de compuestos no
deseados como azucares, proteinas y fibra, los cuales pueden afectar el

uso de los extractos en futuras aplicaciones industriales.

e Comparar el uso de glicerol en la recuperacion de polifenoles versus
otros solventes biodegradables como los solventes eutécticos (glicerol,
isopropanol combinado con dcido lactico y aminas) con la finalidad de

promover solventes de bajo costo y de grado alimentario.

e Realizar un andlisis de costo para establecer el potencial uso del glicerol
en un proceso de extraccion con ultrasonido para un futuro

escalamiento industrial.
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ANEXOS

Anexo 1: Contenido de Polifenoles en piel de orujo de uva

Tratamiento e Concentracion mg EAG/gss LLIGhBIND
Solvente i NM PROMEDIO TOTAL
(?7:) T (°C) tz:::jlll]))o R1 R2 R3 R1 R2 R3 mgGAE/gss | mgGAE/gss
0 40 10 0.12 0.124 | 0.119 4518 4714 4.469 4.567
0 40 10 0.125 | 0.123 0.12 4764 4.665 4.518 4.649 tol
0 80 10 0.151 | 0.152 | 0.155 6.04 6.089 6.237 6.122
0 80 10 0.157 | 0.161 | 0.161 6.335 6.531 6.531 6.466 629
0 40 50 0.123 | 0.131 | 0.129 4.665 5.058 4.96 4.894
0 40 50 0.121 | 0.127 | 0.125 4.567 4.8362 4.763 4.731 481
0 80 50 0.23 0.235 0.24 9.92 10.165 | 10.411 10.165 10.13
0 80 50 0.233 | 0.235 | 0.233 10.067 | 10.165 | 10.067 10.100
ETANOL 30 40 10 0.226 | 0.228 | 0.223 9.723 9.821 9.576 9.707 930
30 40 10 0.201 | 0.211 | 0.215 8.496 8.987 9.183 8.888
30 80 10 0.226 | 0.219 0.22 9.724 9.38 9.429 9.511
30 80 10 0.214 0.22 0.216 9.134 9.428 9.232 9.265 939
30 40 50 0.272 | 0.267 0.27 11.982 11.736 | 11.884 11.867
30 40 50 0.23 0.231 0.24 9.919 9.969 | 10411 10.099 1098
30 80 50 0.286 | 0.277 | 0.283 12.669 | 12.227 | 12.522 12.473
30 80 50 0.278 | 0.267 0.28 12.276 | 11.736 | 12.374 12.129 12.30
15 60 30 0.152 | 0.158 0.15 6.089 6.384 5.991 6.155
15 60 30 0.157 | 0.161 | 0.148 6.335 6.531 5.893 6.253 620
0 40 10 0.12 | 0.124 | 0.119 4.518 4714 4.469 4.567
0 40 10 0.125 | 0.123 0.12 4.764 4.665 4518 4.649 +ol
0 80 10 0.151 | 0.152 | 0.155 6.04 6.089 6.237 6.122 6.29
0 80 10 0.157 | 0.161 | 0.161 6.335 6.531 6.531 6.466
0 40 50 0.123 0.131 0.129 4.665 5.058 4.96 4.894
0 40 50 0.121 0.127 0.125 4.567 4.862 4763 4731 481
0 80 50 0.23 0.235 0.24 9.92 10.165 | 10.411 10.165
0 80 50 0.233 | 0.235 | 0.233 10.067 | 10.165 | 10.067 10.1 1013
GLICEROL 30 40 10 0.104 | 0.107 | 0.109 9.732 9.879 9.977 9.863 086
30 40 10 0.104 | 0.105 0.11 9.732 9.781 9.027 9.847
30 80 10 0.303 | 0.286 | 0.283 13.504 | 12.669 | 12.522 12.898
30 80 10 0.324 | 0.318 | 0.295 14.535 | 14.241 | 13.111 13.963 1343
30 40 50 0.152 | 0.144 | 0.148 11.089 | 12.696 | 12.893 12.226
30 40 50 0.147 | 0.141 | 0.149 12.843 | 12.549 | 12.942 12.778 12:30
30 80 50 0.309 | 0.306 | 0.312 | 14.798 | 15.651 | 16.946 15.798 (57
30 80 50 0.337 | 0.352 | 0.319 15.473 15.91 15.89 15.757
15 60 30 0.118 | 0.121 | 0.115 8.419 8.567 8.272 8.419
15 60 30 0.113 | 0.117 | 0.117 8.174 8.37 8.37 8.305 8.36
ACETONA 60 30 60 0.158 | 0.156 | 0.154 6.383 6.285 6.187 6.285 6.29
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Anexo 2: Contenido de Polifenoles en semilla de orujo de uva

Tratamiento Concentracion mg EAG/gss PROMEDIO
Solvente Co T iompo ABSORBANII\\J/I CIA A 765 PR(;IY;F(:}]/)IO T((}):EA/L
R1 R2 R3 mg gss | mg gss
(%) (°C) | (min)
0 40 10 0.171 | 0.183 | 0.176 | 4.035 4374 4.177 4.195
0 40 10 0.179 | 0.185 | 0.191 | 4.261 443 4.6 443 3
0 30 10 0.253 | 0.226 | 0.235 6.35 5.588 5.842 5.926
0 80 10 0.208 | 0.225 | 0.213 | 5.079 5.559 5.221 5.286 >0l
0 40 50 0.225 | 0.228 | 0.231 | 5.559 5.644 5.729 5.644
0 40 50 0.215 0.219 0.229 5.277 5.39 5.672 5.447 >
0 80 50 0.195 | 0.214 | 0.205 | 7.713 7.249 7.995 7.652
0 80 50 0.21 0.193 | 0.199 | 7.136 7.656 7.825 7.539 760
30 40 10 0.208 | 0.217 | 0.215 | 5.079 5.333 5.277 5.23
ETANOL 5.69
30 40 10 0.253 0.23 0.255 6.35 5.7 6.406 6.152
30 80 10 0392 | 0401 | 0386 | 10.272 | 10.526 10.103 10.300
30 80 10 0.406 | 0.393 | 0.386 | 10.667 | 10.300 10.102 10.356 1033
30 40 50 0.339 | 0.347 | 0331 | 8.776 9.002 8.550 8.776
30 40 50 0.309 | 0.305 | 0302 | 7.930 7.817 7.732 7.826 830
30 80 50 0399 | 0432 | 0439 | 13.469 13.4 13.598 11.156
30 80 50 0433 | 0446 | 0435 | 13.429 | 13.796 13.485 11.57 136
15 60 30 0.201 0.2 0.209 | 6.882 6.854 5.108 6.281
15 60 30 0.194 | 0.197 | 0.203 | 6.685 6.769 6.939 6.797 6->4
0 40 10 0.171 0.183 0.176 | 4.035 4374 4.177 4.195
0 40 10 0.179 | 0.185 | 0.191 | 4.261 4.430 4.600 4.43 3
0 30 10 0.253 | 0.226 | 0.235 | 6.350 5.588 5.842 5.926
0 80 10 0.208 | 0.225 | 0.213 | 5.079 5.559 5.221 5.286 >0l
0 40 50 0.225 | 0.228 | 0.231 | 5.559 5.644 5.729 5.644
0 40 50 0.215 | 0.219 | 0.229 | 5277 5.390 5.672 5.447 >
0 30 50 0.195 | 0.214 | 0.205 | 7.713 7.249 7.995 7.652
0 80 50 0.21 0.193 | 0.199 | 7.136 7.656 7.825 7.539 760
30 40 10 0.191 | 0.209 | 0.202 | 6.600 6.108 6.91 6.539
GLICEROL 6.61
30 40 10 0.197 | 0.189 | 0.196 | 6.769 6.543 6.741 6.684
30 80 10 0.33 0321 | 0.316 | 12.522 | 12.268 12.127 12.306
30 80 10 0.292 | 0.301 0.319 12.45 11.704 12.212 12.122 1221
30 40 50 0.251 | 0.243 | 0.246 | 9.293 9.067 9.152 9.171
30 40 50 0.256 | 0.255 | 0.252 | 9.434 9.406 9.321 9.387 o2
30 80 50 0.632 | 0.652 | 0.649 | 17.045 | 17.609 17.524 17.393
30 80 50 0.599 | 0.616 | 0.609 | 16.113 | 16.593 16.396 16.367 1088
15 60 30 0.187 | 0.176 | 0.179 | 4.487 4177 4.261 4.308
15 60 30 0.173 | 0.170 | 0.182 | 4.092 4.007 4.346 4.148 -2
ACETONA 60 30 60 0.226 | 0.229 | 0.231 | 5.587 5.672 5.728 5.662 5.66
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Anexo 3a: Capacidad antioxidante (DPPH) en semilla de orujo de uva (Etanol)

R1 R2 R3 R1 R2 R3 (mg/ml) (mg/ml)
0.574 | 0.576 | 0.576 | 12.053 | 11.747 | 11.747
0%, 40°C, 10 min -1 | 0.601 [0.599 | 0.598 | 7.916 | 8.223 | 8376 | 15.023 | 13.267 | 12.581 13.624
0.625 | 0.624 | 0.622 | 4.239 | 4.392 | 4.699
0.573 | 0.570 | 0.571 | 12.206 | 12.666 | 12.513 1336
0%, 40°C, 10 min -2 | 0.599 [0.591 | 0.597 | 8223 | 9.448 | 8529 | 16.034 | 13.151 | 11.297 13.494
0.622 | 0.621 | 0.623 | 4.699 | 4.852 | 4.545
0.565 |0.561 | 0.564 | 21.637 | 22.191 | 21.775
0%, 80°C, 10 min -1 | 0.616 [0.612 | 0.611 | 14.563 | 15.118 | 15.257 | 9.698 | 11.874 | 10.189 10.587
0.634 0.638 | 0.631 | 12.067 | 11.512 | 12.483
0.570 | 0.569 | 0.567 | 20.943 | 21.082 | 21.359 1030
0%, 80°C, 10 min -2 | 0.612 [0.619 | 0.612 | 15.118 | 14.147 | 15.118 | 8579 | 117 | 9.74 10.006
0.624 | 0.631 | 0.629 | 13.454 | 12.483 | 12.760
0.574 | 0.576 | 0.576 | 20.388 | 20.111 | 20.111
0%, 40°C, 50 min -1 | 0.598 | 0.595 | 0.592 | 17.060 | 17.476 | 17.892 | 9.42 | 9223 | 9.42 9.354
0.630 | 0.634 | 0.634 | 12.621 | 12.067 | 12.067
0.573 | 0.570 | 0.571 | 20.527 | 20.943 | 20.804 >3
0%, 40°C, 50 min -2 | 0.599 [0.591 | 0.597 | 16.921 | 18.031 | 17.198 | 9.183 | 10.216 | 8.514 9.304
0.629 | 0.621 | 0.623 | 12.760 | 13.870 | 13.592
0.546 |0.543 | 0.541 | 16.343 | 16.803 | 17.109
0%, 80°C, 50 min -1 | 0.580 |0.579 | 0.583 | 11.134 | 11.287 | 10.674 | 5981 | 5.194 | 5.587 5.587
0.647 | 0.649 | 0.651 | 0.868 | 0.562 | 0.255
0.543 | 0.552 | 0.549 | 16.803 | 15.424 | 15.884 >3
0%, 80°C, 50 min -2 | 0.584 |0.588 | 0.589 | 10.521 | 9.908 | 9.755 | 5.348 | 5.823 | 4.309 5.160
0.647 | 0.649 | 0.648 | 0.868 | 0.562 | 0.715
0.548 | 0.551 | 0.549 | 33.994 | 23.578 | 23.856
30%,40°C, 10 min -1 | 0.637 | 0.639 [ 0.639 | 11.650 | 11.373 | 11.373 | 11.274 | 11.765 | 11.202 11.414
0.646 | 0.651 | 0.654 | 10.402 | 9.709 | 9.293
0.547 0.558 | 0.541 | 24.133 | 22.607 | 24.965 Ha
30%, 40°C, 10 min -2 | 0.630 | 0.622 [ 0.628 | 12.621 | 13.731 | 12.899 | 11.519 | 11.614 | 11.277 11.470
0.660 | 0.656 | 0.653 | 8.460 | 9.015 | 9.431
0.488 | 0.479 | 0.481 | 52.324 | 53.560 | 50.287
30%, 80°C, 10 min -1 | 0.499 | 0.511 | 0.513 | 30.791 | 29.126 | 28.849 | 6.967 | 6.866 | 7.359 7.064
0.598 | 0.599 | 0.589 | 17.060 | 16.921 | 18.308
0.470 |0.486 | 0.476 | 34.813 | 32.594 | 33.981 73
30%,80°C, 10 min -2 | 0.547 | 0.549 | 0.545 | 24.133 | 23.856 | 24.411 | 7.184 | 7.997 | 7.701 7.627
0597 [0.592 | 0.597 | 17.198 | 17.892 | 17.198
30%,80°C, 50 min -1 | 0.448 | 0.459 | 0.455 | 37.864 | 36.338 | 36.893 | 4.446 | 4.987 | 4.612 4.682 459
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0.559

0.552

0.557

22.469

23.440

22.746

0.570

0.579

0.581

20.943

19.695

19.417

30%, 80°C, 50 min -2

0.455

0.468

0.463

36.893

35.090

35.784

0.528

0.550

0.535

26.768

23.717

25.798

0.589

0.583

0.574

18.308

19.140

20.388

4.78

4.6

4.098

4.493

30%,40°C, 50 min -1

0.287

0.283

0.289

41.637

42.672

41.245

0.359

0.356

0.355

14.592

15.305

15.543

0.388

0.387

0.385

7.692

7.930

8.406

8.887

8.687

7.985

8.520

30%, 40°C, 50 min -2

0.289

0.294

0.292

45.667

40.870

40.531

0.355

0.360

0.350

15.543

14.354

16.733

0.385

0.388

0.389

8.406

7.692

7.454

8.196

8.045

7.04

7.760

8.14

15%, 60°C, 30 min -1

0.284

0.277

0.273

32.435

34.100

35.052

0.326

0.325

0.321

22.443

22.680

23.632

0.350

0.353

0.346

16.733

16.019

17.684

8.872

8.846

8.381

8.700

15%, 60°C, 30 min -2

0.275

0.279

0.281

34.576

33.624

33.148

0.335

0.331

0.337

20.301

21.253

19.826

0.352

0.351

0.349

16.257

16.495

16.971

8.044

8.457

8.104

8.202

8.45
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Anexo 3b: Capacidad antioxidante (DPPH) en semilla de orujo de uva (glicerol)

Condicion

Absorbancia 517 nm

% inhibicion

IC50 (mg/ml)

R1

R2

R1 R2 R3

PROMEDIO
(mg/ml)

PROMEDIO
TOTAL

(mg/ml)

0% ,40°C, 10 min -1

0.574 | 0.576 | 0.576

12.053

11.747

11.747

0.601 | 0.599 | 0.598

7916

8.223

8.376

0.625 | 0.624 | 0.622

4.239

4.392

4.699

15.023 | 13.267 | 12.581

13.624

0%, 40°C, 10 min -2

0.573 | 0.570 | 0.571

12.206

12.666

12.513

0.599 | 0.591 | 0.597

8.223

9.448

8.529

0.622 | 0.621 | 0.623

4.699

4.852

4.545

16.034 | 13.151 | 11.297

13.494

13.56

0%, 80°C, 10 min -1

0.565 | 0.561 | 0.564

21.637

22.191

21.775

0.616 | 0.612 | 0.611

14.563

15.118

15.257

0.634 | 0.638 | 0.631

12.067

11.512

12.483

9.698 | 11.874 | 10.189

10.587

0%, 80°C, 10 min -2

0.570 | 0.569 | 0.567

20.943

21.082

21.359

0.612 | 0.619 | 0.612

15.118

14.147

15.118

0.624 | 0.631 | 0.629

13.454

12.483

12.760

8.579 11.7 9.74

10.006

10.30

0%, 40°C, 50 min -1

0.574 | 0.576 | 0.576

20.388

20.111

20.111

0.598 | 0.595 | 0.592

17.060

17.476

17.892

0.630 | 0.634 | 0.634

12.621

12.067

12.067

942 | 9.223 9.42

9.354

0%, 40°C, 50 min -2

0.573 | 0.570 | 0.571

20.527

20.943

20.804

0.599 | 0.591 | 0.597

16.921

18.031

17.198

0.629 | 0.621 | 0.623

12.760

13.870

13.592

9.183 | 10.216 | 8.514

9.304

9.33

0% ,80°C, 50 min -1

0.546 | 0.543 | 0.541

16.343

16.803

17.109

0.580 | 0.579 | 0.583

11.134

11.287

10.674

0.647 | 0.649 | 0.651

0.868

0.562

0.255

5981 | 5.194 | 5.587

5.587

0%, 80°C, 50 min -2

0.543 | 0.552 | 0.549

16.803

15.424

15.884

0.584 | 0.588 | 0.589

10.521

9.908

9.755

0.647 | 0.649 | 0.648

0.868

0.562

0.715

5.348 | 5.823 | 4.309

5.160

5.37

30%, 40°C, 10 min -1

0.548 | 0.551 | 0.549

33.994

23.578

23.856

0.637 | 0.639 | 0.639

11.650

11.373

11.373

0.646 | 0.651 | 0.654

10.402

9.709

9.293

8.274 | 8.165 | 8.202

8.214

30%,40°C, 10 min -2

0.547 | 0.558 | 0.541

24.133

22.607

24.965

0.630 | 0.622 | 0.628

12.621

13.731

12.899

0.660 | 0.656 | 0.653

8.460

9.015

9.431

8.519 | 8.114 | 8.277

8.303

8.26

30%, 80°C, 10 min -1

0.488 | 0.479 | 0.481

52.324

53.560

50.287

0.499 | 0.511 | 0.513

30.791

29.126

28.849

0.598 | 0.599 | 0.589

17.060

16.921

18.308

4967 | 4.866 | 4.359

4.731

30%, 80°C, 10 min -2

0.470 | 0.486 | 0.476

34.813

32.594

33.981

0.547 | 0.549 | 0.545

24.133

23.856

24.411

0.597 | 0.592 | 0.597

17.198

17.892

17.198

4.184 | 4997 | 4.701

4.627

4.68

30%, 80°C, 50 min -1

0.448 | 0.459 | 0.455

37.864

36.338

36.893

2.046 | 2.187 | 2.412

2215

2.18
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0.559

0.552

0.557

22.469

23.440

22.746

0.570

0.579

0.581

20.943

19.695

19.417

30%, 80°C, 50 min -2

0.455

0.468

0.463

36.893

35.090

35.784

0.528

0.550

0.535

26.768

23.717

25.798

0.589

0.583

0.574

18.308

19.140

20.388

2.18

2.098

2.129

30%,40°C, 50 min -1

0.287

0.283

0.289

41.637

42.672

41.245

0.359

0.356

0.355

14.592

15.305

15.543

0.388

0.387

0.385

7.692

7.930

8.406

7.887

7.687

7.985

7.853

30%, 40°C, 50 min -2

0.289

0.294

0.292

45.667

40.870

40.531

0.355

0.360

0.350

15.543

14.354

16.733

0.385

0.388

0.389

8.406

7.692

7.454

7.196

7.045

7.04

7.094

7.47

15%, 60°C, 30 min -1

0.284

0.277

0.273

32.435

34.100

35.052

0.326

0.325

0.321

22.443

22.680

23.632

0.350

0.353

0.346

16.733

16.019

17.684

8.072

8.046

8.081

8.066

15%, 60°C, 30 min -2

0.275

0.279

0.281

34.576

33.624

33.148

0.335

0.331

0.337

20.301

21.253

19.826

0.352

0.351

0.349

16.257

16.495

16.971

8.044

8.457

8.104

8.202

8.13
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Anexo 4a: Capacidad antioxidante (DPPH) en piel de orujo de uva (etanol)

% inhibicion IC50 (mg/ml) FROMIEDIO
o
Solvente Absorbancia 517 nm PR(?HZ;EBIO '(I‘n?gjl?ﬂl)l
R1 R2 R3 R1 R2 R3

0.574 [0.576|0.576 | 12.053 | 11.747 | 11.747
0%,40°C,10 min -1 | 0.601 |0.599 | 0.598 | 7.916 | 8.223 | 8.376 |35.023 | 37.267 | 38.581 36.957

0.625 10.624|0.622 | 4.239 | 4392 | 4.699

0.573 0.570 | 0.571 | 12.206 | 12.666 | 12.513 36:00
0%,40°C,10 min -2 | 0.599 |0.591|0.597| 8.223 | 9.448 | 8.529 |[36.034 | 35.151 | 34.297 35.161

0.622 [0.621|0.623 | 4.699 | 4.852 | 4.545

0.565 |0.561|0.564 | 21.637 | 22.191 | 21.775
0%,80°C,10 min -1 | 0.616 |0.612|0.611 | 14.563 | 15.118 | 15.257 | 23.698 | 21.874 | 24.189 23.254

0.634 |0.638 |0.631 |12.067 | 11.512 | 12.483

0.570 | 0.569 | 0.567 | 20.943 | 21.082 | 21.359 249
0%,80°C,10 min-2 | 0.612 |0.619|0.612|15.118 | 14.147 | 15.118 | 28.579| 25.7 25.74 26.673

0.624 10.631|0.629 | 13.454 | 12.483 | 12.760

0.574 10.576|0.576 | 20.388 | 20.111 | 20.111
0% ,40°C,50 min -1 | 0.598 |0.595|0.592|17.060 | 17.476 | 17.892 | 29.42 | 29.223 | 29.42 29.354

0.630 |0.634 |0.634|12.621 | 12.067 | 12.067

0.573 10.570|0.571 | 20.527 | 20.943 | 20.804 283
0%,40°C,50 min -2 | 0.599 |0.591|0.597 | 16.921 | 18.031 | 17.198 | 29.183 | 31.216 | 30.514 30.304

0.629 |0.621|0.623 | 12.760 | 13.870 | 13.592

0.546 |0.543|0.541 | 16.343 | 16.803 | 17.109
0%,80°C,50 min -1 | 0.580 |0.579|0.583 |11.134 | 11.287 | 10.674 | 19.981 | 19.194 | 18.587 19.254

0.647 [0.649|0.651 | 0.868 | 0.562 | 0.255

0.543 10.552|0.549 | 16.803 | 15.424 | 15.884 o7
0%,80°C,50 min -2 | 0.584 |0.588|0.589 |10.521| 9.908 | 9.755 |19.348 | 20.823 | 20.309 20.160

0.647 ]0.649|0.648 | 0.868 | 0.562 | 0.715

0.327 10.327(0.329 | 22.205 | 22.205 | 21.729
30%,40°C,10 min -1 | 0.349 |0.351|0.346|16.971 | 16.495| 17.684 | 17.259| 15.65 | 15.354 16.088

0.374 10.380|0.374 | 11.023 | 9.596 | 11.023

0.325 |0.329 | 0.331 [ 22.680 | 21.729 | 21.253 104
30%,40°C,10 min -2 | 0.356 |0.357|0.361 | 15.305 | 15.067 | 14.116 | 15913 | 16.464 | 15.621 15.999

0.375 ]0.379|0.381 | 10.785 | 9.833 | 9.358

0.294 10.291{0.299 | 30.056 | 30.769 | 28.866
30%,80°C,10 min -1 | 0.325 |0.331|0.339|22.680|21.253| 19.350 | 10.001 | 10.122 | 9.863 9.995

0.358 [0.350|0.355 | 14.830 | 16.733 | 15.543

0.296 |0.292|0.289 | 29.580 | 30.531 | 31.245 1000
30%,80°C, 10 min -2 | 0.331 |0.324|0.337 | 21.253 | 22.918 | 19.826 | 10.111 | 10.009 | 9.905 10.008

0.358 [0.350|0.355 | 14.830 | 16.733 | 15.543
30%,40°C,50 min -1 | 0.318 |0.315|0.325 | 24.346 | 25.059 | 22.680 | 10.992 | 10.743 | 11.152 10.962 11.17
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0.345 |0.339]0.34217.922 1 19.350 | 18.636

0.374 10.371|0.369 | 11.023 | 11.737 | 12.213

0.320 |0.329|0.331 {23.870 | 21.729 | 21.253
30%,40°C,50 min -2 | 0.355 |0.356|0.350 | 15.543 | 15.305 | 16.733 | 11.501 | 11.127 | 11.498 11.375

0.379 0.385]0.383 | 9.833 | 8.406 | 8.882

0.243 1 0.249 | 0.247 | 42.189 | 40.761 | 41.237
30%,80°C,50 min-1 | 0.311 |0.318|0.311|26.011 |24.346| 26.011 | 8.683 | 8.516 | 8913 8.704

0.354 [0.359 [ 0.351 | 15.781 | 14.592 | 16.495

0.255 |0.261 | 0.258 | 39.334 | 37.906 | 38.620 54
30%,80°C,50 min -2 | 0.287 |0.343 | 0.286 |31.721 | 18.398 | 31.959 | 8.389 | 8.232 | 8512 8.378

0.353 [0.354|0.357 | 16.019 | 15.781 | 15.067

0.350 |0.359|0.352|16.733 | 14.592 | 16.257
15%,60°C,30 min -1 | 0.383 |0.384 | 0.385| 8.882 | 8.644 | 8.406 |[20.179 | 20.012 | 21.652 20.614

0.395 0.391]0.389 | 6.027 | 6.979 | 7.454

0.355 |0.351|0.356 | 15.543 | 16.495 | 15.305 2152
15%, 60°C,30 min -2 | 0.375 |0.369|0.381 | 10.785 | 12.213 | 9.358 |20.114 | 26.121 | 21.038 22.424

0.391 |0.385]0.395| 6.979 | 8.406 | 6.027
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Anexo 4b: Capacidad antioxidante (DPPH) en piel de orujo de uva (glicerol)

o PROMEDIO
Solvente Absorbancia 517 nm % inhibicion e il PR(?HZ;EBIO ;rr;);:ﬂil
R1 R2 R3 R1 R2 R3
0.574 10.576|0.576 | 12.053 | 11.747 | 11.747
0%,40°C,10 min -1 | 0.601 |0.599 [ 0.598 | 7.916 | 8.223 | 8.376 |35.023 | 37.267 | 38.581 36.957
0.625 10.624|0.622 | 4.239 | 4392 | 4.699
0.573 10.570|0.571 | 12.206 | 12.666 | 12.513 36:00
0% ,40°C,10 min -2 | 0.599 |0.591|0.597| 8.223 | 9.448 | 8.529 |36.034 | 35.151 | 34.297 35.161
0.622 [0.621|0.623 | 4.699 | 4.852 | 4.545
0.565 |0.561|0.564 | 21.637 | 22.191 | 21.775
0%,80°C,10 min -1 | 0.616 |0.612(0.611 | 14.563 | 15.118 | 15.257 | 23.698 | 21.874 | 24.189 23.254
0.634 |0.638|0.631|12.067 | 11.512 | 12.483
0.570 | 0.569 | 0.567 | 20.943 | 21.082 | 21.359 249
0%,80°C,10 min-2 | 0.612 |0.619|0.612|15.118 | 14.147 | 15.118 | 28.579| 25.7 25.74 26.673
0.624 |0.631|0.629 | 13.454 | 12.483 | 12.760
0.574 10.576 | 0.576 | 20.388 | 20.111 | 20.111
0% ,40°C,50 min -1 | 0.598 |0.595|0.592|17.060 | 17.476 | 17.892 | 29.42 | 29.223 | 29.42 29.354
0.630 |0.634]0.634|12.621 | 12.067 | 12.067
0.573 ]0.570|0.571 | 20.527 | 20.943 | 20.804 283
0%,40°C,50 min -2 | 0.599 |0.591(0.597 | 16.921 | 18.031 | 17.198 | 29.183 | 31.216 | 30.514 30.304
0.629 |0.621|0.623 | 12.760 | 13.870 | 13.592
0.546 |0.5430.541 | 16.343 | 16.803 | 17.109
0%,80°C,50 min -1 | 0.580 |0.579|0.583 | 11.134|11.287 | 10.674 | 19.981 | 19.194 | 18.587 19.254
0.647 10.649|0.651 | 0.868 | 0.562 | 0.255
0.543 ]0.552|0.549 | 16.803 | 15.424 | 15.884 o7
0%,80°C,50 min -2 | 0.584 |0.588 |0.589 |10.521 | 9.908 | 9.755 |19.348 | 20.823 | 20.309 20.160
0.647 ]0.649|0.648 | 0.868 | 0.562 | 0.715
0.327 ]0.327]0.329 | 22.205 | 22.205 | 21.729
30%,40°C,10 min -1 | 0.349 |0.351|0.346| 16.971 | 16.495 | 17.684 | 17.259| 15.65 | 18.354 17.088
0.374 10.380|0.374 | 11.023 | 9.596 | 11.023
0.325 |0.32910.331|22.680 | 21.729 | 21.253 tot
30%,40°C,10 min -2 | 0.356 |0.357|0.361 | 15.305| 15.067 | 14.116 | 15913 | 16.464 | 16.621 16.333
0.375 ]0.379]0.381 | 10.785| 9.833 | 9.358
0.294 |0.291|0.299 | 30.056 | 30.769 | 28.866
30%,80°C,10 min -1 | 0.325 |0.331|0.339|22.680|21.253 | 19.350 | 10.431| 10.69 | 11.863 10.995
0.358 [0.350|0.355 | 14.830 | 16.733 | 15.543
0.296 |0.292 |0.289 | 29.580 | 30.531 | 31.245 107
30%,80°C,10 min -2 | 0.331 |0.324|0.337 | 21.253 |22.918 | 19.826 | 10.822| 10.979 | 9.705 10.502
0.358 [0.350|0.355 | 14.830 | 16.733 | 15.543
30%,40°C,50 min -1 | 0.318 |0.315|0.325 | 24.346 | 25.059 | 22.680 | 13.992 | 13.743 | 18.152 15.296 15.17
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0.345 |0.339]0.342 | 17.922 | 19.350 | 18.636

0.374 10.371]0.369 | 11.023 | 11.737 | 12.213

0.320 |0.329]0.331 | 23.870 | 21.729 | 21.253
30%,40°C,50 min -2 | 0.355 |0.356 |0.350 | 15.543 | 15.305 | 16.733 | 13.501 | 15.127 | 16.498 15.042

0.379 0.385|0.383 | 9.833 | 8.406 | 8.882

0.243 0.249 | 0.247 | 42.189 | 40.761 | 41.237
30%,80°C,50 min-1 | 0.311 |0.318|0.311|26.011|24.346 | 26.011 | 4.683 | 5.016 | 5.013 4.904

0.354 [0.359|0.351 | 15.781 | 14.592 | 16.495

0.255 |0.261 | 0.258 | 39.334 | 37.906 | 38.620 >3
30%,80°C,50 min -2 | 0.287 |0.343|0.286 | 31.721 | 18.398 | 31.959 | 5389 | 6.232 | 5.512 5.711

0.353 [0.354|0.357 | 16.019 | 15.781 | 15.067

0.350 |0.359]0.352 | 16.733 | 14.592 | 16.257
15%,60°C,30 min -1 | 0.383 |0.384 |0.385| 8.882 | 8.644 | 8.406 |20.179 | 28.432 | 23.652 24.088

0.395 0.391]0.389 | 6.027 | 6.979 | 7.454

0.355 |0.351|0.356 | 15.543 | 16.495 | 15.305 278
15%, 60°C,30 min -2 | 0.375 |0.369 | 0.381 | 10.785 | 12.213 | 9.358 | 25.84 | 26.621 | 23.938 25.466

0.391 |0.385|0.395| 6.979 | 8.406 | 6.027
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Anexo 5: Capacidad antioxidante (ORAC) en piel de orujo de uva

Solvente Tratamiento PROMEDIO | PROMEDIO
(%) °C min umoles eq trolox/L (uM) H molﬁlsafgit;oslg:a/gr de UL ";‘/IO];:I‘,I@;SS
0 40 10 | 7125 | 73025 | 741.75 | 19.245 | 19.724 | 20.035 19.668
0 40 10 | 732.05 | 684.75 | 64725 | 19.772 | 18.495 | 17.482 18.583 o
0 80 10 | 12256 | 1124 | 1164 | 38264 | 40338 | 38.631 39.078
0 80 10 | 1117.6 | 11328 | 1159.2 | 42.329 | 39.585 | 40.298 |  40.737 991
0 40 50 | 1416.8 | 1493.6 | 14304 | 33.102 | 30.358 | 31439 |  31.633
0 40 50 | 15672 | 1465.6 | 1492 | 30.185 | 30.596 | 31.309 |  30.697 3116
0 80 50 | 16104 | 1536 | 1528.8 | 43.495 | 41.485 | 41.291 42.090
0 80 50 | 1529.6 | 1519.2 | 1600.8 | 41.314 | 41.033 | 43237 |  41.861 o8
30 | 40 10 | 2719.2 | 2576.8 | 2780.8 | 73.442 | 69.596 | 75.106 |  72.715

ETANOL 30 | 40 10 | 28272 | 2684.8 | 27184 | 7636 | 72.514 | 73.422 | 74.099 74l
30 | 80 10 5052 | 5150 | 5250 |136453| 139.1 |141.801| 139.118
30 | 80 10 4932 | 5100 | 4934 |133207|137.744|133261 | 134737 13693
30 | 40 50 | 49305 | 47985 | 4914 |[133.163 | 141.598 | 152.718 |  142.493
30 | 40 50 4953 | 4662 | 4797 |133.773 | 145913 (149.559 |  143.082 14279
30 | 80 50 5636 | 5152 | 4886 |122.218139.146|131.962| 131.109
30 | 80 50 5248 | 5714 | 4966 |121.736 |154.321| 134.12 | 136.726 13392
15 | 60 30 | 23992 | 2444 | 2541.6 | 64.799 | 66.008 | 68.645 |  66.484
15 | 60 30 | 24256 | 2532 | 23984 | 6551 | 68.383 | 64.775 |  66.223 0633
0 40 10 | 7125 | 73025 | 74175 | 19.245 | 19.724 | 20.035 19.668
0 40 10 | 732,05 | 684.75 | 647.25 | 19.772 | 18.495 | 17.482 18.583 o
0 80 10 | 12256 | 1124 | 1164 | 38.264 | 40338 | 38.631 39.078
0 80 10 | 1117.6 | 1132.8 | 1159.2 | 42.329 | 39.585 | 40.298 |  40.737 991
0 40 50 | 1416.8 | 1493.6 | 14304 | 33.102 | 30.358 | 31439 |  31.633
0 40 50 | 15672 | 1465.6 | 1492 | 30.185 | 30.596 | 31.309 |  30.697 3116
0 80 50 | 16104 | 1536 | 1528.8 | 43.495 | 41.485 | 41.291 42.090
0 80 50 | 1529.6 | 1519.2 | 1600.8 | 41.314 | 41.033 | 43237 |  41.861 4198
30 | 40 10 | 3546.5 |3567.48 | 3847.5 | 95.782 | 96.349 | 103912 |  98.681

GLICEROL 0T 40 10 |3647.58 | 3747.5 | 3537.5 | 98.516 [ 101215 | 95.543 |  98.425 9855
30 | 80 10 | 5488.9 | 5547.5 | 5467.4 | 14824 | 149.823 | 147.66 | 148.574
30 | 80 10 | 57674 | 5437.4 | 5437.4 | 155768 | 146.855 | 146.855 | 149.826 14920
30 | 40 50 |5085.04 |5226.72 [ 5149.12 | 137.333 | 141.16 | 139.064 |  139.186
30 | 40 50 |522936| 4990 | 5078 |141.231|134.766|137.143| 137.713 13845
30 | 80 50 6782 | 6787 | 6215 |183.165| 1833 |167.852| 178.106
30 | 80 50 6275 | 63425 | 67815 | 169474 | 171297 | 183.154 |  174.642 17637
15 | 60 30 | 2592.8 | 2631.2 | 2565.6 | 70.025 | 71.062 | 69.29 70.126
15 | 60 30 2688 | 2658 | 2572 | 72.594 | 71784 | 69.461 |  71.280 7070
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Anexo 6: Capacidad antioxidante (ORAC) en semilla de orujo de uva

Tratamiento PROMEDIO
Solvente PROMEDIO TOTAL
(%) | °C min umoles eq trolox/L (uM) H mol;c;a?;itzosl::;gr = MM ET/gss | uM ET/gss

0 40 10 1227 1142 1171.5 | 19.044 | 17.725 | 18.183 18.317
0 40 10 1237.5 1228 1272 19.207 | 19.059 | 19.742 19.336 1883
0 80 10 3554 3476 3480 | 55.163 | 53.953 | 54.015 54.377
0 80 10 3326 3456 3367 | 51.621 | 53.639 | 52.258 52.506 2344
0 40 50 1396 1248 13584 | 21.667 | 19.37 | 21.083 20.707
0 40 50 1307.2 | 14224 1252 20.289 | 22.077 | 19.433 20.600 2065
0 80 50 3916 3887 3950 60.78 60.33 | 61.308 60.806
0 80 50 3870 3753 3898 | 60.065 | 58.249 | 60.499 59.604 0021
30 40 10 2964.8 | 3029.6 | 3024.8 | 46.015 | 47.021 | 46.946 46.661

ETANOL 46.24
30 40 10 2875.2 | 2959.2 | 3020 | 44.626 | 45.93 | 46.873 45.810
30 80 10 5052 5150 5330 | 78.413 | 79.934 | 82.728 80.358
30 80 10 4932 4822 5148 76.547 | 74.84 79.9 77.096 87
30 40 50 4587 4662 | 47775 | 71.193 | 72.358 | 74.15 72.567
30 40 50 4498.5 | 4351.5 | 4684.5 | 69.819 | 67.538 | 72.706 70.021 72
30 80 50 7510 8255 8210 | 116.558 | 128.121 | 127.422 124.034
30 80 50 8900 8405 8010 | 138.134 | 130.452 | 124.321 130.969 12750
15 60 30 31104 | 3039.2 | 3031.2 | 48.275 | 47.17 | 47.045 47.497
15 60 30 3177.6 | 3013.6 | 3058.4 | 49.32 | 46.775 | 47.47 47.855 47,68
0 40 10 1227 1142 1171.5 | 19.044 | 17.725 | 18.183 18.317
0 40 10 1237.5 1228 1272 19.207 | 19.059 | 19.742 19.336 1883
0 80 10 3554 3476 3480 | 55.163 | 53.953 | 54.015 54.377
0 80 10 3326 3456 3367 | 51.621 | 53.639 | 52.258 52.506 344
0 40 50 1556 |1709.12 | 1803.44 | 21.667 | 19.37 | 21.083 20.707
0 40 50 1547.2 | 1637.2 | 1789.12 | 20.289 | 22.077 | 19.433 20.600 2065
0 80 50 3916 3887 3950 60.78 60.33 | 61.308 60.806
0 80 50 3870 3753 3898 | 60.065 | 58.249 | 60.499 59.604 6021
30 40 10 3647 | 35354 | 3745.2 | 56.603 | 54.871 | 58.127 56.534

GLICEROL 56.18

30 40 10 3699 | 3412.2 | 3677.3 | 57.413 | 52.961 | 57.076 55.817
30 80 10 | 8184.45|8621.25| 8334 |127.028 | 133.808 | 129.35 130.062
30 80 10 8304.6 | 8754.6 |8154.45|128.897 | 135.882 | 126.567 130.449 13026
30 40 50 | 4869.75| 5304.6 | 5644.5 | 75.583 | 82.332 | 87.608 81.841
30 40 50 | 4871.25|5471.25| 5698.5 | 75.608 | 84.921 | 88.448 82.992 8242
30 80 50 15125 | 14775 | 15060 |234.751 |229.318 | 233.742 232.604
30 80 50 14975 | 15090 | 15945 |232.425| 234.21 | 247.48 238.038 23932
15 60 30 2352.8 | 2391.2 | 23104 | 76.518 | 67.114 | 70.86 71.497
15 60 30 2257.6 | 2300 | 2320.8 | 75.039 | 65.697 | 70.02 70.252 7087
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Anexo 7: Perfil de polifenoles presente en piel de orujo de uva

TRATAMIENTO POLIFENOL Cl?ij;;)AD
Catequina 13.6484
Acido Cafeico 3.2747
Procianidina B2 19.7394
Epicatequina 24.5821
ngc Acido Vanilico 13547
0% ETOH - 50 min | Rutina 16.3630
Procianidina A2 6.4074
Quercetin 0.8289
Resveratrol 42.9861
Kaempferol 5.2262
TOTAL 470.7506
TRATAMIENTO PSSLIEICE:IEIF?é(E;S Cl?l?g;s)s?])
Catequina 23.4658
Acido Cafeico 6.3648
Procianidina B2 39.3547
Epicatequina 31.2548
8};"]C Acido Vanilico 5.2126
30% ETOH - 50 min | Rutina 72.3648
Procianidina A2 14.2739
Quercetina 45.2879
Resveratrol 42.9852
Kaempferol 18.3647
TOTAL 397.0684
atsETo | TOUFENOLES | caTDAD
Catequina 32.3647
Acido Cafeico 7.999823
Procianidina B2 17.362807
Epicatequina 53.075273
81;"] C Acido Vanilico 10.3425
30% GLY - 50 min | Rutina 43.4758
Procianidina A2 9.315383
Quercetina 130.43979
Resveratrol 72.3546
Kaempferol 29.3647
TOTAL 654.398006

TRATAMIENTO POLIFENOL (CLWILIDID
(ug/gss)

Catequina 12.3648

Acido Cafeico 2.9141

Procianidina B2 17.4345

Epicatequina 23.0776

ggfc Acido Vanilico 23648

0% ETOH - 50 min | Rutina 11.2537

Procianidina A2 5.9085

Quercetin 0.9042

Resveratrol 42.9874

Kaempferol 5.2106

TOTAL 433.3765

TRATAMIENTO POLIFENOL SRR
(ug/gss)

Catequina 22.4649

Acido Cafeico 6.3947

Procianidina B2 40.2537

Epicatequina 30.3648

8};"2C Acido Vanilico 5.0542

30% ETOH - 50 min | Rutina 67.3465

Procianidina A2 15.2749

Quercetin 41.0993

Resveratrol 42.9844

Kaempferol 17.3948

TOTAL 384.2582

TRATAMIENTO POLIFENOL SRR e
(ug/gss)

Catequina 38.3648

Acido Cafeico 7.4536

Procianidina B2 16.378988

Epicatequina 51.94025

81;"2 C Acido Vanilico 12.3648

30% GLY - 50 min | Rutina 47.7374

Procianidina A2 8.1307838

Quercetina 120.23464

Resveratrol 75.3647

Kaempferol 31.2974

TOTAL 636.891112
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Anexo 8: Perfil de polifenoles presente en semilla de orujo de uva

TRATAMIENTO POLIFENOL (CLNIILDIAD
(ug/gss)

Catequina 23.4656
Acido Cafeico 4.37465
Procianidina B2 25.6473
Epicatequina 14.560653
S0°C - 3008 ETop . | Acido Vanilico 3.847565
50 min Rutina 0
Procianidina A2 19.264874
Quercetin 0
Resveratrol 0
Kaempferol 0
TOTAL 144.597408

TRATAMIENTO POLIFENOL (CLNIILDIAD

(ug/gss)

Catequina 65.929536
Acido Cafeico 8.38474
Procianidina B2 43.184156
Epicatequina 138.45543
8‘3}(: Acido Vanilico 5.46573
30% GLY - 50 min | Rutina 0
Procianidina A2 28.46382
Quercetin 0
Resveratrol 0
Kaempferol 0
TOTAL 478.678855

TRATAMIENTO POLIFENOL (CLWILIDID
(ug/gss)

Catequina 22.37585

Acido Cafeico 3.27485

Procianidina B2 28.39485

Epicatequina 14.409639

S0°C. - 3007 ETOm . |Acido Vanilico | 29547546

50 min Rutina 0

Procianidina A2 21.47585

Quercetin 0

Resveratrol 0

Kaempferol 0

TOTAL 146.191499

TRATAMIENTO POLIFENOL (CLUIIDID
(ug/gss)

Catequina 69.820501

Acido Cafeico 8.362844

Procianidina B2 45.559719

Epicatequina 152.0838

81320 . Acido Vanilico 6.37463

30% GLY - 50 min | Rutina 0

Procianidina A2 26.37495

Quercetin 0

Resveratrol 0

Kaempferol 0

TOTAL 502.796378
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Anexo 9. ANOVA para polifenoles totales en semilla de orujo

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razon-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Solvente 0.0025205 1 0.0025205 0.02 0.0024
B:Concentracion 118.626 1 118.626 888.26 0.0000
C:Temperatura 65.2596 1 65.2596 488.66 0.0000
D:Tiempo 28.185 1 28.185 211.05 0.0000
INTERACCIONES
AB 0.0266805 1 0.0266805 0.20 0.0309
AC 5.0102 1 5.0102 37.52 0.0000
AD 5.86189 1 5.86189 43.89 0.0000
BC 51.4554 1 51.4554 385.29 0.0000
BD 20.9304 1 20.9304 156.73 0.0000
CD 0.506521 1 0.506521 3.79 0.0492
ABC 4.51652 1 4.51652 33.82 0.0000
ABD 5.32685 1 5.32685 39.89 0.0000
ACD 9.56375 1 9.56375 71.61 0.0000
BCD 11.2836 1 11.2836 84.49 0.0000
ABCD 10.2763 1 10.2763 76.95 0.0000
RESIDUOS 2.13678 16 [0.133549
TOTAL (CORREGIDO) 338.968 31

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

Pruebas de comparacion Tukey (tipo de solvente, concentracién, temperatura y tiempo)
Meétodo: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Solvente Casos

Media LS

Sigma LS

Grupos Homogéneos

ETANOL 16

6.02425

0.0913608

X

GLICEROL |16

7.042

0.0543608

X

Contraste

Sig.

Diferencia

+/- Limites

ETANOL - GLICEROL

-0.01775

0.2739

* indica una diferencia significativa.

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Concentracion | Casos

Media LS

Sigma LS

Grupos Homogéneos

0 16

5.10775

0.0913608

X

30 16

8.9585

0.0913608

X

Contraste |Sig.

Diferencia

+/- Limites

0-30 *

-3.85075

0.2739

* indica una diferencia significativa.

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Temperatura |Casos

Media LS

Sigma LS

Grupos Homogéneos

40 16

5.60506

0.0913608

X

80 16

8.46119

0.0913608

X

Contraste |Sig.

Diferencia

+/- Limites

40 - 80 *

-2.85613

0.2739

* indica una diferencia significativa.

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tiempo Casos

Media LS

Sigma LS

Grupos Homogéneos

10 16

6.09462

0.0913608 |X

50 16

7.97163

0.0913608 X

Contraste |Sig.

Diferencia

+/- Limites

10-50 *

-1.877

0.2739

* indica una diferencia significativa.
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Anexo 10. ANOVA para DPPH en semilla de orujo

Anélisis de Varianza para DPPH - Suma de Cuadrados Tipo III

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

A:Solvente 34.3413 1 34.3413 174.85 0.0000
B:Concentracion 25.5434 1 25.5434 130.05 0.0000
C:Temperatura 132.153 1 132.153 672.85 0.0000
D:Tiempo 60.7478 1 60.7478 309.29 0.0000
INTERACCIONES

AB 0.0427781 1 0.0427781 0.22 0.0370
AC 1.80975 1 1.80975 9.21 0.0079
AD 7.00315 1 7.00315 35.66 0.0000
BC 0.784378 1 0.784378 3.99 0.0350
BD 2.44758 1 2.44758 12.46 0.0028
CD 0.948753 1 0.948753 4.83 0.0430
ABC 0.00877813 1 0.00877813 0.04 0.8352
ABD 0.212878 1 0.212878 1.08 0.3133
ACD 0.206403 1 0.206403 1.05 0.3206
BCD 0.0399031 1 0.0399031 0.20 0.6582
ABCD 0.0712531 1 0.0712531 0.36 0.5554
RESIDUOS 3.14255 16 [0.196409

TOTAL (CORREGIDO) 269.504 31

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

Pruebas de comparacion Tukey (tipo de solvente, concentracién, temperatura y tiempo)

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Solvente Casos

Media LS |Sigma LS

Grupos Homogéneos

GLICEROL |16

6.56 0.110795

X

ETANOL 16

8.63187 0.110795

X

Contraste

Sig. |Diferencia

+/- Limites

ETANOL - GLICEROL

* 2.07187

0.332165

* indica una diferencia significativa.

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Concentracion | Casos

Media LS

Sigma LS

Grupos Homogéneos

30 16

6.7025

0.110795 |X

0 16

8.48937

0.110795 X

Contraste |Sig.

Diferencia

+/- Limites

0-30 *

1.78687

0.332165

* indica una diferencia significativa.

Meétodo: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Temperatura | Casos

Media LS

Sigma LS

Grupos Homogéneos

80 16

5.56375 0.110795

X

40 16

9.62813 0.110795

X

Contraste |Sig.

Diferencia

+/- Limites

40 - 80 *

4.06438

0.332165

* indica una diferencia significativa.

Meétodo: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tiempo | Casos

Media LS

Sigma LS

Grupos Homogéneos

50 16

6.21812

0.110795 |X

10 16

8.97375

0.110795

X

Contraste |Sig.

Diferencia

+/- Limites

10 - 50 *

2.75562

0.332165

* indica una diferencia significativa.
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Anexo 11. ANOVA para ORAC en semilla de orujo

Anélisis de Varianza para ORAC - Suma de Cuadrados Tipo I1I

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

A:Solvente 4312.16 1 4312.16 1258.11 0.0000
B:Concentracion 33327.1 1 33327.1 9723.45 0.0000
C:Temperatura 26299.7 1 26299.7 7673.16 0.0000
D:Tiempo 6477.81 1 6477.81 1889.95 0.0000
INTERACCIONES

AB 3831.91 1 3831.91 1117.99 0.0000
AC 2209.81 1 2209.81 644.73 0.0000
AD 492.956 1 492.956 143.82 0.0000
BC 3727.02 1 3727.02 1087.39 0.0000
BD 4169.47 1 4169.47 1216.48 0.0000
CD 1433.52 1 1433.52 418.24 0.0000
ABC 2577.93 1 2577.93 752.13 0.0000
ABD 339.959 1 339.959 99.19 0.0000
ACD 309.812 1 309.812 90.39 0.0000
BCD 1200.29 1 1200.29 350.19 0.0000
ABCD 456.511 1 456.511 133.19 0.0000
RESIDUOS 54.8399 16 |3.4275

TOTAL (CORREGIDO) 91220.8 31

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

Pruebas de comparacion Tukey (tipo de solvente, concentracién, temperatura y tiempo)

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Solvente Casos |Media LS |Sigma LS |Grupos Homogéneos
ETANOL 16 59.6106 0462837 |X

GLICEROL |16 82.8274 0.462837 X

Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites

ETANOL - GLICEROL * -23.2168

1.38759

* indica una diferencia significativa.

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Concentracion |Casos |Media LS |Sigma LS |Grupos Homogéneos

0 16 38.9471 0462837 |X

30 16 103.491 0.462837 X

Contraste |Sig. |Diferencia +/- Limites

0-30 * -64.5437 1.38759

* indica una diferencia significativa.

Meétodo: 95.0 porcentaje Tukey HSD

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

40 16 42.5507 0462837 |X

80 16 99.8872 0.462837 X

Contraste |Sig. |Diferencia +/- Limites

40 - 80 * -57.3364 1.38759

* indica una diferencia significativa.

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tiempo |Casos |Media LS |Sigma LS

Grupos Homogéneos

10 16 56.9911 0.462837

X

50 16 85.4468 0.462837

X

Contraste |Sig. |Diferencia +/- Limites

10-50 * -28.4557 1.38759

* indica una diferencia significativa
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Anexo 12. ANOVA para polifenoles en piel de orujo

Anélisis de Varianza para PTF - Suma de Cuadrados Tipo III

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

A:Solvente 2.40627 1 2.40627 10.70 0.0048
B:Concentracion 97.005 1 97.005 431.55 0.0000
C:Temperatura 141.301 1 141.301 628.60 0.0000
D:Tiempo 30.7936 1 30.7936 136.99 0.0000
INTERACCIONES

AB 2.40627 1 2.40627 10.70 0.0048
AC 35.2485 1 35.2485 156.81 0.0000
AD 0.31502 1 0.31502 1.40 0.0238
BC 3.9165 1 3.9165 17.42 0.0007
BD 0.0283815 1 0.0283815 0.13 0.0270
CD 7.11682 1 7.11682 31.66 0.0000
ABC 35.2485 1 35.2485 156.81 0.0000
ABD 0.31502 1 0.31502 1.40 0.2538
ACD 0.592688 1 0.592688 2.64 0.1240
BCD 6.10839 1 6.10839 27.17 0.0001
ABCD 0.592688 1 0.592688 2.64 0.1240
RESIDUOS 3.59656 16 ]0.224785

TOTAL (CORREGIDO) 366.991 31

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

Pruebas de comparacion Tukey (tipo de solvente, concentracién, temperatura y tiempo)
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Solvente Casos

Media LS

Sigma LS

Grupos Homogéneos

GLICEROL [16

7.92862

0.118529 |X

ETANOL 16

8.47706

0.118529 X

Contraste

Sig. |Diferencia

+/- Limites

ETANOL - GLICEROL

* 0.548437

0.35535

* indica una diferencia significativa.

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Concentracion Casos

Media LS

Sigma LS

Grupos Homogéneos

0 16

6.46175

0.118529 |X

30 16

9.94394

0.118529 X

Contraste | Sig.

Diferencia

+/- Limites

0-30 *

-3.48219

0.35535

* indica una diferencia significativa.

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Temperatura | Casos

Media LS

Sigma LS

Grupos Homogéneos

40 16

6.1015

0.118529 |X

80 16

10.3042

0.118529 X

Contraste |Sig.

Diferencia

+/- Limites

40 - 80 *

-4.20269

0.35535

* indica una diferencia significativa.

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tiempo | Casos

Media LS

Sigma LS

Grupos Homogéneos

10 16

7.22187

0.118529

X

50 16

9.18381

0.118529

X

Contraste |Sig.

Diferencia

+/- Limites

10 - 50 *

-1.96194

0.35535

* indica una diferencia significativa.
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Anexo 13. ANOVA para DPPH en piel de orujo

Anélisis de Varianza para DPPH - Suma de Cuadrados Tipo III

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

A:Solvente 61.4386 1 61.4386 71.75 0.0000
B:Concentracion 1327.93 1 1327.93 1550.81 0.0000
C:Temperatura 590.992 1 590.992 690.18 0.0000
D:Tiempo 143.821 1 143.821 167.96 0.0000
INTERACCIONES

AB 42.0444 1 42.0444 49.10 0.0000
AC 24.1165 1 24.1165 28.16 0.0001
AD 5.29751 1 5.29751 6.19 0.0243
BC 76.0761 1 76.0761 88.84 0.0000
BD 0.787512 1 0.787512 0.92 0.0318
CD 0.93845 1 0.93845 1.10 0.0307
ABC 3.56445 1 3.56445 4.16 0.0582
ABD 1.14005 1 1.14005 1.33 0.2655
ACD 3.55111 1 3.55111 4.15 0.0586
BCD 2.45311 1 2.45311 2.86 0.1099
ABCD 1.20125 1 1.20125 1.40 0.2535
RESIDUOS 13.7005 16 [0.856281

TOTAL (CORREGIDO) 2299.05 31

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

Pruebas de comparacién Tukey (tipo de solvente, concentracién, temperatura y tiempo)

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Solvente Casos

Media LS

Sigma LS

Grupos Homogéneos

GLICEROL [16

17.2781

0.231339

X

ETANOL 16

20.0494

0.231339

X

Contraste

Sig.

Diferencia

+/- Limites

ETANOL - GLICEROL

* 2.77125

0.693555

* indica una diferencia significativa.

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Concentracion |Casos

Media LS

Sigma LS

Grupos Homogéneos

30 16

12.2219

0.231339  |X

0 16

25.1056

0.231339 X

Contraste |Sig.

Diferencia

+/- Limites

0-30 *

12.8837

0.693555

* indica una diferencia significativa.

Meétodo: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Temperatura | Casos

Media LS

Sigma LS

Grupos Homogéneos

80 16

14.3663

0.231339

X

40 16

22.9613

0.231339

X

Contraste |Sig.

Diferencia

+/- Limites

40 - 80 *

8.595

0.693555

* indica una diferencia significativa.

Meétodo: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tiempo | Casos

Media LS

Sigma LS

Grupos Homogéneos

50 16

16.5438

0.231339  |X

10 16

20.7837

0.231339

X

Contraste |Sig.

Diferencia

+/- Limites

10 - 50 * 4.24

0.693555

* indica una diferencia significativa.




Anexo 14. ANOVA para ORAC en piel de orujo

Anélisis de Varianza para ORAC - Suma de Cuadrados Tipo I1I

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Solvente 1423.03 1 1423.03 748.01 0.0000
B:Concentracion 71085.0 1 71085.0 37365.36  |0.0000
C:Temperatura 7149.39 1 7149.39 3758.03 0.0000
D:Tiempo 3313.43 1 3313.43 1741.68 0.0000
INTERACCIONES
AB 334.279 1 334.279 175.71 0.0000
AC 84.5195 1 84.5195 44 .43 0.0000
AD 10.5547 1 10.5547 5.55 0.0316
BC 967.01 1 967.01 508.30 0.0000
BD 1169.76 1 1169.76 614.87 0.0000
CD 928.396 1 928.396 488.00 0.0000
ABC 0.171991 1 0.171991 0.09 0.7675
ABD 0.0258781 1 0.0258781 0.01 0.9086
ACD 179.352 1 179.352 94.28 0.0000
BCD 235.239 1 235.239 123.65 0.0000
ABCD 208.009 1 208.009 109.34 0.0000
RESIDUOS 30.4389 16 [1.90243
TOTAL (CORREGIDO) 87118.6 31

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

Pruebas de comparacion Tukey (tipo de solvente, concentracién, temperatura y tiempo)

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Solvente Casos |Media LS |Sigma LS |Grupos Homogéneos
ETANOL 16 76.9431 0.344822 |X

GLICEROL |16 90.2802 0.344822 X

Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites

ETANOL - GLICEROL * -13.3371

1.03378

* indica una diferencia significativa.

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Concentracion |Casos |Media LS |Sigma LS |Grupos Homogéneos

0 16 36.4799 0.344822 |X

30 16 130.743 0.344822 X

Contraste |Sig. |Diferencia +/- Limites

0-30 * -94.2636 1.03378

* indica una diferencia significativa.

Meétodo: 95.0 porcentaje Tukey HSD

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

40 16 68.6645 0.344822 |X

80 16 98.5589 0.344822 X

Contraste |Sig. |Diferencia +/- Limites

40 - 80 * -29.8944 1.03378

* indica una diferencia significativa.

Meétodo: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tiempo |Casos |Media LS |Sigma LS

Grupos Homogéneos

10 16 73.436 0.344822

X

50 16 93.7874 0.344822

X

Contraste |Sig. |Diferencia +/- Limites

10 - 50 * -20.3514 1.03378

* indica una diferencia significativa.
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Anexo 15a. Andlisis de residuos para el contenido de polifenoles en piel de orujo
de uva

Resumen Estadistico para RESIDUOS

Recuento 32
Promedio 0
Mediana 0
Desviacién Estandar 0.303953
Coeficiente de %
Variacion

Minimo -0.884
Maximo 0.884
Rango 1.768
Sesgo Estandarizado 0
Curtosis Estandarizada |0.78544

Esta tabla muestra los estadisticos de resumen para RESIDUOS. Incluye medidas
de tendencia central, medidas de variabilidad y medidas de forma. De particular
interés aqui son el sesgo y la curtosis estandarizados, las cuales pueden utilizarse
para determinar si la muestra proviene de una distribucién normal. Valores de estos
estadisticos fuera del rango de -2 a +2 indican desviaciones significativas de la
normalidad, lo que tenderia a invalidar cualquier prueba estadistica con referencia
a la desviacion estdndar. En este caso, el valor del sesgo estandarizado se encuentra
dentro del rango esperado para datos provenientes una distribuciéon normal. El valor
de curtosis estandarizada se encuentra dentro del rango esperado para datos

provenientes de una distribucién normal.
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Anexo 15b. Andlisis de residuos para el contenido de polifenoles para semilla de
orujo de uva

Resumen Estadistico para RESIDUOS

Recuento 32
Promedio 0
Mediana 0
Desviacién Estandar 0.257599
Coeficiente de Variacién |%
Minimo -0.513
Maximo 0.513
Rango 1.026
Sesgo Estandarizado 0
Curtosis Estandarizada 0.054043

Esta tabla muestra los estadisticos de resumen para RESIDUOS. Incluye medidas
de tendencia central, medidas de variabilidad y medidas de forma. De particular
interés aqui son el sesgo estandarizado y la curtosis estandarizada, las cuales pueden
utilizarse para determinar si la muestra proviene de una distribucién normal.
Valores de estos estadisticos fuera del rango de -2 a +2 indican desviaciones
significativas de la normalidad, lo que tenderia a invalidar cualquier prueba
estadistica con referencia a la desviacion estandar. En este caso, el valor del sesgo
estandarizado se encuentra dentro del rango esperado para datos provenientes una
distribucion normal. EI valor de curtosis estandarizada se encuentra dentro del

rango esperado para datos provenientes de una distribucién normal.
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Anexo 16a. Andlisis de residuos para la capacidad antioxidante ORAC para piel de
orujo de uva

Resumen Estadistico para RESIDUOS

Recuento 32
Promedio 0
Mediana 0
Desviacion Estandar 2.61859
Coeficiente de Variacion %
Minimo -1.651
Maximo 1.651
Rango 1.302
Sesgo Estandarizado 0
Curtosis Estandarizada 1.02529

Esta tabla muestra los estadisticos de resumen para RESIDUOS. Incluye medidas
de tendencia central, medidas de variabilidad y medidas de forma. De particular
interés aqui son el sesgo estandarizado y la curtosis estandarizada, las cuales pueden
utilizarse para determinar si la muestra proviene de una distribucién normal.
Valores de estos estadisticos fuera del rango de -2 a +2 indican desviaciones
significativas de la normalidad, lo que tenderia a invalidar cualquier prueba
estadistica con referencia a la desviacion estandar. En este caso, el valor del sesgo
estandarizado se encuentra dentro del rango esperado para datos provenientes una
distribucién normal. El valor de curtosis estandarizada se encuentra dentro del

rango esperado para datos provenientes de una distribucién normal.
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Anexo 16b. Andlisis de residuos para la capacidad antioxidante ORAC para semilla
de orujo de uva

Resumen Estadistico para RESIDUOS

Recuento 32
Promedio 0
Mediana 0
Desviacion Estandar 1.05011
Coeficiente de Variacion |%
Minimo -1.869
Maximo 1.869
Rango 1.738
Sesgo Estandarizado 0
Curtosis Estandarizada 0.1981

Esta tabla muestra los estadisticos de resumen para RESIDUOS. Incluye medidas
de tendencia central, medidas de variabilidad y medidas de forma. De particular
interés aqui son el sesgo estandarizado y la curtosis estandarizada, las cuales pueden
utilizarse para determinar si la muestra proviene de una distribucién normal.
Valores de estos estadisticos fuera del rango de -2 a +2 indican desviaciones
significativas de la normalidad, lo que tenderia a invalidar cualquier prueba
estadistica con referencia a la desviacion estandar. En este caso, el valor del sesgo
estandarizado se encuentra dentro del rango esperado para datos provenientes una
distribucién normal. El valor de curtosis estandarizada se encuentra dentro del

rango esperado para datos provenientes de una distribucién normal.
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Anexo 17a. Andlisis de residuos para la capacidad antioxidante DPPH para semilla
de orujo de uva

Resumen Estadistico para RESIDUOS

Recuento 32
Promedio 0
Mediana 0
Desviacion Estandar 0.990595
Coeficiente de Variacion |%
Minimo -2.142
Maximo 2.142
Rango 4.284
Sesgo Estandarizado 0
Curtosis Estandarizada 0.540013

Esta tabla muestra los estadisticos de resumen para RESIDUOS. Incluye medidas
de tendencia central, medidas de variabilidad y medidas de forma. De particular
interés aqui son el sesgo estandarizado y la curtosis estandarizada, las cuales pueden
utilizarse para determinar si la muestra proviene de una distribucién normal.
Valores de estos estadisticos fuera del rango de -2 a +2 indican desviaciones
significativas de la normalidad, lo que tenderia a invalidar cualquier prueba
estadistica con referencia a la desviacion estandar. En este caso, el valor del sesgo
estandarizado se encuentra dentro del rango esperado para datos provenientes una
distribucién normal. El valor de curtosis estandarizada se encuentra dentro del

rango esperado para datos provenientes de una distribucién normal.
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Anexo 17b. Anélisis de residuos para la capacidad antioxidante DPPH para piel de
orujo de uva

Resumen Estadistico para RESIDUOS

Recuento 32
Promedio 0
Mediana 0
Desviacion Estandar 0.84655
Coeficiente de Variacion |%
Minimo -1.232
Maximo 1.232
Rango 4.284
Sesgo Estandarizado 0
Curtosis Estandarizada 1.02572

Esta tabla muestra los estadisticos de resumen para RESIDUOS. Incluye medidas
de tendencia central, medidas de variabilidad y medidas de forma. De particular
interés aqui son el sesgo estandarizado y la curtosis estandarizada, las cuales pueden
utilizarse para determinar si la muestra proviene de una distribucién normal.
Valores de estos estadisticos fuera del rango de -2 a +2 indican desviaciones
significativas de la normalidad, lo que tenderia a invalidar cualquier prueba
estadistica con referencia a la desviacion estandar. En este caso, el valor del sesgo
estandarizado se encuentra dentro del rango esperado para datos provenientes una
distribucién normal. El valor de curtosis estandarizada se encuentra dentro del

rango esperado para datos provenientes de una distribucién normal.
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PANEL DE FOTOGRAFIAS

Fig. N° 01: Pesado de Muestra (Piel) Fig. N° 02: Pesado de Muestra (Semilla)

Fig. N° 03: Uso de Reactivos Fig. N° 04: Adicion de Solvente a la
muestra para extraccion
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Fig. N° 05: Extraccién con Ultrasonido Fig. N° 06: Extraccion de Piel y Semilla
por Ultrasonido

[
’ |

Fig. N° 07: Filtrado de Muestras Fig. N° 08: Filtrado de Muestra de
semilla, después del centrifugado
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Fig. N° 09: Preparacion de Stock de Fig. N° 10: Preparacion de Curva
Fluoresceina estandar Trolox

Fig. N° 11: Preparacion de placa para Fig. N° 12: Preparacion de muestra para
Prueba ORAC Andlisis DPPH
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Fig. N° 13: Muestra para Anélisis DPPH Fig. N° 14: Uso de Equipo Lector de
Microplacas para ORAC

- »
Fig. N° 15: Placa insertada en el Lectorde  Fig. N° 16: Configuracion del Lector de
Microplacas ORAC Microplacas
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Fig. N° 17: Placa preparada para andlisis ~ Fig. N° 18: Placa Insertada en el Lector de
de Polifenoles Totales Microplacas para Anélisis de Polifenoles
Totales
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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 Pera 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 investigacién 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 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 deposito (marque con una X).
(X) Sl autorizo que se deposite inmediatamente.
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de la Universidad Nacional de Mogquegua, identificado(a) con DNI Ne.." 3 S320%¢.., autor(a)
del Trabajo de Investigacion / Tesis / Trabajo de suficiencia profesional, denominado:

...............................................................................................................................
...................................

Declaro bajo juramento que:

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

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

3. Los datos presentados en los resultados son reales, no han sido falseados, ni duplicados,
ni copiados y por tanto los resultados que se presentan en el trabajo de investigacion
constituirdan 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, ... 2.7, TV Qe(...2023.....
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FORMATO DE AUTORIZACION DE PUBLICACION EN EL REPOSITORIO
INSTITUCIONAL UNAM

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 Innovacién de Acceso Abierto
y Resolucion de Comision Organizadora N° 041-2022-UNAM que aprueba el Reglamento que
regula el Repositorio Institucional Digital de la UNAM.

1. DATOS DEL AUTOR

Nombres y Apellidos : Fiorella Lizeth Quispe Gomez
DNI/Carnet de Extranjeria/Pasaporte N° : 44497422

Correo electrénico : fiorelize_2017@hotmail.com
Teléfono/Celular : 953708297

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

Bachiller Titulo Magister Doctor Segunda
Profesional Especialidad
X

3. TIPO DE PUBLICACION (Marque con una X)

Articulo ( )

Tesis de pregrado ( X )

Tesis de Maestria ( )

Tesis de Doctorado ( )

Monografia ( )

Reporte de caso cientifico o hallazgos ( )

) Libro ( )

) Parte deunlibro ( )

i) Revision ( )

j) Conferencia ( )

k) Presentacion ( )

[) Articulo preliminar ( )

m) Articulo antes de ser publicado ( )

n) Articulode prensa ( )

o) Documentos internos ( )

p) Imagen ( )

g) Documentos técnicos ( )

r) Ponencias presentadas en eventos cientificos (Jornada, Congreso, Simposio
Conferencias, etc.) ( )

s) Informes de suficiencia profesional ( )

t) Patentes producidas por académicos/as ( )

o 8. m

)
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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 ( )

. DATOS DE LA PUBLICACION

a) Titulo: EXTRACCION ASISTIDA POR ULTRASONIDO DE COMPUESTOS BIOACTIVOS
DEL ORUJO DE UVA UTILIZANDO SOLVENTES ORGANICOS

b) Campo del conocimiento OCDE (Indicar el cédigo de clasificacion OCDE de la obra :
https://catalogos.concytec.gob.pe/vocabulario/ocde _ford.html) : 2.11.02

€ FOoha 00 DUBIGEDIND onesnionmmsnnnsimmnmn o e o as i B St v s s snaston

6. DATOS DEL ASESOR:

a) Nombres y Apellidos : Mgr. Erick Edwin Allcca Alca
b) DNI/Pasaporte/Cédula : 41057252
c¢) ORCID : 0000-0002-6116-7651

FIRMA e —— M 1 ................................................

DOCUMENTO DE IDENTIDAD : 44497422
NOMBRES Y APELLIDOS : FIORELLA LIZETH QUISPE GOMEZ
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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 depdsito da mi trabajo de investigacion, otorgo a la Universidad Nacional
de Moquegua, una Licencia No Exclusiva para reproducir. distribuir, comunicar al publico,
transformar ((inicamente mediante su traduccion a otros idiomas) y poner a disposicion del pablico
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 mas de un ejemplar, sin modificar su
contenido, solo con los propositos de seguridad, respaldo y preservacion.

Declaro que el trabajo de investigacion es una creacion de mi autoria y exclusiva 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 deposito (marque con una X).
(X) Sl autorizo que se deposite inmediatamente.
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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, efc., (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
constituirdan aporte a la realidad investigada.

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