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RESUMEN

El sur del Pert presenta cultivos importantes de algas rojas. En la tltima década, las algas
se han descrito como una gran fuente de compuestos de alto valor beneficiosos para la
salud. Entre ellos, destacan los flavanoles, flavonoles, acidos fendlicos y florotaninos, esto
debido a su capacidad antioxidante superior y sus diversas actividades biologicas, como
anticancerigena, antidiabética y antinflamatoria. Por ello, el objetivo de este trabajo fue
disefar evaluar el efecto de mezclas agua-etanol (0, 15 y 30%) a altas temperaturas (90,
120 y 150°C) sobre el contenido de polifenoles y capacidad antioxidante de los extractos
obtenidos a partir de algas marinas rojas (Chondracanthus chamissoi) en un proceso de
extraccion por liquidos presurizados. Para tal fin, los extractos obtenidos fueron analizados
en su contenido de polifenoles totales, capacidad antioxidante (DPPH y ORAC) y perfil de
polifenoles, asi como también la mejor condicién obtenida fue comparada con un extracto

obtenido con acetona (60%) a 30°C.

Los resultados mostraron que los incrementos de temperatura y etanol tienen un efecto
positivo en la obtencion de extractos con alta capacidad antioxidante. Por ello, las mejores
condiciones de proceso fueron establecidas con 150°C y 30% de etanol, esto permitio
obtener extractos con alto contenido de polifenoles (1.71 mg EAG/gss) y capacidad
antioxidante (ICso: 16.81 mg/mL, ORAC: 121.89 umol ET/gss). El perfil de polifenoles
mostro que las altas temperaturas fueron efectivas para recuperar especificas familias de
polifenoles, donde las altas concentraciones de etanol (30%) son efectivas para recuperar
acidos fenolicos (34.18 pg/gss) y florotaninos (58.67 pg/gss), mientras las concentraciones
intermedias de etanol (15%) recuperaron altas concentraciones de flavanoles (126.74
pg/gss). Contrariamente, el uso de agua pura es mas efectivo para recuperar flavonoles
(136.45 ng/gss). Por otro lado, la mejor condicion de proceso (150°C - 30% de etanol) bajo
condiciones subcriticas resulto ser mas efectiva obtener extractos polifenolicos en
comparacion con el uso de acetona bajo condiciones atmosféricas. Finalmente, los
resultados obtenidos pueden ser utilizados para un futuro escalamiento industrial y el

posible desarrollo de productos nutraceuticos.

Palabras clave: Chondracanthus chamissoi, polifenoles, capacidad antioxidante, perfil de

polifenoles, liquidos presurizados.
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ABSTRACT

Southern Peru has important crops of red algae. In the last decade, algae have been
described as a great source of high-value compounds beneficial to health. Among them,
flavanols, flavonols, phenolic acids and phlorotannins stand out, due to their superior
antioxidant capacity and their various biological activities, such as anticancer, antidiabetic
and anti-inflammatory. Therefore, the objective of this work was to design and evaluate the
effect of water-ethanol mixtures (0, 15 and 30%) at high temperatures (90, 120 and 150°C)
on the polyphenol content and antioxidant capacity of the extracts obtained. from red
marine algae (Chondracanthus chamissoi) in a pressurized liquid extraction process. For
this purpose, the extracts obtained were analyzed for their total polyphenol content,
antioxidant capacity (DPPH and ORAC) and polyphenol profile, as well as the best

condition obtained was compared with an extract obtained with acetone (60%) at 30°. c.

The results showed that the increases in temperature and ethanol have a positive effect in
obtaining extracts with high antioxidant capacity. Therefore, the best process conditions
were established with 150°C and 30% ethanol, this allowed obtaining extracts with a high
content of polyphenols (1.71 mg EAG/gss) and antioxidant capacity (IC50: 16.81 mg/mL,
ORAC: 121.89 umol ET/dgss). The polyphenol profile showed that high temperatures were
effective to recover specific families of polyphenols, where high concentrations of ethanol
(30%) are effective to recover phenolic acids (34.18 pg/gss) and phlorotannins (58.67
ug/gss), while intermediate concentrations of ethanol (15%) recovered high concentrations
of flavanols (126.74 pg/gss). On the contrary, the use of pure water is more effective to
recover flavonols (136.45 pg/gss). On the other hand, the best process condition (150°C -
30% ethanol) under subcritical conditions turned out to be more effective to obtain
polyphenolic extracts compared to the use of acetone under atmospheric conditions.
Finally, the results obtained can be used for future industrial scaling and the possible

development of nutraceutical products.

Keywords: Chondracanthus chamissoi, polyphenols, antioxidant capacity, polyphenols

profile.
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INTRODUCCION

Las algas, o macroalgas marinas, son una de las biomasas renovables mas grandes
del mundo. El cultivo y recoleccion mundial de algas crece continuamente y representa
35,8 millones toneladas en 2022. La mayor parte de la producciéon depende de la
acuicultura, cuyo valor de venta el afio 2022 alcanz6 los 14,4 mil millones de dolares en
2019. El cultivo de macroalgas se basa principalmente en algas rojas y pardas, que
representan el 52,6% y el 47,3% de la produccion mundial, los cuales son usados como
alimentos de consumo directo (ensaladas, sopa y sushi), asi como también son materia
prima para la obtencion de alginatos y carragenanos. No obstante, diversos trabajos han
mencionado que las algas marinas son una fuente natural de polifenoles, cuyas propiedades
bioactivas han despertado el interés de la industria farmacéutica para el tratamiento de

enfermedades degenerativas.

La extraccion de polifenoles es posible mediante métodos de extraccion
convencionales o liquido-solido bajo condiciones atmosféricas. Sin embargo, estos se
caracterizan por emplear grandes volimenes de solvente y largos periodos de tiempo de
proceso (> 6 h), los cuales no solo reducen los rendimientos, sino también promueven la
hidrolisis y oxidacion de estos compuestos. Frente a este escenario, el uso de liquidos
presurizados se ha mostrado como una tecnologia alternativa que ha superado ampliamente
los rendimientos en la obtencion de polifenoles en comparacion con los métodos
convencionales. Ademas, si a este factor le agregamos el uso de solventes de grado
alimentario como el etanol mejoraria considerablemente la obtencion de extractos
polifendlicos con alta capacidad antioxidante. No obstante, los parametros de proceso
optimos para la extraccion de este tipo de metabolitos presente en algas marinas rojas son

aun una tarea pendiente por resolver.



L. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
1.1.  Descripcion y formulacion del problema

Perti entre los afios 2015 y 2020 ha incrementado sus exportaciones de algas
marinas a los mercados internacionales en ~216% (ADEX, 2022). En particular, durante
este periodo la exportacion de algas marinas rojas (Chondracanthus chamissoi) ha crecido
considerablemente en ~140%, siendo los principales mercados de destino paises como
China, Canada y EEUU, cuyos montos alcanzan los US$ 5'324,000 (ADEX, 2020). El
interés del mercado internacional por esta materia prima se debe a sus importantes
concentraciones de carbohidratos (<60%), proteinas (17-44%) y lipidos (<4,5%), de los
cuales sus componentes especificos tales como carrageninas, aminoacidos y acidos grasos
insaturados son los mas importantes (Carpena et al., 2021). Sin embargo, el precio de venta
al mercado internacional realizado por las empresas manufactureras cuando el alga es
secada (humedad < 15%) puede alcanzar el precio de S/. 800 por TM, el cual difiere
considerablemente del precio que estas empresas pagan a los pescadores artesanales o
pequefias asociaciones por el alga fresca (Humedad > 75%) cuyo valor alcanza entre S/. 90
y S/. 110 por TM (Lecaro-Zambrano, 2021). Entonces, es importante realizar estudios de
caracterizacion e identificar nuevos componentes especificos en las algas marinas que
permitan incrementar su valor agregado, con la finalidad de establecer alternativas
tecnologicas que permitan incrementar el valor referencial de las algas y mejorar la

economia de las familias relacionadas con este rubro.

En general, las algas rojas son comercializadas por su alto contenido de
carragenanos, el cual puede representar hasta el 25% de su peso seco (Reddy et al., 2018),
cuyo precio puede variar entre 2 y 15 ddlares por kilogramo segun el grado de pureza
(Alibaba, 2022). No obstante, la extraccion y purificacion de estos compuestos implica el
uso de grandes volumenes de acidos organicos y bases, asi como prolongados tiempos de
proceso, los cuales finalmente pueden ocasionar graves problemas de gestion ambiental
(Firdayanti et al., 2023). Sin embargo, estas algas presentan concentraciones importantes
de polifenoles (florotaninos), cuyas propiedades bioactivas y nutracetticas han sido
relacionadas para el tratamiento de enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo han
despertado el interés de la industria farmacéutica (Vilcanqui et al., 2021). Ademas, el precio
de estos compuestos es econdmicamente atractivo y superior al costo de las carrageninas.
Por ejemplo, los precios de polifenoles especificos como la quercetina (>95 %), resveratrol
(>99 %) y epigalocatequina (>98 %) es de $1200, $1600 y $33 000 por gramo,
respectivamente (Alibaba, 2022). Por ello, el desarrollo de tecnologias sostenibles para la

extraccion Optima de estos compuestos es ain una tarea pendiente por resolver.



Diferentes métodos de extraccion bajo condiciones atmosféricas han sido
desarrollados con la finalidad de recuperar polifenoles de diferentes matrices vegetales
(Guido & Moreira, 2017). Sin embargo, estos métodos estan asociados con el consumo
excesivo de tiempo y energia, asi como el uso de solventes toxicos no amigables con el
medio ambiente (acetona, metanol, hexano) los cuales limitan su produccion a gran escala
debido a que los extractos obtenidos no pueden ser considerados de grado alimentario
(Fontana et al., 2013; Lama-Mufioz et al., 2019). Frente a este escenario, la extraccion por
liquidos presurizados (PLE) que es un proceso que opera a altas presiones (~10 atm) y altas
temperaturas (90 — 250°C), el cual combinado con solventes de grado alimentario (etanol,
glicerol, agua pura) reducen ampliamente los tiempos de proceso y superan los
rendimientos en comparacion con la extraccion atmosférica (Ameer et al., 2017; Putnik et
al., 2017). Si bien existen trabajos en ELP que reportan parametros optimos de proceso
(temperatura y concentracion de etanol) para recuperar polifenoles a partir de frutas y
hortalizas, estos resultados no pueden ser extrapolados a la recuperacion de polifenoles de
algas marinas. Esto debido a que estas especies presentan una composicion y distribucion
muy distinta de sus componentes en comparacion con las demas especies vegetales. Por
ello, es necesario establecer parametros de proceso que permitan la eficiente extraccion de

polifenoles presentes en las algas marinas rojas.

1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo general

Evaluar el efecto del uso de mezclas agua-etanol sobre la recuperacion de
polifenoles presentes en algas marinas rojas (Chondracanthus chamissoi) mediante un

proceso de extraccion por liquidos presurizados (ELP).

1.2.2. Objetivos especificos

Evaluar el efecto de mezclas agua — etanol (0, 15 y 30%) a altas temperaturas (90,
120 y 150°C) sobre la recuperacion de polifenoles totales, capacidad antioxidante
(DPPH y ORAC) partir de alga marina roja (Chondracanthus chamissoi) mediante
un proceso de ELP.

Evaluar el efecto de mezclas agua — etanol (0, 15 y 30%) a altas temperaturas (90,
120 y 150°C) sobre el perfil de polifenoles a partir de alga marina roja

(Chondracanthus chamissoi) mediante un proceso de ELP.
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Comparar los rendimientos obtenidos mediante la ELP y un proceso de extraccion
convencional atmosférico (acetona. 60%) a partir de alga marina roja

(Chondracanthus chamissoi) mediante un proceso de ELP.

1.3. Justificacion e importancia

El presente proyecto se enmarca dentro de las lineas de investigacion de la Escuela
Profesional de Ingenieria Agroindustrial de la Universidad Nacional de Moquegua
(UNAM), cuyo rubro es la aplicacion de Ciencia para desarrollo de procesos tecnologicos
limpios los cuales permitan el aprovechamiento de especies marinas como las algas rojas
con la finalidad de recuperar compuestos especificos que permitan dar valor agregado a las

especies antes mencionadas.

Si bien diversos trabajos de investigacion han demostrado que las algas marinas
son fuentes de alginatos, carrageninas y proteinas; son finalmente los polifenoles los
compuestos de mayor interés para la industria farmacéutica y alimentaria debido a sus
propiedades nutraceuticas y bioactivas (Huaman-Castilla et al., 2017), consecuentemente
su recuperacion permitird una nueva alternativa de negocio que finalmente beneficie a las

familias dedicadas a su recoleccion.

El uso de métodos alternativos como la extraccion con liquidos presurizados
combinado con el uso de solventes de grado alimentario (etanol) no solo permitird mejorar
los rendimientos en la recuperacion de polifenoles (Erpel et al., 2021), sino también
permitiré evitar el uso de solventes toxicos como el metanol, acetona y hexano (Cvjetko
Bubalo et al., 2015; Soquetta et al., 2018). Adicionalmente, los costos de proceso se veran

significativamente reducidos para un futuro escalamiento industrial.
1.4.  Hipétesis
1.4.1. Hipdtesis general

Es posible mejorar la recuperacion de los polifenoles presentes en algas marinas
rojas (Chondracanthus chamissoi) mediante un proceso de ELP combinado con el uso de

mezclas agua-etanol y altas temperaturas.
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1.5. Variables

Tabla 1. Variables independientes

Variables .
independientes Indicador
Tecnologia alternativa ELP
de extraccion
Agua pura
Solvente (v/v) Etanol 15%
Etanol 30%
90
Temperatura (°C) 120
150

Tabla 2. Variables dependientes

Variables dependientes Unidad
. mg equivalente a acido galico/ g de solido
Polifenoles totales seco
Capacidad antioxidante
DPPH mg/mL
ORAC mol equivalente a trolox/g s6lido seco
u q g
Perfil de polifenoles ng polifenol especifico/ g s6lido seco
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II. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes

Vilcanqui et al. (2021) caracterizaron quimicamente dos especies de algas peruanas
pardas (Macrocystis pyrifera) y rojas (Chondracanthus chamissoi). Ambas especies
contenian cantidades significativas de proteinas (5-12 %), lipidos (0,16-0,74 %),
carbohidratos (43,29-62,65 %) y minerales (1300-1800 mg/g). Cuyos perfiles de
aminoacidos, acidos grasos y minerales dependian en gran medida del tipo de especie. En
ese sentido, C. chamissoi presentd 170% y 45% mas contenido de aminoacidos esenciales
y minerales comparado con M. pyrifera. Ademas, ambas especies presentaron
concentraciones significativas de polifenoles totales (39-59 mg GAE/g) y una alta
capacidad antioxidante (67-98 uM TE/g). Si bien ambas especies parecen ser excelentes
materias primas para la industria alimentaria y nutracéutica, ain no se ha establecido
estrategias para la recuperacion de sus compuestos bioactivos que permitan darle un nuevo

valor agregado a este tipo de especie marina.

Huaman-Castilla et al. (2019) reportaron que la estructura quimica del polifenol y
la polaridad del solvente juegan un papel importante durante el proceso ELP, debido a que
diferentes familias de polifenoles segin su estructura quimica presentan una diferente
afinidad por una concentracion determinada de etanol en la ELP. Sin embargo, a altas
temperaturas (150°C) el uso de altas concentraciones de etanol (>50%) afecta
significativamente la recuperacion de acidos fenolicos presentes en orujo de uva, mientras
que los flavonoles presentaron altos rendimientos a altas concentraciones de etanol. Por
ello, al momento de estudiar otras fuentes de polifenoles como las algas es importante
relacionar la importancia del rol de la polaridad del solvente, temperatura y definir las
diferentes estructuras de sus polifenoles, con la finalidad de encontrar las condiciones

optimas de proceso.

Tierney et al. (2013) compararon las eficiencias de la extraccion liquida
presurizada (ELP) y una extraccion solido-liquido tradicional (SLE) en la extraccion de
polifenoles de las macroalgas irlandesas Ascophyllum nodosum, Pelvetia canaliculata,
Fucus espiralis y Ulva intestinalis. PLE fue mas eficaz para extraer polifenoles con
etanol/agua (80:20), el SLE dio como resultado un mayor contenido fenolico en los
extractos de macroalgas marrones. Por ejemplo, los extractos de agua y etanol/agua de
Fucus espiralis SLE mostraron contenidos fenolicos totales (TPC) de 130,58 + 2,78 y
142,81 £ 1,77 ng de equivalentes de floroglucinol (PGE)/ mg muestra, respectivamente, en

comparacion con TPC de 90,79 = 1,16 y 124. + 6,54 ngPGE/ mg muestra para los extractos
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PLE correspondientes. Todos los extractos acuosos etandlicos de macroalgas de SLE
poseian mayores capacidades de eliminacion de radicales DPPH (RSA) y poder
antioxidante reductor férrico (FRAP) que sus equivalentes de PLE. Este estudio indica que
la aplicacion de altas temperaturas de extraccion (50-200 °C) y presiones (500-3000 psi)
utilizadas en PLE no mejora las actividades antioxidantes de los extractos de macroalgas
en relacion con la extraccion de SLE. La capacidad de producir extractos antioxidantes de
macroalgas aptos para los alimentos utilizando SLE podria representar reducciones
significativas de costos a escala industrial, mejorando aun mas el potencial de los

polifenoles de macroalgas para usarse en preparaciones de alimentos funcionales.

Bover et al. (2016) el objetivo del estudio fue optimizar variables que afectan la
extraccion de polifenoles, entre ellas la cantidad de algas, el tipo de disolvente y el tiempo
y temperatura de extraccion. Posteriormente, determinaron el contenido fendlico total
(TPC) y la actividad antioxidante. La condicién optimizada se obtuvo para 6 gramos de
alga, proporcion etanol:agua de 60:40 y 2 h/60 °C, logrando 548,33 mg AG/100 g de alga
y 76% de actividad antioxidante. La caracterizacion de los polifenoles extraidos se realizo
mediante HPLC/DAD. En el extracto se identificaron 11 polifenoles: floroglucinol, 4dcido
galico, catequina, rutina, acido gentisico, acido clorogénico, acido cafeico, cumarico,

ferulico, miricetina y quercetina.

Otero et al. (2018) estudiaron el contenido de acidos grasos y compuestos fendlicos
del alga parda Laminaria ochroleuca (L. ochroleuca) mediante la técnica de extraccion de
liquidos presurizados (PLE). Se aplicaron cuatro disolventes de diferente polaridad
(hexano, acetato de etilo, etanol y etanol:agua 1:1). El acetato de etilo y el etanol enriquecen
acidos grasos insaturados (palmitoleico, linolénico, linoleico, oleico, araquidonico) en la
fraccion lipidica de L. ochroleuca, aportando extractos hasta un 55% de su contenido total
de acidos grasos en comparacion con otros disolventes. Por otro lado, los resultados para
compuestos fendlicos mostraron que el mayor rendimiento (52%), se obtuvo con el
disolvente etanol:agua. En donde se analiz6 la capacidad antioxidante de los extractos de
alga en términos de contenido de fenoles totales (TPC) mediante el método de Folin-
Ciocalteu. Los extractos etanol: agua mostraron el mayor TPC con una concentracion de

hasta 173,65 mg eq. acido galico / g de extracto.

Ariffin et al., (2015) el objetivo de este estudio fue evaluar los valores del contenido
fenolico total (TPC) y las actividades antioxidantes en las algas rojas Kappaphycus
alvarezii 'y Kappaphycus striatum con diferentes concentraciones de solventes. El
contenido fendlico total (TPC) y las actividades antioxidantes (ensayo de eliminacion de

DPPH y ensayo de capacidad antioxidante equivalente de Trolox, TEAC) para los extractos
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de K. alvarezii y K. striatum se determinaron utilizando diferentes disolventes en diferentes
concentraciones (etanol: 50%, 70%, 100 %; acetona: 50%, 70%, 100%; metanol: 50%,
70%, 100%). El valor de TPC se midi6 mediante el método de Folin-Ciocalteu. Las
actividades antioxidantes se midieron mediante el ensayo de eliminacion de radicales libres
2, 2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) y el ensayo de capacidad antioxidante equivalente
Trolox (TEAC). El valor mas alto de TPC del extracto antioxidante de K. alvarezii se
obtuvo con extractos de etanol al 50%, mientras que para K. striatum se obtuvo con extracto
de metanol al 50%. Los valores de TPC y las actividades antioxidantes de todos los
extractos solventes de K. striatum fueron significativamente mas altos (p<0,05) que los
extractos antioxidantes de K. alvarezii. En resumen, K. striatum mostré una mejor actividad

antioxidante y un valor de TPC mas alto que K. alvarezii.

Erpel et al. (2021). Estudiaron la recuperacion de polifenoles (florotaninos) de
algas pardas del sur de Chile. Se evalud por primera vez el uso de un proceso de extraccion
de liquida presurizada (ELP) a base de glicerol (15 % v/v de agua con glicerol) a 150°C.
Se analizaron multiples efectos, incluyendo el efecto de la especie, zona de cosecha (Las
Cruces y Niebla), y parte anatomica (mordaza, estipite y fronda) sobre el contenido de
polifenoles (TPC) y capacidad antioxidante (AC). La parte anatémica utilizada demostro
un impacto significativo en el TPC y AC de los extractos, siendo las mordazas las que
presentaron los valores mas altos (TPC: 95 + 24 mg/g; DPPH: 400 & 140 pmol equivalentes
Trolox/g; ORAC : 560 = 130 umol TE/g). Aunque no se detectd6 HMF. Por lo tanto, se
sugiere utilizar otros tipos de solventes alternativos amigables con el medio ambiente que

permita un escalamiento a futuro de los polifenoles presentes en algas marinas.

Fu et al. (2016) evaluaron el efecto de las condiciones de extraccidon tales como
concentracion de etanol (0, 25, 50, 75 y 100 %), relacion solido-solvente (1:10, 1:15, 1:20,
1:25y 1:30, p/v), temperatura de extraccion (25, 35, 45, 55 y 65°C) y tiempo de extraccion
(1,2, 3,4 y 5 h) en la extraccion de compuestos antioxidantes y capacidades de cuatro
especies de algas marinas (Sargassum polycystum, Eucheuma denticulatum, Kappaphycus
alvarezzi variance Buaya y Kappaphycus alvarezzi variance Giant) de Sabah. Para tal fin,
el contenido fenolico total (TPC), contenido total de flavonoides (TFC), asi como ensayos
de capacidad antioxidante ABTS y DPPH. Los resultados mostraron que los parametros de
extraccion tuvieron un efecto significativo positivo (p <0,05) sobre los compuestos
antioxidantes y de las algas. Sin embargo, Sargassum polycystum presenté la mayor
cantidad de compuestos antioxidantes (37,41 = 0,01 mg GAE/gy 4,54 £ 0,02 mg CE/g) y
capacidades (2,00 £ 0,01 umol TEAC/g y 0,84 + 0,01 pumol TEAC/g) comparado con las

cuatro especies de algas.
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Pacheco et al. (2020) exploraron el potencial de seis algas marinas chilenas para
obtener extractos de polifenoles antihiperglucémicos, basdndose en su capacidad para
inhibir enzimas relacionadas con la digestion del almidén. Ellos compararon la extraccion
liquida presurizada con etanol/agua (ELP) con la extraccion convencional con acetona. Se
analizaron los polifenoles totales (TP), la actividad antioxidante, la citotoxicidad y la
capacidad de inhibicion de la a-glucosidasa y la a-amilasa. Los resultados mostraron que
la ELP mejora los rendimientos en la recuperacion de compuestos bioactivos en
comparacion con el metodo convencional. El extracto de Durvillaea antarctica (cochayuyo)
tenia el mayor contenido de TP (6,7 £ 0,7 mg de equivalentes de acido galico/g de alga
seca) y la mayor actividad antioxidante (680,1 = 11,6 umol E Trolox/g de algas secas).
Estos extractos presentaron capacidad antienzimatica relevante sobre ambas enzimas
estudiadas (amilasa y glucosidasa). En conclusion, de todas las algas chilenas consideradas
en este estudio, cochayuyo es la mas adecuada para desarrollar ingredientes funcionales y

tambien sirve para moderar la respuesta glucémica posprandial.

Puspita et al. (2017) estudiaron el efecto de diferentes enzimas sobre el contenido
de compuestos antioxidantes presentes en alga parda Sargassum muticum (Yendo) Fensholt
(Ochrophyta). Para cada extracto se realizé una evaluacion del contenido de polifenoles y
las actividades antioxidante, tirosinasa, elastasa e inhibicion de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH), asi como una evaluacion de la citotoxicidad. Adicionalmente, ee midio el
contenido fendlico total para la caracterizacion del extracto y la extraccion en fase solida
fue util para purificar el extracto enzimatico. Los extractos enzimaticos de Celluclast y
Viscozyme tuvieron el valor mas bajo de DPPH (ICso), lo que indica una fuerte actividad
antirradical, en comparacion con otras enzimas. La actividad de inhibicion de la tirosinasa
del extracto de S. muticum Neutrase fue un 41,3% mayor en comparacion con otras
enzimas. La actividad de inhibicion de la elastasa del extracto de S. muticum Shearzyme
tuvo la mayor actividad (32,8%). Ninguno de los extractos enzimaticos mostro efecto
citotoxico. Estos resultados indican el potencial prometedor de la extraccion asistida por

enzimas para recuperar el contenido fenélico y mejorar su bioactividad.

2.2. Bases teoricas

2.2.1. Algas marinas

Las algas marinas son especies que habitan los ecosistemas marinos y son
consideradas el grupo mas importante fotosintetizador debido a que cumplen un rol
preponderante en la cadena trofica como productores primarios (Rodriguez et al., 2018).

Taxondmicamente se clasifican en tres grandes grupos tales como Chlorophyta o clorofitas,
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Phaeophyta o feofitas y Rhodophyta o rodofitas, que corresponden a algas verdes, pardas
y rojas respectivamente (Figura 1) (Quitral et al., 2012).

Chlorophyta Rhodophyta

(Alga verde) (Alga roja)
Phaeophyta
(Alga parda)

Figura 1. Representacion esquematica de macroalgas presentes en el ecosistema marino

Adaptado de Erpel (2022)

Las algas pardas o Phacophyta presentan una pigmentacion de color amarillo pardo
a pardo oscuro; dentro de este grupo de algas, las mas conocidas en nuestro pais son
Macrocystis pyrifera (huiro), Lessonia nigrescens (huiro negro), Durvillaea antarctica
(cochayuyo). Mientras, las algas rojas o Rhodophyta son el segundo grupo mas grande de
algas, cuyas especies mas conocidas son Gracilaria (pelillo), Porphyra (luche) y Chondrus
crispus (liquén). Finalmente, las algas verdes o Chlorophyta tienen menor presencia que
las algas pardas y rojas, cuya pigmentacion varia desde amarillo verdoso hasta verde
oscuro, cuya especie mas popular es conocida como Ulva lactuca conocido como ulte o

lechuga de mar (Quitral et al., 2012; Rodriguez et al., 2018).

2.2.1.1. Alga roja (Chondracanthus chamissoi)

Esta alga roja comestible se distribuye a lo largo de la costa del Pacifico de América
del Sur en aquellas zonas intermareales bajas (15 m de profundidad), la cual esta adherida
a sustratos rocosos y calcareos mediante un disco basal (Arbaiza et al., 2023). A la fecha se
han identificado tres formas de este tipo de alga tales como f. chauvini, f. lecciones, y f.
glomerato. Sin embargo, actualmente todos ellos son reconocidos como C. chamissoi

(Atoche-Suclupe et al., 2023), cuya clasificacién taxondmica se describe a continuacion:
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Dominio: Eukaryota
Clase: Florideophyceae
Subclase: Rhodymeniophycidae
Orden: Gigartinales
Familia: Gigartinaceae
Género: Chondracanthus
Especie: Chondracanthus chamissoi

Fuente: Carbajal et al. (2005)

La distribucion de C. chamissoi en Sudamérica abarca las costas de Pert y Chile (desde

5°S hasta 42°S) (Figura 2).

Paita
(55)

Ancud
(42¢5)

¥

Figura 2. Zona de distribucion de Chondracanthus chamissoi

Adaptado de Macchiavello et al. (2012)

Si bien existen tres eco tipos de Chondracanthus chamissoi, es posible distinguir
algunos caracteres morfologicos que diferencia a esta especie particular de algas de otro

tipo algas marinas:
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Talo: Es laminar, carnoso y compuesto por células que contienen pigmentos
fotosintéticos. Esta estructura se caracteriza por su textura gelatinosa y su
coloracion que varia entre el rojo y el plrpura, dependiendo de factores
ambientales y estacionales. El talo est4 constituido por un pequefio disco basal de
fijacion el cual puede llegar a medir 3 mm de didmetro, donde emergen uno o
varios estipites cilindricos que van aplanandose hacia el apice, éstos son agudos

(Uribe et al., 2018).

Ramificaciones: Presentan uno o varios ejes principales aplanados, que pueden
alcanzar hasta 50 cm y de los cuales emergen varios tipos de ramificaciones. Estos
tipos de ramificaciones pueden ser ramas laterales, de forma semejante al eje
principal y cuyos extremos se denominan apices; pinulas, son ramas muy pequefias
donde se forman los cistocarpos y se encuentran en los margenes del eje principal
o ramas laterales; y ramas basales, son cilindricas y orientadas hacia el sustrato

(Figura 3) (Otaiza & Caceres, 2015).

Pinula Apices de
ramas laterales

Figura 3. Caracteristicas morfologicas de Chondracanthus chamissoi.

Fuente: Otaiza & Céceres (2015)
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2.2.2. Comercializacion mundial

Las algas, o macroalgas marinas, son uno de los mayores recursos de biomasa
renovable del mundo. Se estima que la cosecha mundial de algas alcanzo los 35,8 millones
de toneladas en 2022 (Figura 4). La mayor parte de la produccién depende de la acuicultura,
que representa el 97% de la produccion total, cuyo valor estimado en venta alcanza los $.
14, 400 millones dolares (FAO, 2022). La produccién de algas marinas esta liderada por
Asia, que contribuy¢ al 97,4 % de la produccion mundial en 2022 (99,1 % acuicultura). En
cambio, la produccion europea y americana representa una pequefia proporcion del total
mundial (0,8% y 1,4% en 2022) y se basa principalmente en la recoleccion silvestre (FAO,

2022).

40000 A - 40000
HE Toneladas de algas

35000 - [ Millones de dolares - 35000

30000 A - 30000

Toneladas x 1000 25000 4 L 25000

Alga seca

20000 A - 20000

15000 - - 15000

10000 - - 10000

5000 - 5000

2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022

Ano de produccion

Figura 4. Produccion anual mundial de algas a través de recoleccion de
poblaciones silvestres y acuicultura. Produccion en términos de tonelaje y precio
en dolares.

Adaptado de FAO (2022).

El cultivo de macroalgas se basa en gran medida en las algas rojas y pardas, las
cuales han representado el 52,6 % y el 47,3 % de la produccion mundial en 2022; mientras
la produccion de algas verdes representd el 0,05% en el mismo afio. La mayoria de las algas
marinas producidas para consumo directo y para extraer metabolitos primarios de interés

tales como alginatos y carragenanos (Tabla 3) (Sultana et al., 2023).

La mayor parte de la biomasa (60-100% de todas las exportaciones de C.

chamissoi) se destina a la extraccion de carragenanos, polisacaridos con multiples
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aplicaciones en la formulacion de diversos alimentos debido a sus propiedades
aglutinantes, emulsionantes y espesantes. El resto de la biomasa exportada (como méaximo
el 40%) se destina principalmente a China, Japon y Taiwédn, donde se utiliza
tradicionalmente en sopas y ensaladas (Sultana et al., 2023). Gracias a su uso como
alimento humano y para la industria de hidrocoloides, muchas comunidades costeras
peruanas (es decir, recolectores y buzos artesanales) dependen de C. chamissoi para su

sustento economico.

Tabla 3. Relacion de algunas algas comestibles y sus aplicaciones alimentarias directas
para el consumo humano.

Especies de algas Aplicacion alimentaria

Rhodophyta (Alga roja)
Porphyra spp. Ensalada, sopas, sushi, curri, snacks
Gracilaria spp. Ensalada
Kappaphycus sp., Eucheuma sp. Ensalada
Palmaria palmata Ensalada

Condrus crispus Ensalada

Phaeophyceae (Alga parda)

Laminaria sp./Saccharin sp. ingredientes de sopa, harina, curri
Undaria pinnatifida Ensalada, fideos, bocadillos, sopa
Himanthalia elongata Ensalada
Sargassum spp. Ensalada

Chlorophyta (Alga verde)
Caulerpa spp, Caulerpa racemosa  Ensalada fresca y frita
Ulva lactuca, Ulva rigida Ensalada fresca y frita
Cladophora spp. Ensalada fresca y frita
Adaptado de Sultana et al. (2023)

2.2.3. Cosecha y Comercializacién local (Pert)

La extraccion de algas pardas y rojas se desarrolla en todo el litoral peruano, cuya
actividad representa una fuente importante de ingresos econdémicos a las familias dedicadas
a este rubro (G.S.I., 2018). En particular, las algas rojas son las especies de mayor

extraccion debido a sus importantes caracteristicas nutricionales y bioactivas.

La Tabla 4, muestra los niveles de cosecha de algas peruanas en toneladas, el cual
representa a todo el litoral costero (IMARPE, 2019). Si bien el litoral costero de Ilo

representa los niveles de extraccidon mas bajos, a la fecha existen 3 asociaciones
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conformadas por 80 familias cada una, cuya actividad en algunos casos representaria su
unica fuente de ingresos. Por otro lado, en el litoral costero de Ilo existen 3 principales
compradores de estas algas tales como Globe Seaweed International S.A.C., Algas
Arequipa E.LR.L. y Algas Multiexport del Pert S.A.C., cuyas actividades estan
relacionadas a la compra, procesamiento (secado de las algas y empacado) y venta de estas

especies (IMARPE. 2019).

Tabla 4. Datos de cosecha (recoleccion de algas marinas en Pertl).

Regién/aio Puerto 2015 2016 2017 2018 2019
Total (TM) 4999,51 3434,47 10786,26 13779.45 5676,75
Ancash Chimbote 2,31 0,94 60,14
Dorado 0,05 0,05 204,22
Huarmey 0,01 0,01 0,01
La 0,04 0,04 0,04
Gramita
Total 2,40 1,03 264,41
Arequipa Atico 98,19 435,50
La 37,50 66,40
Planchada
Matarani 1299,32 798,67 1304,56
Mollendo 3311,22  2431,02  7828,75 10094,57 3512,21
Quilca 18,00 168,00 4,00
Total 3311,22  2431,02 9281,76  11563,14 4820,77
Ica El Chaco 0,54
Laguna 35,65 45,85 41,27
Grande
Otros 125,00
Pisco 697,92 503,01 634,12 1698,82 521,45
San Juan 402,94 26,05 749,99 348,40
Total 1136,51 574,91 142591 217222
La Libertad Huanchaco 139,43 35,79 25,05 39,46
Malabrigo 1,31
Otros 33,26 0,36
Pacasmayo 375,06 107,36 21,34 16,44 29,36
Salaverry
Total 408,32 246,79 57,48 41,49 70,13
Lambayeque Otros 1,57
Total 1,57
Lima Ancén 28,52 23,39 18,71
Callao 1,19
Total 29,71 23,39 18,71
Moquegua Ilo 113,75 158,38
Total 113,75 158,38
IMARPE (2019)
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2.2.4. Caracteristicas nutricionales

La composicidon quimica de las algas marinas depende del tipo de especie, lugar de
cultivo o cosecha, condiciones ambientales y periodo de recoleccion (Vilcanqui et al.,
2021). Por ello, desde un punto de vista nutricional, las algas son muy interesantes por su
alto contenido en fibra alimentaria (33-50% peso seco), por ser una fuente importante de
proteinas (pardas 5-24%; rojas y verdes 10-47%), minerales (8-40%), y por su bajo
contenido lipidico (1-2%) rico en acidos grasos insaturados (Rasyid, 2017).

Si bien existen dos tipos de algas marinas (pardas y rojas) presentes en el litoral peruano,
son finalmente las algas rojas (Chondracanthus chamissoi) las que presentan ~2 y ~1.5
veces mas contenido de proteinas y carbohidratos comparado con las algas pardas

(Macrocystis pyrifera) (Vilcanqui et al., 2021) (Tabla 5).

Tabla 5. Analisis proximal de algas pardas y rojas

. er CHC MP

Descripcion . )
Promedio CvV Promedio CvV
Humedad % 11.69a 0.04 6.37b 0.05
Proteina % 12.16a 0.05 5.86b 0.04
Grasa % 0.16b 0.09 0.74a 0.08
Ceniza % 13.34b 0.03 43.74a 0.02
Carbohidratos % 62.65a 0 43.29b 0.02

MP: Macrocystis pyrifera. CHC: Chondracanthus chamissoi. Los resultados estan
expresados como g por 100 g de peso seco; CV: coeficiente de variacion. Diferentes letras en la
misma fila indican diferencias significativas (p <0.05).

Adaptado de Vilcanqui et al. (2021)

2.2.5. Polifenoles

Los polifenoles son metabolitos secundarios, que presentan un anillo aromatico con
uno o mas grupos hidroxilo en su estructura quimica (Yu & Ahmedna, 2013). Estos
compuestos presentan un peso molecular relativamente alto (200 Da - 3500 kDa) y una
compleja estructura quimica que puede variar de simples mondmeros a complejos

polimeros (Huaman-Castilla et al., 2017)(Obreque-Slier et al., 2011).

En general en las algas marinas presentan importantes concentraciones de
polifenoles (entre 10 — 25 mg EAG/g) (Choudhary et al., 2021; Gomez-Guzman et al.,
2018; Lafarga et al., 2020). Si bien en un proceso de extraccion convencional se observo
que la especie Macrocystis pyrifera (alga parda) presentd ~51% mas contenido de
polifenoles totales con alta capacidad antioxidante (ORAC: 98 uM ET/g) en comparacion

con la especie Chondracanthus chamissoi (Figura 5). Es importante resaltar que la especie
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Chondracanthus presenta hasta ~9 veces mas contenido de polifenoles en comparaciéon con
las algas rojas y pardas chilenas. No obstante, existen otros factores externos como
temperatura, intensidad de luz, salinidad, composicién quimica de nutrientes que puede

afectar el contenido de polifenoles (Pacheco et al., 2020).

Methanol Methanol
300 1 30°C-2h 30°C-2h - 300
250 A - 250
BN TPC
200 C—J ORAC | »
o 00 MET
dw dw
& 150 A r 150 8
A
100 A - 100
B
a
50 A b - 50
0 T T - T 0
Macrocystis Chondracanthus
pyrifera chamissoi

Figura 5. Contenido total de polifenoles presentes en algas rojas y pardas
(Vilcanqui et al., 2021)

Los compuestos fendlicos presentes en diferentes matrices vegetales pueden ser
clasificados en dos grupos principales tales como no flavonoides y flavonoides (Figura 6).
En general, los compuestos no flavonoides son conocidos como acidos fenoles (acido
benzoico y acido cindmico), mientras que los compuestos flavonoides son de estructuras

mas complejas (flavonas, antocianos y taninos) (Huaman-Castilla et al., 2017).

Los polifenoles son sustancias solidas cristalizadas de color blanco o amarillento,
cuyos heterosidos son solubles en agua caliente, alcohol y disolventes organicos polares,
siendo insolubles en los apolares. Sin embargo, cuando estan en estado libre, son poco
solubles en agua, pero son solubles en disolventes organicos mas o menos oxigenados tales
como etanol, metanol y acetona (Dai & Mumper, 2010). Sin embargo, estos compuestos
son facilmente oxidables y, por tanto, tienen efecto antioxidante. Esto debido a su habilidad
para donar protones con la finalidad de reducir los radicales libres presentes en nuestro

sistemas biologico (Antognoni et al., 2021; Dai & Mumper, 2010).
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quercetina
 Flavonoles kaempferol
miricetina
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Acidos fendlicos Ac. Cafeico
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— No Flavonoides Ac. Benzoicos _._ Ac. Hidroxibenzoicos
L Ac. Vanilico

Estilbenos

Figura 6. Clasificacion de compuestos fendlicos

Fuente: Huang et al., (2012); Serafini et al., (2009)

2.2.5.1 Polifenoles presentes en algas marinas

Se ha informado de un grupo de compuestos fenolicos presentes en algas marinas, que se

detallan a continuacion.

Taninos hidrolizables: Derivados principalmente de acidos fendlicos simples
como el acido galico o el acido elagico. Se trata de moléculas con un nicleo central
de poliol (normalmente D-glucosa). Los grupos hidroxilo de estos carbohidratos
estan total o parcialmente esterificados con grupos fenolicos como el acido gélico
(galotanino) o el 4cido elagico. Cuando se calientan con 4cido clorhidrico o acido
sulfurico, estos taninos forman &4cido galico o elagico. Son comunes en las

angiospermas (Freile-Pelegrin & Robledo, 2017).

Flavonoides: Existen muchos estudios sobre los flavonoides procedentes de
plantas terrestres, pero la informacion sobre el contenido de flavonoides en las
algas es escasa. Un estudio sobre la distribucion de flavonoides en 27 especies de
algas marinas (6 Chlorophyta, 11 Phaeophyta y 10 Rhodophyta) demostré que
tienen una composicion de flavonoides totalmente diferente a la de las verduras y
frutas (Yoshie-Stark et al., 2003). Otros estudios han informado que las macroalgas

son fuentes ricas en catequinas, flavonoles y flavonol (Heo et al., 2005).
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Florotaninos: Existe un grupo importante de compuestos fendlicos que se
encuentran en las algas marinas Ilamados florotaninos, los cuales estan
conformados por mondmeros de floroglucinol (Figura 7) (Erpel et al., 2020). Estos
compuestos también presentan fuertes propiedades antioxidantes con capacidad de
eliminacion de radicales libres, cuya capacidad de inhibicidon es mas poderosa que
la de otros polifenoles en comparacion con las plantas terrestres (Pacheco et al.,
2020).

Quimicamente, estos compuestos se construyen mediante la polimerizacion de
unidades de floroglucinol (1,3,5-trihidroxibenceno), formando estructuras que
pueden variar desde moléculas simples de 126 Da hasta polimeros muy grandes y
complejos (Catarino et al., 2017), que segun la naturaleza de los enlaces
estructurales se puede caracterizar en diferentes subclases: floretoles, que
contienen unicamente enlaces éter; fucoles, que contienen unicamente enlaces CC;
fucofloretoles, que contienen enlaces éter; y eckols, que contienen un enlace
dibenzodioxina. Dentro de la subclase de floretoles, también se encuentran los
fuhaloles, que son florotaninos unidos por éter que poseen al menos un grupo

hidroxilo adicional (Catarino et al., 2017; I. P. Singh et al., 2013)

<]

OH OH HO OH
0} o] OH
OH (0]
HO OH
Floroglucinol Fucol Floretol HO

Figura 7. Florotaninos presentes en algas marinas. A: mondémero de floroglucinol;
B: dimero de Floroglucinol; C: trimero de floroglucinol

Fuente: Erpel et al. (2020)

Bajo estas consideraciones diversos trabajos han determinado el contenido de
polifenoles especificos presentes en algas marinas rojas. Por ejemplo, Sanchez-
Bonet et al. (2021) cuantificaron el contenido de polifenoles especificos presentes

en algas marinas rojas mediante el uso de dos técnicas de extraccion (Tabla 6).
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Tabla 6. Perfil de polifenoles obtenido en los extractos de algas marinas rojas

Polifenol Extraccion con Extraccion
Ultrasonido convencional
Floroglucinol 494,32 + 13,55 621,43 +7,29
Acido galico 6,87 +0,18 15,26 + 0,25
Catequina 30,17 £ 1,55 30,43 +1,25
Acido vanilico 4,46 £ 0,06 6,86 + 0,07
Epicatequina 31,01 £1,03 31,08 + 1,47
Rutina 17,78 £ 0,74 17,10+ 0,93
Acido clorogénico 13,28 £ 0,85 20,27 £ 0,72
Acido cafeico 3,59+0,15 3,95+0,14
Acido cumarico 2,27+ 0,09 2,68 + 0,07
Acido fertlico 523+0,15 6,07 + 0,12

2.2.6. Usos y perspectivas de los polifenoles como compuestos bioactivos

Actualmente, los polifenoles presentan una gran demanda para producir
ingredientes funcionales para las industrias alimenticia, nutracéutica y farmacéutica (Grand
View Research, 2019). Por ello, el precio de los polifenoles purificados se ha incrementado
considerablemente en los ultimos afios. Por ejemplo, el precio de la quercetina (>95%)), el
resveratrol (=99%) y la epigalocatequina (=98%) es de 1,200 USD, 1,600 USD y 33,000
USD por gramo respectivamente (SIGMA ALDRICH, 2023).

Las diferentes familias de polifenoles presentes en las algas tales como
florotaninos, flavonoles, flavanoles y acidos fendlicos son reconocidos como GRAS
(generalmente reconocidos como seguros) (Shi et al., 2004). Estos compuestos presentan
diferentes propiedades nutracetticas y tecnologicas. Por ejemplo, los florotaninos son un
grupo importante de polifenoles presentes en algas rojas, el cual ha mostrado efectos
anticarcinogénicos, antiinflamatorios y antioxidantes debido a que mejora la actividad
mitocondrial a través de la activacion de enzimas especificas (Erpel et al., 2020). Los
flavonoles como la quercetina, inhiben la liberacion de histamina, por lo tanto, ellos
muestran actividad antiinflamatoria y antialérgica (Mlcek et al., 2016; Shi et al., 2004). A
su vez, los flavanoles (e.g., catequina) pueden modular la astringencia debido a que
interactian con proteinas especificas de la saliva (prolina) (Kennedy, 2008), y
recientemente se ha demostrado que son utiles para recuperar proteinas de suero de soja
(Xu et al., 2019). Por ello, dado el amplio espectro de aplicaciones de los polifenoles
presentes en las algas marinas, el desarrollo y la optimizacion de tecnologias sostenibles de
extraccion y purificacion que permita obtener extractos ricos en familias especificas de

polifenoles es altamente deseable.
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2.2.7. Extraccion de polifenoles por diferentes tecnologias

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

paredes para liberar estos compuestos (Gao et al., 2019).

A la fecha diferentes métodos de extraccion han sido desarrollados, los cuales se
pueden clasificar en métodos convencionales o extracciones atmosféricas (P°: 1 atm) cuyas
temperaturas no superan el umbral de los 80°C y los métodos alternativos que operan a
diferentes temperaturas (60 — 250°C) y presiones relativas subcriticas y supercriticas entre
2 y 20 atm respectivamente (Ameer et al., 2017). No obstante, la extraccion de estos
compuestos fendlicos también es influenciada por su naturaleza quimica, tamafio de
particula, tiempo de almacenamiento y sustancias interferentes tales como carbohidratos,
azlcares, proteinas entre otros (Naczk & Shahidi, 2004). Por ello, la correcta eleccion del
método de extraccion no solo debe considerar los rendimientos en la recuperacion de
polifenoles, sino también la reutilizacion de los solventes organicos, la inocuidad del
extracto y el impacto ambiental con la finalidad de desarrollar procesos sustentables

(Huaman-Castilla, Martinez, et al., 2019).

a. Extraccion convencional (sélido-liquido).

La extraccion convencional (solido-liquido) utiliza solventes organicos para
obtener extractos ricos en polifendlicos de diferentes matrices vegetales (Babbar et al.,
2014; Do et al., 2014; Fontana et al., 2017). Si bien diferentes solventes tales como acetona,
metanol y hexano han dado buenos resultados en la recuperacion de estos compuestos, son
las caracteristica quimicas de los polifenoles los que finalmente definen el solvente
apropiado para su recuperacion (Ameer et al., 2017; Galanakis et al., 2013). Por ejemplo,
una extraccion convencional a 20°C con una solucion de acetona (65%) es mas eficiente
para obtener flavanoles (Alberti et al., 2014). Mientras que una solucioén de metanol al 50%
bajo las mismas condiciones de operacion, es mas eficiente para obtener flavonoles. Sin
embargo, cuando la temperatura de esta mezcla se incrementa a 50°C, la extraccion es mas
selectiva para los estilbenos (Kwak et al., 2017; Soural et al., 2015). Por ello, la
extractabilidad de los polifenoles depende de muchos factores, tales como la polaridad del
solvente, la temperatura, el tiempo de extraccion y la estructura quimica de los polifenoles
(Bosso et al., 2016; Rosello-Soto et al., 2019). No obstante, la extraccién convencional, es
una técnica tradicional que si bien es de facil uso y escalamiento a nivel industrial, genera

el uso de grandes volimenes de solventes, los cuales por lo general no son aptos para
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alimentos (acetona, metanol y hexano) y no son amigables con el medio ambiente (Soquetta
et al., 2018). Por ello, el desarrollo de tecnologias alternativas (Green Technologies) que
permitan la recuperacion de polifenoles a bajos costos de produccion, aptos para consumo
humano y amigables con el medio ambiente siguen siendo una tarea pendiente para la

industria de alimentos y farmacéutica.

b. Tecnologias alternativas (Green Technologies)

Actualmente, existen diferentes métodos alternativos de extraccion para la
obtencion de extractos polifenolicos, tales como extraccion asistida por microondas y
ultrasonido, liquidos a presion, solventes acelerados, microondas y fluidos supercriticos.
(Alara et al., 2021; da Silva et al., 2021). Sin embargo, independiente del método, es
necesario considerar otros factores de extraccién tales como temperatura, tiempo,
composicion del solvente, asi como la formacion de compuestos no deseados (azlcares,
carbohidratos, proteinas y compuestos toxicos) que dificulten la futura aplicacion de los
extractos en la formulacion de alimentos nutraceuticos (Santos et al., 2012; Santos et al.,

2010).

— Extraccion liquida presurizada (ELP): La extraccion liquida presurizada es una
tecnologia alternativa de grado alimentario y amigable con el medio ambiente que
permite reducir los tiempos de extraccion y los volumenes de solventes, asi como
mejorar el rendimiento de extraccion de los polifenoles hasta en un 200% en
comparacion con la extraccion convencional y 80% comparado con la extraccion
por ultrasonido (Ameer et al., 2017; Plaza & Turner, 2015). Las altas presiones
(~10 MPa) mantienen el solvente en estado liquido, reduciendo significativamente
su polaridad, favoreciendo su difusion en la matriz vegetal mejorando la
extractabilidad de los polifenoles (Plaza & Turner, 2015). No obstante, la ELP es
influenciada por las caracteristicas del solvente, la temperatura de extraccion y la
estructura quimica de polifenoles (Huaman-Castilla et al., 2020; Huaman-Castilla

etal., 2019).

Mustafa & Turner (2011) y Vergara-Salinas et al. (2015) mencionan que el
funcionamiento de este sistema PLE es relativamente sencillo y se puede analizar

por etapas (Figura 8):

*  En primer lugar, la muestra debe someterse a un proceso de reduccion de
tamaio para facilitar su acondicionamiento dentro de la celda de extraccion

y permitir una rapida difusion del solvente.
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Solvente

En segundo lugar, se utiliza tierra de diatomeas o cuarzo como agente
dispersante, que se mezcla con la muestra. Esto permite mejorar los
fenomenos de transferencia de masa.

En tercer lugar, el sistema inyecta un volumen especifico de disolvente,
que satura la celda de extraccion a una temperatura constante, que se ha
definido previamente.

En cuarto lugar, el sistema inyecta nitrogeno (pureza > 99,9%) en la celda
de extraccion que permite que la presion alcance valores de hasta 10 atm
(1,01 Mpa). En estas condiciones, el solvente permanece liquido,
aumentando su energia cinética. Esto permite la descomposicion de la

matriz celular y aumenta la solubilidad de los polifenoles.

1a

Bomba Vv
peristaltica

f \ Parametros:

Muestra v ] e — - T°: 70 - 250°C

- P°: 10 atm
- Tiempo estatico: 5 - 20 min
- Volumen: 50 -200%

Celda

Valvula

Recolector
de muestra

Figura 8. Esquema del sistema de extraccion liquido presurizado

Si bien el uso de agua pura en la ELP ha sido ampliamente estudiada en la

recuperacion de polifenoles, el uso de temperaturas extremas (> 120 °C) afectan

significativamente la composicion quimica de los extractos debido a la hidrdlisis

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

Tabla 7. Parametros de proceso para la recuperacion de polifenoles por ELP

Variables de proceso Variables respuesta

Solvente Polifenoles Polifenoles especificos
Fuente T (°C)

(% v/v) (mg GAE/gds) (ng/gds)
Piel de cebolla  Agua 110 - 190 n.s. Quercetina: 4 — 14
Thimo (Thymus Acido gélico: 1 - 8

_ Agua 50-200 131 -247 _

vulgaris) Quercetina: 0.5 - 3.3
Piel y semilla de 41 -58

Agua 80 —120 n.s.
uva 44 - 124
Orujo de uva Etanol (0 — 15%) 65-90 5.28 - 11.51 n.s.
Residuo de café  Etanol (0 — 15%) 65-90 8.21-13.87 Epicatequina: 429.38

Acidos fendlicos: 1.86 - 85.98

Orujo de uva Etanol (15-50%) 90-150 n.s. Flavanoles: 3.26 - 105.46

Flavonoles: 8.07 - 64.04
Acidos fendlicos: 2. 97 - 98.53

Orujo de uva Glicerol (15 -50%) 90 - 150 n.s. Flavanoles: 7.94 - 143. 03
Flavonoles: 14.21 - 243.96
Acido galico: 6.52 - 21.66

0.46 - 1.98
Orujo de uva Etanol (20 - 60%) 100 — 160 Quercetina: 3.21 - 12.41
5.66 - 12.64
Catequina: 47.33 - 96.73
Residuodeté  Agua 72.35
90— 125 n.s.
verde Etanol (50%) 146.42

Equivalente de acido galico por g de muestra seca; n.s. (no significativo). Fuente: (Allcca-
Alca et al., 2021; Duba et al., 2015; Huaman-Castilla et al., 2020; Huaman-Castilla et al.,
2019; Ko et al., 2011; Mariotti-Celis et al., 2018; Rajapaksha & Shimizu, 2022; Vergara-
Salinas et al., 2012)
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No obstante, el uso de etanol a altas temperaturas como solvente alternativo para
recuperar polifenoles presentes en las algas marinas atin es un tema pendiente por
resolver. Esto permitiria mejorar las estrategias de operacidon para un futuro
escalamiento a nivel industrial, considerando el relevante rol de la polaridad del

solvente en este tipo de procesos.

PLE puede obtener eficientemente extractos de polifenoles de diferentes fuentes
naturales a bajo costo (Tabla 7). Sin embargo, optimizar el rendimiento, la pureza,
la formacion de compuestos toxicos y la selectividad de polifenoles especificos
sigue siendo un desafio. En este sentido, futuras investigaciones deberan considerar
y analizar la temperatura y la composicion del solvente como variables de disefio

y operacion.
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III. METODOLOGIA

3.1.  Tipo y nivel de investigacion

El trabajo de investigacion es de tipo experimental, cuantitativa y el nivel de

investigacion explicativo.
3.2.  Ambito temporal y espacial

El presente proyecto de investigacion se realiz6 en diferentes laboratorios de
analisis. La liofilizacion de las muestras se realizd en el laboratorio de quimica del
departamento de ciencias basicas; mientras las etapas de extraccion y andlisis que
comprenden a polifenoles totales, capacidad antioxidante en el laboratorio de extraccion de
compuestos de alto valor (LECAV) de la escuela profesional de Ingenieria Agroindustrial
-UNAM. Finalmente, el analisis de perfil de polifenoles se realizé en el Laboratorio de
Contaminantes Organicos y Ambiente (GICOA) de la Escuela Profesional de Ingenieria

Ambiental de la UNAM.
3.3. Muestra

Para la recoleccion de algas marinas se realizd de acuerdo con la metodologia
propuesta por Vilcanqui et al. (2021) con algunas modificaciones. En resumen, ~10 kg de
alga marina roja fresca fueron recolectadas del litoral costero de Ilo (coordenadas 17°38'38
S 71°20'47 N). Estas muestras fueron transferidas inmediatamente en un cooler, el cual fue
acondicionado a 10°C mediante el uso de geles refrigerantes, esto permitié su conservacion

y traslado a las instalaciones del laboratorio de la UNAM.

Las muestras fueron lavadas y posteriormente liofilizadas entre los meses de agosto
— setiembre del 2022 (Alpha 1-4 LSCbasic, Martin Christ, Alemania). Esto consistio en
colocar las muestras dentro de una camara donde la muestra fue congelada a -35°C, luego
mediante una presion de vacio (0.2 mm Hg) y un condensador de frio se procedio a sublimar
el agua. Finalmente, las muestras liofilizadas fueron reducidas de tamatfio hasta alcanzar un
diametro de particula de ~0.5 mm mediante el uso de un molino de pulso. Seguidamente
para alcanzar un tamafio uniforme, las muestras fueron llevadas a un tamizador vibratorio
donde se utilizé 3 bandejas hasta alcanzar 0.5mm de muestra, Posteriormente, las muestras
fueron almacenadas en bolsas Ziploc donde fueron protegidas de la luz y almacenadas a -

20°C para su posterior analisis.
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34.

3.4.1.

Instrumentos

Materiales

Balon de 10 m? de nitrogeno

Botellas &ambar 250 mL

Cartuchos SPE C18

Celda de 100 mL para ASE 150

Espatulas

Embudos

Filtros de celulosa para ASE 150

Filtros de jeringa 0.22 pm

Fiolas (5, 10, 25, 100, 250, 500 y 1000 mL)
Jeringas de 3 mL

Micropipetas (20 — 200 uL, 100 — 1000 pLy 1 — 5 mL)
Microplacas blancas y negras de 96 pocillos

Papel absorbente

Papel aluminio

Papel filtro

Papel secante

Piseta (500ml)

Probetas de vidrio (50, 100 y 250 mL)

Tubos de polipropileno para centrifuga (50 mL)
Tubos Eppendorf de polipropileno para microcentrifuga (2 mL)
Vasos de precipitados de vidrio (50, 100 y 250 mL)
Viales ambar (1,5 mL)

3.4.2. Equipos

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

Balanza semimicro (EX225/AD, OHAUS, USA)

Bafio termostatico (LWB-122D, ISOLAB)

Centrifuga (Pro-analityt.C2004, Centurion Scientific Ltd, UK)
Congeladora (modelo Rh25h5613sg, Samsung)

Cromatografo Liquido de Ultra Alta Performance (UHPLC) 1290 Infinity 11
(Agilent, USA) acoplado a un detector de arreglo de diodos 1290 Infinity 11
(Agilent, USA)
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- Espectrofotometro UV-Vis (Genesys 150, Thermofisher, San Jose, CA,
USA)

- Extractor de liquidos presurizados (ASE 150, Dionex, Thermofisher, San
Jose, CA, USA)

- Lector de microplacas (Synergy/HTX, Biotek Instruments Inc, Winooski,
VT, USA)

- Liofilizador (Alpha 1-4 LSCbasic, Martin Christ, Alemania)

- Sistema de extraccion en fase solida

- Rotavapor (Hei-vap Ultimate control, Heidolph, Alemania)

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

3.4.3. Insumos y reactivos

- 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo — DPPH (> 90%)
- Acetonitrilo (grado analitico masa, > 99.8%)
- Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico - Trolox (> 98%)
- Acido férmico (> 98%)

- Agua destilada

- Agua MiliQ (agua desionizada)

- Acetona 60%

- Arena de cuarzo

- Carbonato de sodio (15%, p/p)

- Dihidrocloruro de 2,2'-Azinobis (2-metilpropionamidina) — AAPH (>97%)
- Estandar de acido vanilico (97%)

- Estandar de catequina (95%)

- Estandar de epicatequina (90%)

- Estandar de kaempferol (97%)

- Estandar de procianidina A2 (90%)

- Estandar de resveratrol (99%)

- Estandar de rutina (93%)

- Estandar de tirosol (97%)

- Estandar de floroglucinol (97%)

- Etanol (99,5%)

- Fosfato monobasico de potasio (2.5%)

- Fosfato monobasico de sodio (2.5%)

- Fluoresceina sodica (> 95%)

- Metanol (grado HPLC, >95%, p/p)

- Reactivo Folin-Ciocalteu (2N)
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3.5. Procedimientos

3.5.1. Extraccion liquida presurizada

Para ELP se empled la metodologia propuesta por Huaman-Castilla et al. (2020)
con algunas modificaciones. En resumen, ~10 g de alga roja (base seca) se mezclaron con
arena de cuarzo (proporcion 1:4) como agente de dispersion. Luego, la muestra
acondicionada fue colocada en una celda de extraccion de 100 mL en un sistema de liquidos
presurizados (ASE 150, Dionex, Thermofisher, San Jose, CA, USA), la cual previamente
fue cargada con 10 g de arena de cuarzo. Los parametros de extraccion fueron los
siguientes: presion 10 MPa, un ciclo de extraccion, 20% de volumen de lavado, 250 s de
tiempo de purga de nitrogeno y 5 minutos de tiempo de extraccidon estitico con
Temperaturas de 90, 120 y 150°C. Etanol (0, 15% y 30% v/v) fue utilizado como solvente
de extraccion (Figura 9). Estas condiciones permitieron obtener una relacion muestra
solida: volumen de extracto de 1:10. Después de la extraccion, los extractos crudos

obtenidos fueron envasados en viales ambar y almacenados a -20 °C hasta su posterior

analisis.

Factor 1 Factor 2 Obtencidn
(Etanol %) Temperatura de extractos

—»90°C - > Al,A2, A3

Agua pura —p 120 °C __________ -» Bl, BZ, B3

—»150°C ———————- » C1,C2,C3
—»90°C T - D1,D2,D3

Alga roja Etanol 15% —» 120°C ~—— T~ > E1,E2,E3

—»150°C ~————————- » F1,F2.F3
—»90°C - »> G1,G2,G3
Etanol 30% > 120°C ———————~ - H1, H2, H3

—» 150°C ~———--—-—- > 11,12,13

Figura 9. Esquema del proceso de extraccion

*Las letras mayusculas indican los tratamientos para cada extracto obtenido, los

numeros indican las repeticiones.
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En paralelo a la ELP, un proceso de extraccion convencional fue realizado, donde
10g de muestra fueron disueltos en 100mL de solvente (acetona 60%) a 30°C por lh. Los
extractos obtenidos fueron filtrados y centrifugados a 500 RPM para luego ser almacenados

a-20°C.

3.5.2. Determinacion de polifenoles totales

El contenido de polifenoles totales de los extractos crudos de algas rojas se
determino 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) se mezclaron con 0,5 mL de una solucion de carbonato de sodio (10% p/v).
La mezcla se dejo reaccionar a temperatura ambiente y en oscuridad durante 1 h. La
absorbancia fue medida a una longitud de onda de 765 nm en un espectrofotometro (UV-

Vis Genesys 150, Thermofisher, San Jose, CA, USA).

Se prepar6 una curva de calibracion (r* = 0,9988) a partir de una solucion stock
acido galico (200 mg/L) con las siguientes diluciones 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y
100 mg/L. Los resultados fueron expresados en mg EAG/gss (equivalente a 4cido galico

por gramo de so6lido seco).
3.5.3. Determinacion de capacidad antioxidante

3.5.3.1. Método DPPH

La capacidad antioxidante de los extractos de algas rojas se determino utilizando
el método de inhibicién del radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) reportado por
Brand-Williams et al., (1995). En resumen, 0,1 mL del extracto fue mezclado con 3,9 ml
de soluciéon DPPH (50 pM). Luego la soluciéon se incubd a temperatura ambiente en
oscuridad durante 30 minutos. La reduccion del radical DPPH fue medida a una longitud
de onda de 517 nm en un espectrofotometro (UV-Vis Genesys 150, Thermofisher, San Jose,
CA, USA). Como control positivo se utilizo metanol y el control negativo fue la solucién
metanodlica de DPPH. Los resultados de expresaron en factor Clso (mg/mL), definido como
la concentracion de extracto efectivo necesario para inhibir el 50% de la actividad del

radical DPPH.

3.5.3.2. Método ORAC

El analisis ORAC de los extractos se realizaron en un lector de microplacas
(Synergy/HTX, Biotek Instruments Inc, Winooski, VT, USA) de acuerdo con Ia

metodologia propuesta por Chirinos et al., (2013). En resumen, se preparé una solucion
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buffer PBS 75 mM a un pH de 7,4. Con el buffer PBS se diluyo fluoresceina (55 nM),
AAPH (153 mM), Trolox como estandar de referencia (8, 16, 24, 32 y 40 uM) y cada
muestra. En una microplaca negra de 96 pocillos, se agregd 25 pL de muestra, Trolox y
blanco (buffer PBS) y fue llevado al lector de microplacas. El equipo inyectd
automaticamente 250 pL de fluoresceina a cada pocillo, la mezcla fue incubada a 37°C
durante 10 minutos. Seguidamente fue inyectado 25 pL de AAPH a cada pocillo. La
fluorescencia se medi6 a una longitud de onda de excitacion y emision de 485 nm y 520
nm respectivamente cada minuto durante 50 minutos. Los valores ORAC finales se
calcularon utilizando el area bajo la curva y fueron expresados como umol ET/gss (micro

mol equivalente a Trolox por gramo de solido seco).

3.5.4. Cuantificacion del perfil de polifenoles especificos

La cuantificacion de polifenoles especificos se realizo utilizando la metodologia
propuesta por Maldonado et al., (2022) con algunas modificaciones. Primero, se realizo la
preparacion de la muestra a través de una extraccion en fase solida (SPE) antes del analisis
cromatografico. Para ello, cartuchos SPE SiliaPrep C18 6 mL, 500 mg (Silicycle, Québec,
Cénada) fueron activados con 10 mL de metanol grado HPLC seguidos de 10 mL de agua
miliQ. Inmediatamente se agregd 25 mL del extracto crudo. Los analitos retenidos en el
cartucho se recuperaron con 5 mL de metanol grado HPLC. Luego, 100 pL de la muestra
preparada fue mezclada con 900 pL metanol grado HPLC, la mezcla fue filtrada a través
de un filtro de jeringa de 0,22 um y almacenada en viales &mbar de 1,5 mL. Posteriormente,
2 pL de cada muestra fue inyectada en un cromatdgrafo liquido de ultra alta performance
(Agilent 1290 Infinity II, USA) acoplado a un detector de arreglo de diodos (DAD). La
separacion de compuestos se realizo a través de una columna analitica de fase reversa
InfinityLab (Agilent, USA) Poroshell EC-C18 (2,1 mm % 150 mm x 1,9 pum) a 30 °C. La
fase movil estuvo conformada por agua miliQ con 0,1% de acido formico (A) y acetonitrilo
con 0,1% acido férmico (B), utilizando una elucion en gradiente: 0 min 95 % A -5 % B,
15 min 60 % A —40 % By 18 min 95 % A — 5 % B a un flujo de 0,3 mL/min. Diferentes
estandares de polifenoles fueron previamente diluidos a concentraciones de 0,3, 1, 3, 6, 10
y 20 pg/mL para construir las curvas de calibracion. Finalmente, los polifenoles especificos
fueron cuantificados comparando el tiempo de detencion y el area bajo la curva de cada
uno de los estandares analizados (A: 270 nm tirosol, rutina y quercitrina; A: 280 nm, acido
vanilico, catequina, epicatequina, hidroxitirosol, procianidina A2 y oleuropeina; A: 324 nm,
resveratrol y apigenina; A: 373 nm, Kaempferol). Los analisis se realizaron por triplicado y

los resultados se expresaron en pg de polifenol especifico por gramo en base seca.
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3.6. Analisis de datos

Un total de 18 pruebas fueron conducidas mediante un arreglo multifactorial
completo (3x3 con 2 repeticiones) con la finalidad de evaluar el efecto de los factores de
estudio (temperatura y solvente) sobre las variables respuesta (polifenoles totales,
capacidad antioxidante, perfil de polifenoles). Luego, un Analisis de Varianza (ANOVA)
permitio establecer si existen diferencias significativas entre tratamientos e interacciones
(p-valor < 0,05). Las diferencias significativas fueron analizadas mediante una prueba de

comparacion Tukey (p-valor < 0,05).

Tabla 8. Esquema del disefio experimental

Tratamiento Temperatura  Solvente Variables
0 (%) respuesta
T1 90 0
T2 120 15
13 150 30
T4 90 0
TS5 120 15
Té6 150 30
T7 90 0
T8 120 15
9 150 30

Modelo factorial
Yio=nu+ Si+ T+ (ST)ij + Eij

Donde: Y, representa a la variable respuesta; p es la media global de todos los
tratamientos; S es el factor solvente, i representa los niveles del factor S; T es el factor
temperatura, j representa los niveles del factor T; (STe);; representa la interaccion de los

niveles ij de los factores S'y T; €;;; representa el error experimental.

Por otro lado, la mejor condicion de la ELP fue comparada versus un proceso de
extraccion convencional. Este andlisis se realizd mediante una prueba de comparacion t
para dos muestras. Entonces, el estadistico de prueba apropiado para comparar dos medias

de tratamientos considerando un nivel de significancia (p < 0,05).
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Iv. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Efecto de la composicion del solvente y temperatura sobre la recuperacion

de polifenoles totales y capacidad antioxidante
4.1.1. Contenido de polifenoles

De acuerdo con nuestros resultados cuanto mayor es la temperatura y composicion
de etanol, el contenido de polifenoles totales se incrementa, cuyos valores varian entre 0.21
y 1.71 mg EAG/gss (p < 0,05) (Tabla 9). Independiente de la composicion del solvente, los
incrementos de temperatura durante el proceso de extraccion liquido presurizada (ELP)
mejoraron la recuperacion de polifenoles (p < 0,05). Por ejemplo, cuando la temperatura
incrementa de 90 a 150°C, el contenido de polifenoles totales mejora en 4, 4.5 y 6.3 veces

mas con agua pura, etanol al 15% y etanol al 30%, respectivamente (Tabla 9).

Tabla 9. Contenido de polifenoles presente en los extractos de algas rojas

Condiciones Agua pura Etanol 15% Etanol 30%
d : : :
¢ proceso Promedio CV% Promedio CV% Promedio CV%
90 0.25%A 481 0.26>4 3.74 0.27%4 438
120 0.21%4 2.62 0.27%B 1.21 0.29*B 7.39
150 1.04%4 0.04 1.18>B 5.64 1.715€ 2.23

El contenido de polifenoles totales es expresado como miligramos equivalentes a acido galico por
gramo de s6lido seco (mg EAG/g de alga seca). CV representa el coeficiente de variacion (n= 2).
Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05). Las letras mintsculas indican
diferencias significativas entre filas; mientras que las letras mayusculas indican diferencias entre

columnas.

Para discutir el efecto de la temperatura, si bien no existen reportes del efecto de altas
temperaturas bajo condiciones subcriticas (10 atm) en la recuperacion de polifenoles totales
a partir de algas marinas, existen algunos trabajos que recuperaron estos compuestos en
otras matrices vegetales. Otero et al. (2018) demostraron que incrementos de temperatura
de 80 a 160°C combinado con mezclas agua-etanol (50%) mejor6 la recuperacion de
polifenoles en 39% a partir de alga L.ochroleuca. Fu et al. (2016), reportaron que un cambio
de temperatura de 25 a 65°C combinado con 50% de etanol mejora en 33% la recuperacion
de polifenoles presentes en algas marinas rojas. Similar comportamiento en otras matrices
vegetales también fue reportado por Huaman-Castilla et al. (2023) quienes observaron que
un aumento de la temperatura de 70 a 130 °C, permite incrementar la recuperacion de
polifenoles se incremento en 3,5, 4,2 y 5,7 veces con 0 (agua pura), 15% y 30% de etanol,

respectivamente.
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Los incrementos de temperatura en un proceso de extraccidon subcritica incrementan la
energia cinética del solvente, esto propicia que el solvente no solo pueda acelerar y colapsar
la matriz vegetal, sino también mejora la solubilidad de los polifenoles debido a la ruptura
de esta matriz (Mustafa & Turner, 2011; Plaza & Turner, 2015). Ademas, Vergara-Salinas
et al. (2013) mencionan que los incrementos de temperatura bajo condiciones subcriticas
favorece los fendmenos de transferencia de masa debido a un incremento en la
permeabilidad del tejido vegetal que permite la difusion de los polifenoles al solvente de
extraccion. Por otro lado, si bien la temperatura tiene un efecto positivo en la recuperacion
de polifenoles, es importante considerar algunos reportes que mencionan que temperaturas
mayores a 150°C podrian favorecer la formacion de compuestos toxicos como el
hidroximetil furfural, un compuesto carcinogénico en roedores (Vergara-Salinas et al.,

2015).

Para discutir el efecto de la composicion del solvente, el incremento de la concentracion de
etanol en los extractos mejor6 la concentracion de polifenoles presentes en los extractos
(Tabla 9). Por ejemplo, si fijamos la temperatura a 150°C, un incremento de 0 a 30% de
etanol en el solvente de extraccion mejora en 64% la extraccion de polifenoles (Tabla 9).
Al respecto, Tierney et al. (2013) demostraron bajo condiciones subcriticas que un
incremento de concentracion de 0 a 80% de etanol a 60°C favorece en 37% la recuperacion
de polifenoles presentes en algas pardas F Spiralis. Por otro lado bajo condiciones
atmosféricas, Fu et al. (2016) reportaron que un cambio de 0 a 50% de etanol a 30°C mejora
en 60% la recuperacion de polifenoles en algas marinas rojas; mientras Castejon et al.
(2021) demostraron que un incremento de 0 a 50% de etanol mejora en 5 veces la
recuperacion de polifenoles a 65°C en algas marinas rojas. Por otro lado, algunos estudios
en diferentes matrices vegetales también reportaron comportamientos similares. Por
ejemplo, Rosa et al. (2019) observaron que el uso de 80% de etanol a 60 °C permitid
recuperar un 48% mas de contenido de polifenoles en comparacion con el uso de agua pura
en las mismas condiciones. Mariotti-Celis et al. (2018) informaron que el uso de etanol al
15% a 60°C mejord en un 37% la recuperacion de polifenoles en comparacion con el agua

pura a 60°C.

Los polifenoles son compuestos con una mayor habilidad para establecer interacciones con
solventes de polaridad intermedia. Entonces, el uso de solventes como el etanol favorecera
el proceso de extraccion de estos compuestos en comparacion con el uso de agua pura
(Cuevas-Valenzuela et al., 2015). El etanol presenta un grupo hidroxilo (fraccion polar) y
un grupo metilo (fraccion no polar) que le permite establecer interacciones

intermoleculares con los grupos funcionales del polifenol (grupo hidroxilo y anillos
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aromaticos) en comparacion con el agua que solo presenta grupos hidroxilo en su estructura

quimica (Figura 10) (Galanakis et al., 2013).

Las interacciones intermoleculares también se pueden explicar mediante los
parametros solvatocrémicos Kamlet-Taft considerando la habilidad del solvente para donar
(acidez: a) y aceptar (basicidad: f) enlaces hidrogeno con otras moléculas (Jessop et al.,
2012). Por ejemplo, el etanol presenta una menor polaridad (w*: 0,51) en comparacion con
agua (w*: 1,14). Ademas, presenta una menor habilidad para formar enlaces hidrogeno (o
0.9) en comparacion con el agua (a: 1,07), esto debido a que una fraccion de la molécula
esta interactuando con los anillos aromaticos del polifenol mediante interacciones no

polares.

Etanol

Hidroxilo
(Polar)

Metilo
(Fraccioén no polar)

Figura 10. Grupos funcionales del etanol capaces de interactuar con los polifenoles

Por otro lado, cuando la temperatura y solvente se combinan en un proceso de
extraccion subcritica, las interacciones electrostaticas (enlaces de hidrogeno) entre solvente
disminuyen, favoreciendo las interacciones no polares o fuerzas de dispersion de London.
Consecuentemente, aquellos compuestos con grupos aromaticos como los polifenoles son
favorecidos debido a este tipo de interacciones (Allcca-Alca et al., 2021; Huaman-Castilla

et al., 2019; Mariotti-Celis et al., 2018).

Las mejores condiciones de extraccion fueron establecidas con 150°C y 30% de
etanol, esto permitid recuperar 1.71 mg EAG/gss (Tabla 9). Al respecto, Pacheco et al.
(2020) bajo condiciones subcriticas (120°C — etanol: 50%) obtuvieron extractos con una
concentracion de 1.9, 2.2 y 4.8 en algas rojas del sur de Chile tales como Nothogenia sp.
Mazzaella laminarioides y Pyropia sp., respectivamente. Si bien existen diferencias entre
las concentraciones de polifenoles reportadas y nuestros resultados, es importante resaltar
que factores como el lugar coleccion, condiciones ambientales y ecotipo de alga pueden

afectar los resultados Erpel et al. (2020).
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4.1.2. Capacidad antioxidante

Los métodos DPPH y ORAC nos permiten evaluar la capacidad de los polifenoles
para inhibir un radical especifico. Por ejemplo, el método DPPH evalta la capacidad de los
polifenoles para neutralizar el radical DPPH, un radical libre que difiere de otras especies
reactivas generadas bioldgicamente; mientras, el método ORAC mide la capacidad de los
polifenoles para neutralizar los radicales peroxilo, similar a los radicales libres generados
dentro de un organismo (Gulcin, 2020; Munteanu & Apetrei, 2021). Por ello, para el
presente estudio ambos métodos fueron realizados como pruebas de aproximacion
complementarias para correlacionar la capacidad antioxidante de los polifenoles presentes

€n nuestros extractos.

4.1.2.1. Método DPPH

El uso de etanol a altas temperaturas en un proceso de extraccion liquido
presurizada permito obtener extractos con importantes valores de capacidad antioxidante
(ICs0: 16.81 — 36.49 mg/mL) (Tabla 10). No obstante, es importante mencionar que cuanto
menor es el valor ICso mayor es la capacidad antioxidante del extracto. Esto considerando
que se necesitara una menor cantidad de extracto para inhibir el radical DPPH. Por ello,
diversos trabajos mencionan que el Valor ICsy es inversamente proporcional con el

contenido de polifenoles.

Tabla 10. Capacidad antioxidante por DPPH en los extractos de algas rojas

Condiciones Agua pura Etanol 15% Etanol 30%
d
¢ proceso Promedio CV% Promedio CV% Promedio CV%
90 36.49%4A 0.59 29.16%B 2.04 26.78%C 5.85
120 27.330A 3.39 26.86%B 1.40 24.31bB 2.76
150 25.17%4 0.90 19.11%B 0.28 16.81%C 8.27

DPPH es expresado como factor ICsp en miligramos por mililitro (mg/mL). CV representa el
coeficiente de variacion (n= 2). Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05). Las
letras mintsculas indican diferencias significativas entre filas; mientras que las letras mayusculas

indican diferencias entre columnas.

Para discutir el efecto de la temperatura, un incremento en la temperatura de extraccion
reduce el valor ICso. Por ejemplo, cuando la temperatura incremento de 90 a 150°C el valor
IC50 fue reducido en 31, 34 y 37% para agua pura, etanol al 15% y etanol al 30%,
respectivamente (Tabla 10). Bajo condiciones subcriticas (Gan & Baroutian, 2022)
reportaron que un incremento de temperatura de 120 a 150°C reduce el valor IC50 en 65%

en extractos obtenidos a partir de algas marinas (Undaria pinnatifida). Otros estudios bajo
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condiciones subcriticas también confirman el rol de la temperatura sobre el valor ICsg. Por
ejemplo, Nasti¢ et al. (2018) reportaron una disminucién del 40% en el valor ICso cuando
la temperatura de proceso incremento de 100 a 160°C en extractos obtenidos a partir de
flores de Trifolium montanum. Mariotti-Celis et al. (2018) observaron que un incremento
de 75 a 90°C redujo en 15% el valor de capacidad antioxidante expresado como ICso en
extractos de orujo de uva. Por ejemplo, Xynos et al. (2014) observaron que cuando la
temperatura aument6 de 40 a 62 °C usando mezclas de agua-etanol (50%) reducen el
volumen necesario de extracto para inhibir el radical DPPH en un 14%. Al respecto, los
incrementos de temperatura permiten acelerar las moléculas del solvente (energia cinética)
favoreciendo la ruptura de la matriz celular y posterior liberacion de polifenoles (Huaman-
Castilla, Gajardo-Parra, et al., 2023). Entonces, una mayor concentracion de polifenoles
presente en el extracto durante la ELP permitira incrementar la capacidad antioxidante de

los extractos. Consecuentemente, el valor ICso de los extractos obtenidos sera menor.

Para discutir el efecto de la composicion del solvente, el valor ICsy en los extractos
obtenidos presenta un comportamiento similar al observado con los cambios de
temperatura. Por ejemplo, a 150°C el uso de etanol (30%) fue 36% mas efectivo para
reducir el valor ICso en comparacion con el agua pura (Tabla 10). Bajo condiciones
subcriticas, Tierney et al. (2013) demostraron que un incremento de concentracion de 0 a
80% de etanol a 60°C reduce en 64% el valor ICso en los extractos obtenidos en algas pardas
F. Spiralis. Al respecto, Diferentes trabajos han reportado que el uso de solventes de
polaridad intermedia como el etanol y glicerol ha permitido mejorar la capacidad
antioxidante de los extractos en un proceso de extraccion liquido presurizado en
comparacion con el agua pura (Allcca-Alca et al., 2021; Huaman-Castilla., 2020; Huaman-
Castilla et al., 2019). Asimismo, Xynos et al. (2014) informaron que un incremento en la
concentracion de etanol del 0% al 30% redujo en un 16% la cantidad de extracto requerida

para reducir el radical DPPH de las hojas de Dendropanax morbifera.

Los polifenoles presentan grupos hidroxilo (OH) en su estructura quimica, los cuales tienen
la capacidad de transferir atomos de hidrogeno con la finalidad de reducir el radical DPPH
(Singh et al., 2016). Entonces, el uso de solventes que presentan una fraccion polar y no
polar en su estructura quimica facilitara las interacciones entre el solvente y el polifenol
mejorando la capacidad antioxidante de los extractos. Por ello, mientras menor sea el valor

ICso, menor es la cantidad de extracto necesario para inhibir el radical DPPH.
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4.1.2.2. Método ORAC

El analisis ORAC evalua la habilidad de los polifenoles para reducir los radicales
bioldgicos conocidos como peroxilos (ROO"), el cual es una de las méas comunes especies
reactivas de oxigeno en el organismo (Roy et al., 2010). Por ello, cuando los extractos
presentan un alto contenido de polifenoles, la capacidad antioxidante del extracto es mayor
(Goyeneche et al., 2015). La capacidad antioxidante evaluada por ORAC en los extractos
obtenidos incremento con la temperatura y concentraciones de etanol. Independiente de la
concentracion del solvente, cuando la temperatura incremento de 90 a 150°C la capacidad
antioxidante mejoro 1.2, 3.3 y 4.5 con agua pura, 15% de etanol y 30% de etanol,

respectivamente (Tabla 11).

Tabla 11. Capacidad antioxidante por ORAC en los extractos de algas rojas

Condiciones Agua pura Etanol 15% Etanol 30%
d : : :
¢ proceso Promedio CV% Promedio CV% Promedio CV%
90 9.16%A 6.16 19.51%B 4.62 27.11%¢ 5.34
120 g.810A 4.63 42.16%B 8.69 73.47>B 6.22
150 11.63%A 2.03 60.74%B 6.57 121.89%C 2.84

La capacidad antioxidante por ORAC esta expresado como micromoles de equivalente trolox por
gramo de solido seco (umol ET/gss). CV representa el coeficiente de variacion (n= 2). Letras
diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05). Las letras minusculas indican diferencias

significativas entre filas; mientras que las letras mayusculas indican diferencias entre columnas.

Para discutir el efecto de la temperatura, diversos trabajos han referido que los incrementos
de temperatura en un proceso de extraccion subcritica favorecen la recuperacion de
polifenoles, esto debido a la reduccion de la polaridad del solvente, asi como la ruptura de
la matriz vegetal; y por ende mejoran la capacidad de los extractos (Allcca-Alca et al.,
2021; Castejon et al., 2021; Erpel, 2022; Nasti¢ et al., 2018). No obstante, Plaza et al.
(2010) reportaron que cuando en un proceso de extraccion con liquidos presurizados (ELP)
la temperatura excede los 120°C, se favorece la formacion de compuestos antioxidante
como producto de la reaccion de Maillard. Consecuentemente, la capacidad antioxidante
de los extractos es favorecida. Esto podria proponer que se utilicen altas temperaturas de
extraccion durante la ELP con la finalidad de mejorar las caracteristicas antioxidantes del
extracto. Sin embargo, Vergara-Salinas et al. (2015) y Mariotti-Celis et al. (2018)
mencionan que las altas temperaturas de proceso (>120°C) favorecen la formacion de
compuestos toxicos que podrian limitar el uso de los extractos en futuras aplicaciones

alimentarias.
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Para discutir el efecto de la composicion del solvente, El uso de altas concentraciones de
etanol (30%) permitidé mejorar 10 veces la capacidad antioxidante en comparacién con el
uso de agua bajo las mismas condiciones (150°C) (Tabla 11). El uso de etanol como
cosolvente durante el proceso ELP reduce la polaridad del solvente, promoviendo
interacciones favorables no solo entre los grupos hidroxilo de los polifenoles y el solvente,
sino también entre sus grupos aromaticos (Huamén-Castilla, Gajardo-Parra, et al., 2023).
Ademas, la alta presion aplicada en el proceso ELP aumenta la energia cinética de las

moléculas, lo que aumenta la solubilidad.

4.2.  El efecto del uso de mezclas agua — etanol a altas temperaturas sobre el

perfil de polifenoles

Para mejorar la comprension del rol de la polaridad del solvente sobre la
recuperacion de polifenoles especificos, se realizo un andlisis de perfil de polifenoles a
cada condicion de proceso. Esto considerando la temperatura de extraccion (90, 120 y 150

°C) y diferentes mezclas de agua - etanol (0, 15 y 30%) como factores estudio (Tabla 12).

4.2.1. Acidos fenolicos

El rendimiento de &cidos fenolicos mejoro con el incremento de etanol y
temperatura durante la ELP (Tabla 12 y Figura 11). Por ejemplo, cuando la temperatura
incrementa de 90 a 150 °C, la capacidad de extraccion de los 4cidos fendlicos mejord ~3,
~4 y ~2 veces con 0%, 15% y 50% de etanol respectivamente (Figura 11). El efecto positivo
de la temperatura también fue reportado por Garcia-Jares et al. (2015) quienes informaron
que la extractabilidad de los 4cidos fendlicos mejord aproximadamente 8 veces cuando la
temperatura aumentd de 100 a 150 °C, utilizando agua pura como solvente de extraccion
en un proceso ELP; mientras Huaman-Castilla et al. (2019) reportaron que los cambios de

0 a 50% de etanol a 150°C mejoran 4 veces la recuperacion de acidos fendlicos.
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Figura 11. Efecto de los parametros de proceso sobre el contenido de acidos
fenolicos. Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05)

El uso de etanol como cosolvente en el proceso ELP permite disminuir la polaridad
del solvente favoreciendo las interacciones no polares (Erpel, 2022). Esto explicaria la
afinidad de la molécula de etanol para formar interacciones intermoleculares con los grupos
funcionales de los acidos fenolicos (hidroxilo y fendlico). Por ello, diversos estudios han
demostrado que los acidos fendlicos son moléculas organicas que tienen mayor afinidad
por solventes organicos, como ¢l etanol, debido a interacciones intermoleculares (fuerzas
de dispersion de London) (Allcca-Alca et al., 2021; Huaman-Castilla et al., 2019; Mariotti-
Celis et al., 2018). La mejor condicion de proceso fue establecida a 150°C con 30% de
etanol (Figura 11). Esto permitié recuperar acidos fenolicos especificos tales como el
galico, vanilico, y cafeico, donde el 4cido fendlico mayoritario fue el &cido galico con 15.26

ng/gss (Tabla 12).

4.2.2. Flavanoles

Bajo condiciones subcriticas (P: ~10MPa), las altas temperaturas favorecen la
recuperacion de estos compuestos. Sin embargo, cuando la concentracion de etanol es
mayor al 15% la recuperacion disminuye (Tabla 12 y Figura 12). Si bien mayor
recuperacion de flavanoles se logré a la temperatura mas alta (150 °C), cuando la
concentracion de etanol se incrementd de 0 a 15% la recuperacion de flavanoles mejora en
88%; mientras si la concentracion de etanol incrementa de 15 a 30% la recuperacion de
estos compuestos se reduce en 44% (Tabla 12). Este efecto del etanol bajo condiciones
atmosféricas también fue advertido por otros trabajos de investigacion sobre este tipo de

familias especificas. Por e¢jemplo, Downey & Hanlin (2010) observaron que
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concentraciones de etanol superiores al 50% disminuyeron la recuperacion de flavanoles a

60°C.
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Figura 12. Efecto de los parametros de proceso sobre el contenido de Flavanoles.
Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05)

La mejor condicion de proceso fue establecida a 150°C con 15% de etanol (Figura
12). Esto permiti6 recuperar importantes concentraciones de flavanoles tales como
catequina, epicatequina y procianidinas (B2 y A2) con 13.46, 23.53, 17.88 y 28.15 ug/gss,

respectivamente (Tabla 12).
4.2.3. Flavonoles

Si bien las altas temperaturas de extraccion mejoraron la extraccion de flavonoles,
un aumento en la concentracion de etanol disminuy6 significativamente la recuperacion de
estos compuestos (Tabla 12 y Figura 13). Por ejemplo, si fijamos la temperatura a 150°C,
un cambio de 0 a 30% de etanol reduce la recuperacion de flavonoles en 67% (Tabla 11).
Al respecto, Huaman-Castilla et al. (2019) reporto que el uso de cosolventes como el etanol
desfavorece la recuperacion de estos compuestos. Probablemente, la presencia de grupos
carbonilo en la estructura de los flavonoles favorece su solubilidad en agua. Por ello, a
medida que aumenta la concentracion de etanol, las interacciones etanol-agua son mas
favorecidas que las interacciones con los polifenoles, lo que disminuiria la solubilidad de
los flavonoles, reduciendo su recuperacion durante la extraccion. La mayor recuperacion
de flavonoles se recuper6 a 150°C con agua pura, recuperando altas concentraciones de

quercetina, Kaempferol y rutina. (Tabla 12).
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Figura 13. Efecto de los parametros de proceso sobre el contenido de flavonoles. Letras
diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05)

4.2.4. Florotaninos

Al igual que los acidos fenolicos, la recuperacion de florotanino aumento6 con la
cantidad etanol y temperatura, cuyas concentraciones varian de 12.09 a 58.67 ug/gss (Tabla
12 y Figura 14). En investigaciones anteriores Erpel et al. (2021) y Pacheco et al. (2020)
reportaron en algas pardas, que si bien existe presencia de familias de 4cidos fendlicos,
flavanoles y flavonoles, también existe una importante concentracion de florotaninos. La
capacidad antioxidante de estos polifenoles (florotaninos) se estiman que son de 2 a 3 veces
mejores en comparacion con otras familias especificas (Erpel et al., 2020; Yoon et al.,
2017). Por ello, las estrategias futuras deben proponer el uso de tecnologias que permitan

mejorar la selectividad en un proceso de extraccion.
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Figura 14. Efecto de los parametros de proceso sobre el contenido de florotaninos. Letras
diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05)
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Tabla 12. Perfil de polifenoles obtenido en los extractos de algas marinas rojas

Descripcion Agua pura Etanol 15% Etanol 30%

90°C 120°C 150°C. 90°C 120°C 150°C. 90°C 120°C 150°C

X DE X DE X DE x DE x DE x DE x DE X DE X DE
Acidos (ug/gss)
Acido galico 2.83 £0.03 3.08 £0.12 5.63 +0.41 4.11+£0.33 5.16 £1.02 8.86 +1.52 7.23 £1.88 8.66 +1.23 1526 £2.32
Acido cafeico ND ND 0.47 £0.07 ND 0.89 +0.06 1.35+0.22 3.44+£0.78 498 +0.79 7.78 £1.71
Vanilina ND 2.22 £0.09 4.35+0.61 ND 3.01 £0.44 642 +1.11 5.67+1.03 843 +1.21 11.14 £2.02
Subtotal 3.92 5.30 10.35 4.11 9.06 5.77 16.34 22.07 34.18
Flavanoles (pg/gss)
Catequina 2.11+£0.27 3.67 +£0.92 10.26 +1.95 4.11+1.27 12.09+£2.55  23.05+£345 1.18 £0.21 5.89 £0.83 13.46 £3.01
Epicatequina 13.45+2.78 16.78 £+2.45 2421+3.12 1523+1.98 21.87+198  46.03 +3.88 6.23 £1.04 13.53 £2.78 23.53+2.77
Procianidina B2 6.77 £ 1.51 7.12+1.89 14.85+2.15 1233 +1.33 1844+289 3334+1.76 478 £1.11 7.89 +£1.47 17.88 £2.99
Procianidina A2 16.88+2.21 1833 +3.01 28.93+3.81 1936 £2.78 2341+3.08 4737+298 8.15+1.75 14.56 +2.47 28.15+3.22
Subtotal 39.21 45.90 78.25 51.03 75.81 149.79 20.34 41.87 83.02
Flavonoles (11g/gss)
Quercetina 6.89 +1.38 7.89 £1.11 13.15+1.55 435+ 1.55 5.92+1.09 7.89+1.78 4.09 £1.05 478 +1.61 6.15+1.56
Kaempferol 8.96 +1.82 8.66 +£2.29 10.60 = 1.21 5.18+1.22 6.02 +1.44 8.13 +1.66 3.92 £0.96 4.03+£1.98 5.60 £ 1.09
rutina 67.87+544 7134+8.13 112.70+13.9 40.54+741 55.66+928  69.01 £7.27 21.67 £8.34 29.77+9.33 32.70 £5.77
Subtotal 83.72 87.89 136.45 50.07 67.60 85.03 29.68 38.58 44.45
Florotaninos (ng/gss)
Floroglucinol 12.09+2.56 13.67+1.78  23.45+2.88 13.11+£1.78 1755+231  28.67+3.05 28.99+3.43 39.24 +£3.77 58.67 £4.15
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4.3. Comparacion de los rendimientos obtenidos mediante la ELP y un proceso

de extraccion convencional atmosférico

El uso de etanol bajo condiciones subcriticas mostro ser mas efectivo para obtener
extractos polifendlicos con alta capacidad antioxidante en comparacion con la extraccion
convencional que uso 60% de acetona a 30°C (Tabla 13). Si bien el etanol bajo condiciones
atmosféricas presenta una polaridad mayor (*: 0.71) que la acetona (7*: 0,51), el uso de
altas presiones (10 atm) permite que su polaridad del etanol disminuya en 45% y se
comporte como un solvente no polar (Jessop, 2011; Jessop et al., 2012). Esto explicaria
porque el etanol es mas efectivo para obtener extractos polifenolicos con alta capacidad
antioxidante. Ademas, los polifenoles presentan anillos aromaticos (fracciéon no polar) y
uno o mas grupos hidroxilo (fraccion polar) en su estructura quimica. Estas caracteristicas
quimicas permiten que el etanol pueda interactuar con su fraccion polar (grupo hidroxilo)
y grupo no polar (metilo) durante un proceso de extraccion (Yang et al., 2022). Por otro
lado, la ELP permite la ruptura de los tejidos liberando los polifenoles de alto peso
molecular que estan interactuando con proteinas y carbohidratos, a diferencia de la
extraccion convencional que solo logra extraer los compuestos fendlicos de bajo peso

molecular (Huaman-Castilla et al., 2019)

Tabla 13. Comparativo entre el uso de etanol versus el uso de acetona

Tipo de Polifenoles totales ICso ORAC
solvente Promedio CV% Promedio  CV% Promedio ~ CV%
Etanol (30%) a 1.71 2.23 16.81% 8.27 121.89? 2.84
150°C
Ace;oglgo(gO%) 0.24b 2.63 28.58° 3.13 41.49° 3.67

El contenido de polifenoles totales es expresado como miligramos equivalentes a acido galico por
gramo de solido seco (mg EAG/gss). DPPH es expresado como factor ICso en miligramos por
mililitro (mg/mL). La capacidad antioxidante por ORAC esta expresado como micromoles de
equivalente trolox por gramo de solido seco (umol ET/gss). CV representa el coeficiente de

variacion (n= 2). Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05).
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V. CONCLUSIONES

El uso de altas temperaturas (150°C) y concentraciones de etanol (30%)
permitid obtener extractos polifendlicos (1.71 mg EAG/gss) con alta
capacidad antioxidante (IC50: 16.81 mg/mL, ORAC: 121.89 umol
ET/gss). Esto debido a que la estructura quimica del etanol presenta una
fraccion polar (hidroxilo) y no polar (metilo) que permite una mayor

habilidad del solvente para interactuar con los polifenoles.

Si bien las altas temperaturas fueron efectivas para recuperar especificas
familias de polifenoles, la composicion del solvente permiti6 realizar un
proceso selectivo. Altas concentraciones de etanol (30%) fue efectivo para
recuperar acidos fenolicos (34.18 pg/gss) y florotaninos (58.67 pg/gss),
concentraciones intermedias recuperaron altas concentraciones de
flavanoles (126.74 pg/gss). Contrariamente, el uso de agua pura es mas

efectivo para recuperar flavonoles (136.45 pg/gss).

La mejor condicion de proceso fue establecida a 150°C con 30% de etanol
bajo condiciones subcriticas. Estas condiciones fueron mas eficientes para
obtener extractos polifenolicos en comparacion con el uso de acetona bajo
condiciones atmosféricas. Estos resultados se pueden proyectar para
futuros escalamientos que permitan optimizar la recuperacion de

polifenoles.
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VI RECOMENDACIONES

Si bien el uso de etanol como solvente de extraccion es una buena
alternativa de extraccidon sustentable, se recomienda seguir realizando

estudios en busqueda de otros solventes amigables de bajo costo.

Antes del escalamiento industrial es necesario continuar los estudios en
este tipo de algas rojas, considerando las variables respuesta tales como
azucares reductores, aminoacidos y compuestos toxicos en los extractos

obtenidos a partir de algas rojas.
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VIII. ANEXOS

Anexo 1. Curva de calibracion a partir de acido galico

1.0
0.8 4
Absorbancia 06 1
(nm)
0.4 4 y =0,009x + 0,0174
r* =0,9988
0.2 4
0 T T T T T
0 20 40 60 80 100
Concentracién
(mg acido galicoll)
Concentracion Absorbancia
Punto de (mg 4cido galico/L) (nm)
calibracion
X y
1 0,000
2 10 0,100
3 20 0,210
4 30 0,291
5 40 0,381
6 50 0,474
7 60 0,573
8 70 0,640
9 80 0,735
10 90 0,817
11 100 0,909

69



Anexo 2. Contenido de polifenoles totales

TRATAMIENTO Peso base ABSORBANCIA mgGAE/L concentracion
SECA 765 NM mgGAE/gss

H20 90-1 5.004 0.16 16.9565 0.2406
90-2 5.0042 0.171 18.1522 0.2575

120-1 5.0023 0.142 15.0000 0.2129

120-2 5.003 0.137 14.4565 0.2052

150-1 5.004 0.657 70.9783 1.0071

150-2 5.0047 0.697 75.3261 1.0686

Etanol 15% 90-1 5.0055 0.17 18.0435 0.2559
90-2 5.005 0.179 19.0217 0.2698

120-1 5.0035 0.182 19.3478 0.2745

120-2 5.004 0.179 19.0217 0.2699

150-1 5.0039 0.738 79.7826 1.1320

150-2 5.004 0.799 86.4130 1.2261

Etanol 30% 90-1 5.004 0.187 19.8913 0.2822
90-2 5.0042 0.176 18.6957 0.2653

120-1 5.0045 0.185 19.6739 0.2791

120-2 5.004 0.167 17.7174 0.2514

150-1 5.0044 1.095 118.5870 1.6825

150-2 5.0044 1.13 122.3913 1.7364
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Anexo 3. Capacidad antioxidante DPPH

Solvente Condicion Concentracion Absorbancia %inhibicion IC 50
(mg/ml) (nm) R1 (mg/ml)
90-1 70.48 0.499 5.49242424
35.24 0.501 5.11363636 36.3368503
17.62 0.503 4.73484848
90-2 70.48 0.495 6.25
35.24 0.501 5.11363636 36.6401661
17.62 0.505 435606061
120-1 70.45 0.46 12.8787879
H20 17.61 0.49 7.1969697  26.6780234
8.81 0.509 3.59848485
120-2 70.46 0.467 11.5530303
17.62 0.498 5.68181818  27.9880564
8.81 0.516 2.27272727
150-1 70.48 0.443 16.0984848
17.62 0.478 9.46969697 25.3190751
8.81 0.504 4.54545455
150-2 70.49 0.448 15.1515152
17.62 0.481 8.90151515 24.9983739
8.81 0.501 5.11363636
90-1 70.50 0.499 5.49242424
17.625 0.508 3.78787879  29.58327
8.81 0.517 2.08333333
90-2 70.49 0.499 5.49242424
17.62 0.507 3.97727273 28.7423216
8.81 0.512 3.03030303
Etanol 120-1 70.47 0.4111 22.1401515
15% 17.62 0.508 3.78787879  27.1229178
8.81 0.52 1.51515152
120-2 70.48 0.409 22.5378788
17.62 0.498 5.68181818  26.592978
8.81 0.521 1.32575758
150-1 70.48 0.277 47.5378788
17.62 0.425 19.5075758  20.1515061
8.81 0.516 2.27272727
150-2 70.48 0.2267 57.0643939
17.62 0.489 7.38636364  20.070613
8.81 0.509 3.59848485
90-1 70.48 0.38 28.030303
17.62 0.496 6.06060606 24.7297348
8.81 0.512 3.03030303
90-2 70.48 0.487 7.76515152
17.62 0.501 5.11363636  28.8383753
8.81 0.515 246212121
120-1 70.49 0.387 26.7045455
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Etanol
30%

120-2

150-1

150-2

17.62
8.81
70.48
17.62
8.81
70.48
17.62
8.81
70.48
17.62
8.81

0.498
0.509
0.372
0.494
0.506
0.243
0.387
0.494
0.264
0.398
0.501

5.68181818
3.59848485
29.5454545
6.43939394
4.16666667
53.9772727
26.7045455
6.43939394
50
24.6212121
5.11363636

24.7848556

23.8360926

15.8311191

17.7976431
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Anexo 4. Capacidad antioxidante ORAC

Promedio
pmoles eq pmoles eq trolox/gr uMeq
TRATAMIENTO R1 R2 trolox/L (uM) de materia seca trolox/gr
H20 90-1 2458 24774 2458 24.74 8.7329 8.7897 8.7613
90-2 26.8 27.01 26.8 27.01 9.5220 9.5966 9.5593
120-1  24.06 2394 24.06 23.94 8.5452 8.5026 8.5239
120-2 2538 2586 2538 25.86 9.0153 9.1858 9.1006
150-1  27.19 2625 27.19 26.25 9.6602 9.3262 9.4932
150-2 2625 2874 2625 28.74 9.3275 10.2123 9.7699
Etanol 15% 90-1 2532 2643 2532 2643 8.9985 9.3930 9.1957
90-2 27.14  28.11 27.14  28.11 9.6443 9.9890 9.8167
120-1  22.17 2238 110.85 1119  39.3793 39.7523 39.5658
120-2  25.01 2537 125.05 126.85 44.4283 45.0678 44.7480
150-1  31.35 33.86 156.75 169.3 55.6897 60.1484 57.9190
150-2 35.7 35.86 178.5 1793  63.4182 63.7024 63.5603
Etanol 30% 90-1 19.45  20.35 1945 2035  69.1027 72.3003 70.7015
90-2 20.58 2234 2058 2234  73.1204 79.3736 76.2470
120-1 17.39 16.57 173.9 1657  61.7901 58.8764 60.3333
120-2  18.23 18.86 182.3 188.6  64.7683 67.0066 65.8874
150-1 2433 2636 2433 263.6  86.4406 93.6529 90.0467
150-2 2537 2739 2537 2739  90.1428 97.3201 93.7314
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Anexo 5. ANOVA - Polifenoles

Analisis de Varianza para Polifenoles - Suma de Cuadrados Tipo I1I

Fuente Suma de G Cuadrado Razon-  Valor-
Cuadrados [ Medio F P

EFECTOS

PRINCIPALES

A: Temperatura 4.43933 2 2.21966 2329.0  0.0000

7

B: Composicion del 0.199861 2 0.0999306 104.86  0.0000

solvente

INTERACCIONES

AB 0.307087 4  0.0767717 80.56 0.0000

RESIDUOS 0.00857722 9 0.000953024

TOTAL (CORREGIDO) 4.95485 1

7

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

Pruebas de Miuiltiple Rangos para Polifenoles por Temperatura

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD
Temperatur Casos Media LS Sigma LS Grupos

a Homogéneos
120 6 0.248833 0.0126031 X
90 6 0.261883 0.0126031 X
150 6 1.30878 0.0126031 X

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
90 - 120 0.01305  0.0497575
90-150 * -1.0469  0.0497575
120-150 *  -1.05995 0.0497575

* indica una diferencia significativa.

Pruebas de Multiple Rangos para Polifenoles por Composicion del solvente

Meétodo: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Composicion del Casos Media LS Sigma LS Grupos
solvente Homogéneos
0 6 0.49865 0.0126031 X

15 6 0.571367 0.0126031 X

30 6 0.749483 0.0126031 X

Contraste Sig. Diferencia  +/- Limites
0-15 * 0 -0.0727167 0.0497575
0-30 * 0 -0.250833  0.0497575

15-30 *  -0.178117  0.0497575
* indica una diferencia significativa.
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Anexo 6. ANOVA - DPPH

Anadlisis de Varianza para DPPH - Suma de Cuadrados Tipo 111

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

EFECTOS

PRINCIPALES

A: Temperatura 104.042 2 52.0208 198.47  0.0000

B: Composicion del 29.9783 2 149892 57.19 0.0000

solvente

INTERACCIONES

AB 69.0439 4 17.261 65.85 0.0000

RESIDUOS 2.35901 9 0.262112

TOTAL (CORREGIDO) 205.423 17

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual
Pruebas de Multiple Rangos para DPPH por Temperatura

M¢étodo: 95.0 porcentaje Tukey HSD
Temperatur Casos Media LS Sigma LS Grupos

a Homogéneos
150 6 25.7235 0.20901 X

120 6 27.8915 0.20901 X

90 6 31.5493 0.20901 X

Contraste Sig. Diferenci +/- Limites
a

90-120 * 3.6578 0.825181

90-150 * 5.82587 0.825181

120-150 * 2.16807 0.825181

* indica una diferencia significativa.

Pruebas de Miuiltiple Rangos para DPPH por Composicion del solvente

Meétodo: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Composicion del Casos Media LS Sigma LS Grupos
solvente Homogéneos
30 6 26.6187 0.20901 X

15 6 28.8856 0.20901 X

0 6 29.6601 0.20901 X

Contraste Sig. Diferenci +/- Limites
a

0-15 0.774523 0.825181

0-30 * 0 3.04144  0.825181

15-30 * 226692 0.825181

* indica una diferencia significativa.
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Anexo 7. ANOVA - ORAC

Anadlisis de Varianza para ORAC - Suma de Cuadrados Tipo II1

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

EFECTOS

PRINCIPALES

A: Temperatura 1715.43 2 857.715 114.12  0.0000

B: Composicion del 13558.2 2 6779.09 901.95  0.0000

solvente

INTERACCIONES

AB 1825.9 4 456475 60.73 0.0000

RESIDUOS 67.6443 9 7.51604

TOTAL (CORREGIDO) 17167.2 17

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

Pruebas de Miuiltiple Rangos para ORAC por Temperatura

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD
Temperatur Casos Media LS Sigma LS Grupos

a Homogéneos
90 6 30.7136  1.11923 X

120 6 38.0265 1.11923 X

150 6 54.0867 1.11923 X

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
90-120 * -7.31292 4.41876
90-150 * -23.3732 4.41876
120-150 *  -16.0602 4.41876

* indica una diferencia significativa.

Pruebas de Miuiltiple Rangos para ORAC por Composicion del solvente

Meétodo: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Composicion del Casos Media LS Sigma LS Grupos
solvente Homogéneos
0 6 9.20137 1.11923 X

15 6 374676 1.11923 X

30 6 76.1579  1.11923 X

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
0-15 * 0 -28.2662 4.41876
0-30 * 0 -66.9565 4.41876
15-30 *  -38.6903  4.41876

* indica una diferencia significativa.
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Anexo 8. Prueba t:
Para Polifenoles totales:

Prueba de Hipdtesis para Muestra 1 (Etanol: 30% - 150°C) y Muestra 2 (Acetona:
60%-30°C)

Media Muestral = 1.47

Mediana Muestral = 1.47

Desviacién Estandar de la Muestra = 0.032

Prueba t
Hipotesis Nula: media =0
Alternativa: no igual

Estadistico t = 79.5661
Valor-P =0.000157921
Se rechaza la hipdtesis nula para alfa = 0.05.

Para Capacidad Antioxidante (DPPH):

Prueba de Hipotesis para Muestra 1 (Etanol: 30% - 150°C) y Muestra 2 (Acetona:
60%-30°C)

Media Muestral =-11.77

Mediana Muestral = -11.77

Desviacion Estandar de la Muestra = 0.495

Prueba t
Hipotesis Nula: media =0
Alternativa: no igual

Estadistico t = -41.1843
Valor-P = 0.00058905
Se rechaza la hipdtesis nula para alfa = 0.05.

Para Capacidad Antioxidante (ORAC):

Prueba de Hipotesis para Muestra 1 (Etanol: 30% - 150°C) y Muestra 2 (Acetona:
60%-30°C)

Media Muestral = 80.4

Mediana Muestral = 80.4

Desviacion Estandar de la Muestra = 1.939

Prueba t
Hipétesis Nula: media =0
Alternativa: no igual

Estadistico t = 71.8189

Valor-P = 0.000193819
Se rechaza la hipotesis nula para alfa = 0.05.
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Analisis de Residuos: Polifenoles totales

Resumen

Recuento 18
Promedio 0
Mediana 0
Desviacion Estandar 0.022462
Coeficiente de Variacion %
Minimo -0.04705
Maximo 0.04705
Rango 0.0941
Sesgo Estandarizado 0
Curtosis Estandarizada 0.505472

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 distribucion 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. El valor de curtosis estandarizada se encuentra
dentro del rango esperado para datos provenientes de una distribucién normal.

Analisis de Residuos: DPPH

Resumen

Recuento 18
Promedio 0
Mediana 0
Desviacion Estandar 0.372512
Coeficiente de Variacion %
Minimo -0.655017
Maximo 0.655017
Rango 1.31003
Sesgo Estandarizado 0

Curtosis Estandarizada -0.862009

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 distribucion 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. El valor de curtosis estandarizada se encuentra
dentro del rango esperado para datos provenientes de una distribucion normal.
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Analisis de Residuos: ORAC

Resumen

Recuento 18
Promedio 0
Mediana 0

Desviacion Estandar 1.99476
Coeficiente de Variacion %

Minimo -2.82065
Maximo 2.82065
Rango 5.6413
Sesgo Estandarizado 0

Curtosis Estandarizada  -0.941332

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 distribucion 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. El valor de curtosis estandarizada se encuentra
dentro del rango esperado para datos provenientes de una distribucién normal.
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Anexo 9. Panel fotografico

Fotografia 1 y 2. Pesado y lavado de alga roja

Fotografia 3. Algas rojas Fotografia 4. Algas liofilizadas
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Fotografia 5. Molienda de algas mediante molino de pulso

Fotografia 6. Pesado de alga

»
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Fotografia 8. Extraccion por Liquidos Presurizados

Fotografia 9. Extraccion convencional
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Fotografia 10 y 11. Analisis de contenido de polifenoles

Fotografia 12 y 13. Analisis de capacidad antioxidante por DPPH
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Fotografia 14 y 15. Analisis de capacidad Antioxidante por ORAC
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Nombre del documento: TESIS FRANK FINAL 12192023.docx Depositante: NILS LEANDER HUAMAN CASTILLA Numero de palabras: 21.448
1D del documento: bb62b6e54bBdf56c3bc7b4684ed2235dad] BaBS50 Fecha de depésito: 11/1/2024 Numero de caracteres: 150.103
Tamaidio del documento original: 4,18 MB Tipo de carga: interface

fecha de fin de analisis: 11/1/2024

- [

Fuentes principales detectadas

N* Descripciones Similitudes Ubicaciones Datos adicionales

unam.edu.pe | TECNOLOGIAS SUSTENTABLES PARA LA EXTRACCION DE COMPUEST...

1 ﬁ https:/ Junam.edu.pe 'iindep’ grupos-de-investigac/tecnologias - sustentables-para-la-extraccion-de-C0uw. <1% l Il t () Palabras idénticas: < 1% (193 palabras)
13 fuentes similares
riunetupv.es

2 https:/ /riunet.upv.es/bitstream/handle/10251/129239/Montava - La teoria Demandas-Recursos y su .. < Palabras idénticas: < 07

¥ 1% énticas: < 1% (207 palabras)

G fuentes similares
repositorio.uc.cl

3 6 https:/ [ repositoric.uc.cl /dspace/bitstreams/ 68c2a744-ebef-4e0a-9661 -0dcbEfd71b8, download <1% I[ ' 7y Palabras idénticas: < 1% (173 palabras)
18 fuentes similares
WWW. i odu.es | EJEMPLOS DE AGRADECIMIENTOS PARA TESIS DE LICEN

4 @ hitps: | fwww. edu.es/ los-de-agradecimientos-para-tesis-de-licenciatura <19 10 Palabras idénticas: < 1% (193 palabras)
3 fuentes similares
riuvbu.ubu.es

5 @ hiips//riubuubu.es/bitstream/10259/5611 1 Arciniegas_Cabrera.pdf <1% | I ” £ Palabras idénticas: < 1% (129 palabras)
9 fuentes similares 3

Fuentes con similitudes fortuitas

N* Descripciones Similitudes Ubicaciones Datos adicionales
tip.zaragoza.unam.mx | Impacto de las tecnologias de extraccion verdes paralao... kb

1 6 Pal < |
http:/ /tip.zaragoza.unam.mx/index.php/tip/ artide view/255/360 <1% | | S s e

2 e https:/  bdigital.uncu.edu.ar/objetos_digitales; | 1475 ftesis-brom. -damario-2018.pdf <1% I Rl boinas < 1RG4 ey
digibug.ugr.es & s

3 6 ) Palabras idénticas: < 1% (40 palabras)
hitps: / /digibug. ugr.es/bitstream/ 10481 /53827 /4/291 20421, pdf <% l I e PR
dol.org | Marine Drugs | Free Full-Text | Bioactive Polyphenols from Southern Chil... l I - o

s ‘

s @ https://dok.org/10.3390/md] 8070353 <1% DRI SN0 ey

www.ncbi.nlm.nih.gov } I o ;
0 Palabras idént < lab
5 @ hitps: / /www.ncbi.nim.mih.gov/pmc/arices/PMC621 3729/ pdf/ marinedrugs- 1 6-00348.pdf <% S . N Py

Fuentes mencionadas ('il‘l similitudes d.t.ct.da.) Estas fuentes han sido citadas en el documenta sin encontrar similitudes,
1 &R hups://doi.org/10.1016/j.crfs.2021.03.011

2 &R hups://doi.org 10.1016/j.foodchem.2013.10.086
3 &R hutps://doi.org/10.1111/1541-4337.12253
4 R hups://doi.org/10.1016/j.0cecoaman.2023.106814

5 ¢ hups://doi.org/10.1007/513197-012-0754-4
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DECENIO DE LA IGUALDAD DE OPORTUNIDADES PARA MUJERES Y HOMBRES
“ANO DEL BICENTENARIO, 'DE LA CONSOLIDACION DE NUESTRA INDEPENDENCIA, Y DE LA
CONMEMORAGION DE LAS HEROICAS BATALLAS DE JUNIN Y AYACUCHO"

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

El Acuerde de Sesion Ordinaria de Comisién Organizadora de fecha 17 de abril de 2024

- PROVEIDO N° 9030-2024 de fecha 17 de abril de 2024 emitido per la Presidencia de la Comisidn

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

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

y Titulos; Sobre el otorgamiento del Titulo Profesional de Ingeniaro Agroindustrial y demas documentos gue
escoltan ¢l expediente administrativo, y;

CONSIDERANDO:

Que, la Conslitucitn Politica del Par) en su a'rtnculo 18° prevé gue cada Universidad es
autdnoma en su reg|men nommativo, de gobierne, academlco “administrativo y econGmico, y el articulo 8°
de la Ley N°.30220, Ley Universitaria, establece aue la referida.autonomia inherente a las Universidades,
se ejerce. de conformidad con la Constitucion y las Leyes de la Reptbfica e implica las crganizaciones de
su smtema academmo scondmica y administrativo, asi como la adminisiracion de sus bienes y rentas,
elaborar sU presupuestc y aplicar sus fondos con la responsabilidad que impone fa Lay;

Gua de conformidad con [d Ley N° 28520 de fecha 23/05/2005, se cred la Universidad Nacional
de Moquegua - GUyD artlquo 17 dispone: “créase la Universidad Nacional de Moquegua como persona
juridica. der derecho pubhco interno, con sede en la ciudad de Moquegua, Provincia de Mariscal Nieto,
Dipartamento de Maquegua’;

Que, el articulo 28° de la Ley Universitaria, Ley N° 30220, establece que, aprobada la ley de
creacion de una universidad piblica, el Ministerio de Educacicn {MINEDL), constituye una Comisién
Organizadora integrada por tres {3) académicos de reconacido prestigio, que cumplan los mismos requisitos
para ser Rector (...). Esta Comisi6n tishe a su cargo la aprobacion del estatuto, reglamentos y documentos
de gestidn académica y administrativa de la universidad, formulados en los instrumentos de plangamiento,
asi como su conduccidn y direccién hasta que se constituyan los érganos de gobierno que, de acusrdo ala
presente Ley, ke correspondan’;

Que, mediante Resclucion Viceministerial N® 011-2024-MINEDU de facha 31/01/2024, se
reconformé la Comisidon Organizadora de la Universidad Nacional de Moquegua, integrada por los
académicos: Dr. Jorge Lézaro Franco Medina, como Presidente: Dr. Edwin Moiina Porcel, como
Vicepresidente Académico y Dr. Avid Roman Gonzalez, como Vicepresidente de Investigacion;

Que, el articulo 58° de la Ley Universitaria, Ley N° 30220, concordado con el articulo 14° del
Estatuto de la Universidad Nacional de Mogquegua, aprobado con Resoilucién de Comision Crganizadora N°
578-2021-UNAM, establecen que ¢l Consejo Universitario es el maximo érgano de gestidn, direccion
¥ #jecucion académica y administrativa de Ia universidad. En ¢l caso de la Universidad Nacional de
Moquegua, dada su condicion v naturaleza, coresponde ejercer dicha atribucion a la Comisian
Organizadora quien hace las veces de Consejo Universitario. disposicidn relacionada con la Resolucion
Viceministeriai N° 244-2021-MINEDU v sus modificatorias:

Domicilio Fiscal: Prelongacion Av., Ancash S/N - Moguegua
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DECENIO DE LA IGUALDAD DE OPORTUNIDADES PARA MUJERES Y HOMBRES
“ANO DEL BICENTENARIO, DE LA CONSOLIDACION DE NUESTRA INDEPENDENCIA, Y DE LA
CONMEMORACION DE LAS HEROICAS BATALLAS DE JUNIN Y AYACUCHO”
{if... Resolucion de Comisicn Organlzadora N® 273-2024-UNAMICO
Que, el articulo 44° de la Ley N° 30220, Ley Universitaria, sefala que las universidades olorgan

los grados académicos de Bachiller, Maestro, Doctor y los Titulos Profesionales gue correspondan, a
hombre de [a Nacion (...);

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

Que, mediante Resolucion de Comision Organizadora N° 1153-2021-UNAM, se aprobé el
Reglamento de Grados y Titulos de la Universidad Nacional de Moguegua, el mismo que fue modificado a
traves de las Resoluciones de Comision Organizadora N° 410; 453 y 890-2022 y N° 880-2023-UNAM ¢l
cuat establece los requisitos y norma los procedimientos para la obtencién de los grados académicos ¥
titulas profesionales conferidos por esta Casa Superior de Estudios;

Que, mediante las Cartas N° 022 y 027-2024-GYT/UNAM-PCAS, ol Especialista del Area de
Grados y Titulos, remite a Secretaria General, 1a relacion de cinco (5) bachileres de la Escuela Profesional
de Ingenieria Agreindustrial, quienes se encusntran aptos para la expedicitn del Tiuo Profesional de
Ingenierc Agroindustrial, al haber cumplido satisfactoriamente con los requisitos tegales y reglamentarios(!),
exigidos en el Reglamento de Grados y Titulos de la Universidad Nacional de Moguegua, cenforme lo sefiala
la Direccion. de la Escuela Profesional de Ingenieria Agroindustrial,, razén por la cual la Secretaria General
mcluye el expedlente como pute de agenda para ser tratade en Sesion de Comisldn Organizadora de
fecha 17 de abril de 2024;

. Que 56 ha estabiecido como atribucion de la Comision Organizadora de la UNAM, la facultad
de “conferir tos grados académicos y los titulos profesionales (...), por Jo qus en mértto al pedido del
Secrelaric General y. debahdo et caso en Sesidn Crdinaria de fecha 17 de abril de 2024, se acordd por
unaniridad conferir a nombre de la Nacin el Titulo Profesional de Ingenlaro Agrmndustnal por la

1 Articulo 122°. - Requisitos para ia obtencion del Titule Profesional
Para obtener el Tiulo Profesional el interegado debera presentar ante su Escusla Profesional un
expediente con la siguiente documentacian:

a. Solicitud dirigida al Director de ta Escuela Profesional o quien haga sus veces, indicando la fecha
y numesro de comprobante de pago.

b.  Dos {2) fotografias de frente, tamafio pasaporte a color con fondo blanco {con traje formal); para
garantizar la seguridad ciudadana.

¢.  Dos ejemnplares de la Tesis, de! Trabajo de Suficiencia Profesional o Informe del Examen
Profesional en fisico, uno para la Biblicteca y ofro para la Escuela Profesional, y un GO con la
versidn digital.

d. Fermulario de autorizacion del graduado para |a publicacion de Ia Tesis, Trabajo de Suficiencia
Profesional o Informe de Examen Profesional en el repaositorio.

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

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

a. Copia del acta de sustentacidn indicando la modalidad de obtencién del titulo profesional.

b. Constancia de “‘no adeudo” de Bienes a la Universidad, bienes a fos Laboratorics Bésicos y de
Especialidad, material bibliografico; dichos documentos daberan ser refrendados por los
responsables a cargo.
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DECENIO OF LA IGUALDAD DE QPORTUNIDADES PARA MUJERES Y HOMBRES
“ANO DEL BICENTENARIO, DE LA CONSOLIDACION DE NUESTRA INDEPENDENCIA, Y DE LA
CONMEMORACION DE LAS HEROICAS BATALLAS DE JUNIN Y AYACUCHO”
fil... Resolucidén de Gomision Organizadora N° 273-2024-UNAN/CO
meodalidad de la Sustentacién de Tesls, a cinco (5) Bachilleres de la Escugla Profesional de
Ingenieria Agroindustrial de 1a Universidad Nacional de Moquegua;

Estando en uso de las facultades v atribuciones conferidas en ef articulo 18° de 1a Constitucion
Politica del Per(; la Ley N* 30220, Ley Universitaria: el Documento Normativoe denominade: “Disposiciones
para la Constitucién y Funcionamiente de las Comisiones Organizadoras de las Universidades Pablicas en
praceso dg Constitucion”, aprobado mediante la Resolucion Viceministerial N° 244-2021-MINEDU y sus
modificatorias, ¥ en la Resclucidon Viceministerial N° 011-2024-MINEDU, asi como en el Estatuto de la
Universidad Nacicnal de Moquegua v demés normas concordantes;

=

SE RESUELVE:

ARTICULOQ PRIMERO: CONFERIR, a nombre de la Nacion &l TITULO PROFESIONAL DE
INGENIERO AGROINDUSTRIAL, por lz modalidad de la Sustentacion de Tesis, a los Bachilieres de la
Escuela Profesionai de Ingenieria Agroindustrial de la Facultad de Ingenieria y Arquitectura de la
Universidad Nacional de Moquegua, que se consigra en el listado sigulente:

1. FROILAN ROQUE CACERES

TESIS : ‘TIPIFICACION FLORAL DE MIELES DE Apis Mefifera EN EL VALLE
INTERANDINO DEL TICSANI, REGION DE MCQUEGUA™

2. LIDIA YESENIA MALDONADO MAMANI
TE,’S"!S_ : "EFECTO DEL ESTADO DE MADUREZ SOBRE LAS PROPIEDADES FiSICAS Y
4 QUIMICAS DEL ACEITE ESENCIAL DE CASCARA DE LIMA DE GLOR (Citrus
‘Limetiay”

3. KARLA SYNDEL DIAZ HUAMANI

TESIS : 'ESTUDIO DE UN PROCESO INTEGRADC SOSTENIBLE PARA LA
EXTRACCION DE POLIFENOLES A PARTIR DE HOJAS DE OLIVO",

4. YOLANDA CRISTINA PALOMINOG VILLEGAS

TESIS ¢ "ESTUDIO DE UN PROCESC INTEGRADC SOSTENIBLE PARA LA
EXTRACCION DE POLIFENOLES A PARTIR DE HOJAS DE OLIVO'".

5. FRANK JORGE HERVAS NINA

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

ARTICULC SEGUNDO; AUTORIZAR, a la Secretaria General de iz Universidad Nacional de
Moquegua, expedir y registrar los Diplomas comrespondientes para su otorgamiento.

ARTICULO TERCERD: ENCARGAR al Area de Grados y Titulos de la Universidad Nacional
de Moquegua, para que realice las acciones pertinentes conducentes, relacionadas con la inscripcion de
los grados y titulos en ¢l Registro de Grados y Titulos de la Superintendencia Nacional de Educacién
Superior Universitaria - SUNEDL).
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DECENIQ.DE LA IGUALDAD DE OPORTUNIDADES PARA MUJERES ¥ HOMBRES
“ANO DEL BICENTENARIO, DE LA CONSOLIDACION DE NUESTRA INDEPENDENCIA, ¥ DE LA
CONMEMORACION DE LAS HEROICAS BATALLAS DE JUNIN Y AYACUCHO”
fii... Resoluclén de Comision Organizadora N° 273-2024-UNAM/GCO

ARTICULO CUARTO: NOTIFICAR, la presente Resolusién a fodas las instancias ¥
depéndencias administrativas y académicas de la Universidad Nacional de’ Moquegua, para su
conocimiento, cumplimiento y demas fines pertingntes.

ARTICULO QUINTO: ENCARGAR, a la Oficina de Tecnologia de la Informacidn, la publicacion
de fa presente Resolucion en el portal de transparencia de la Universidad Nacional de Moguegua.

T AZARO FR A\ o CHIHUAN QUISPE

EN P, emdente de la Comasmn g Gerferal
rsidad Nacional-de Moguagua
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