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RESUMEN

La produccion de vino y pisco representa una de las principales actividades agricolas en
todo el mundo, esta produccion se acomparia con la generacion de grandes cantidades de
desechos que son ricos en compuestos bioactivos (especialmente compuestos fenolicos)
con capacidad antioxidante. El propdsito de este trabajo es seleccionar y optimizar las
condiciones de extraccion de compuestos fenolicos a partir de cascara de uva variedad
Quebranta provenientes de vinificaciones empleando un método convencional (solido
liquido) y extraccién asistida por ultrasonido para su posterior estudio como agente

reductor en la sintesis de nanoparticulas metélicas.

Para ello se evallGa y selecciona los parametros de extraccion tanto para la extraccién
convencional (solvente etanol (0 — 80 % v/v), tiempo (5 - 300 minutos) temperatura (30 —
90 °C)) como para la extraccién asistida por ultrasonido (amplitud (20 — 90 %) y tiempo
de irradiacion (5 — 40 minutos)), en la extraccion de compuestos fendlicos totales. Para
determinar las condiciones dptimas se usa la metodologia de superficie de respuesta con
un disefio experimental a través de Box - Behnken, donde se evallan tres niveles de cada
factor: etanol (45 -55 % v/v), tiempo (160 — 200 minutos) y temperatura (75 - 85 °C) para
la extraccion convencional y, para la extraccion asistida por ultrasonido, amplitud (50 —
90 %), ciclo de trabajo (0.2 — 1.0 s) y tiempo (5 — 15 minutos). Para ambos métodos de
extraccion, el modelo obtenido es un modelo de segundo orden. Los analisis de regresion
muestran que mas del 91.7 % y 98.7 % de la variacion es explicada por los modelos para
la extraccion convencional y extraccion asistida por ultrasonido de dichos compuestos

respectivamente.

Los extractos obtenidos bajo las condiciones optimizadas se usan como agentes reductores
en lasintesis de nanoparticulas de oro y plata. Los extractos obtenidos mediante la extraccion
asistida por ultrasonido muestran mejores resultados en la sintesis de nanoparticulas de plata

y de oro.
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1. INTRODUCCION

La uva es uno de los productos agroindustriales nacionales con mayor relevancia y
proyeccion. Se calcula que alcanzé més del 10 % del total de exportaciones del pais (medido
en valor FOB) en el afio 2013. Crece principalmente en zonas célidas tropicales, pero puede
adaptarse a una gran variedad de climas. En el Peru se cultiva mayoritariamente en las

regiones de Ica, La Libertad, Limay Piura (1).

La industria de vinos y piscos esta vinculada directamente a la produccion de uva y, en los
ultimos afios, ha tenido un incremento importante (2). Sin embargo, este crecimiento
involucra algunos problemas en cuanto al notable crecimiento en la generacion de residuos;
siendo el bagazo u orujo (cascaras y semillas) y las lias (sedimentos sélidos) los residuos mas
abundantes del proceso de vinificacién; el primero representa aproximadamente el 5 % del
total de uvas procesadas y el segundo el 4 % del volumen total de vino producido (3).
Actualmente los residuos de la industria vitivinicola se utilizan normalmente como piensos,
abonos y fertilizantes; la mayor parte de estos residuos se siguen eliminando sin ningun
tratamiento o reutilizacion; a su vez muchos de estos residuos son ricos en compuestos
bioactivos. Por lo tanto, son una fuente prometedora de sustancias bioactivas naturales de

alto valor afadido.

Una alternativa de aprovechamiento de estos residuos que ha cobrado interés es el de su uso
como fuente de compuestos fenolicos, los cuales representan entre el 0.09 - 0.35 % del peso
del orujo seco (4). Se ha reportado que entre 60 — 65 % de los compuestos fendlicos
permanecen en el orujo de uva tinta una vez culminada la vinificacion (5). Estos compuestos
se caracterizan por su capacidad antioxidante y de alli el interés por su potencial uso en el
sector cosmético, farmacéutico y alimentario. En particular, se puede mencionar sus

aplicaciones en la prevencion del cancer, enfermedades neurodegenerativas e inflamatorias

(6).

Los métodos mas comunes para la extraccion de compuestos fenolicos implican el uso de

solventes. Existe un gran numero de investigaciones orientadas a la obtencion de estos
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compuestos a partir de material vegetal, incluyendo la cascara y las semillas de uva. Sin
embargo, el uso de solventes en estos métodos convencionales de extraccion puede
convertirse en un inconveniente por la alta cantidad requerida de ellos combinada con su
toxicidad. Hay algunos otros factores presentes en estos procedimientos que afectan la

extraccion de fendlicos como son el aumento del tiempo de extraccion y el bajo rendimiento.

Paladino (7) report6 que la temperatura presenta un efecto significativo sobre la extraccion
de fendlicos. Asimismo, precisa gque el calentamiento tiene la capacidad de que exista una
mejor penetracion del solvente hacia los tejidos vegetales, lo cual favoreceria la liberacion
de los compuestos fenolicos. En el estudio de Thoo et al. (8), se report6 que las condiciones
de extraccion de compuestos fendlicos, como concentracion de solvente, tiempo y
temperatura, muestran un efecto significativo sobre la extraccion de fendlicos y capacidad

antioxidante en Morinda citrifolia.

Para mejorar esta Ultima variable se han reportado algunos métodos alternativos, entre los
que se destaca la aplicacién de ultrasonido que ha mostrado algunas ventajas adicionales
como la reduccién del tiempo de extraccién y del consumo de solventes (4,9). La rapidez de
la extraccion asistida por ultrasonido se debe a la alta area de superficie de contacto entre la
fase solida y liquida. La potencia de la cavitacion acustica del ultrasonido (frecuencias 18 -
40 kHz) causa la ruptura de las paredes celulares, mejorando la transferencia de masa y
facilitando el ingreso del disolvente a la célula vegetal (10). De esta manera se alcanza una
alta reproducibilidad en tiempos mas cortos, manipulacion simplificada, menor temperatura,
menor consumo de energia y menor consumo de disolvente en plena correspondencia con el

concepto de extraccion verde (11).

Barba et al. (12) reportaron las metodologias empleadas en la recuperacién de compuestos
bioactivos (mayormente compuestos fendlicos) de desechos y subproductos de la bodega,
siendo el ultrasonido una alternativa en la extraccion de dichos compuestos, por su parte
dicho método es simple, presenta menor consumo de energia, evita la degradacion de los
compuestos termolabiles por usar temperaturas bajas y los tiempos de extraccién son mas

cortos comprados con métodos tradicionales.
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Ademas, Parniakov et al. (13) muestran resultados significativos en la recuperacion de
compuestos bioactivos, empleando extraccion asistida por ultrasonido. Por otro lado, en los
estudios de Corrales et al. (14) y Vilkhu et al. (15) se reporta la existencia de una mejora
significativa en el rendimiento de la extraccion de compuestos fendlicos cuando emplearon

extraccion asistida por ultrasonido en cultivares de uva.

Otros aspectos relevantes para la extraccion de fendlicos a partir de uvas fueron reportados
en los estudios de Baydar et al. (16). Sus estudios mostraron la existencia de diferencias entre
los cultivares de uva Cabernet Sauvignon, Kalecik Karasi y Narince, tanto en las cascaras y
semillas de uva, como en los vinos en relacion al contenido de compuestos fenolicos.
Asimismo, estas variaciones afectaron la capacidad antioxidante. Por su parte Sdnchez (17)
evidencio la existencia de algunas diferencias en la composicién fenolica, asi como en el
perfil de flavonoides y no-flavonoides de los cultivares de vid, provenientes de distintas

zonas geograficas.

Dichos estudios muestran que la composicion fendlica es diferente en los cultivares de vid,;
por lo tanto, la influencia de diversos factores como los asociados a la variedad, manejo del

vifiedo, suelo, clima y entre otros son determinantes en la calidad de la uva.

2. FORMULACION DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION:

Tomando en cuenta que la composicion quimica asi como la estructura, propiedades fisico-
quimicas y la diversidad de factores que pueden influir en la composicién de compuestos
fenolicos no siguen un patron comun, no existe un protocolo de extraccion universal de estos
compuestos. De ahi la necesidad de desarrollar y optimizar la metodologia de extraccion para

cada fuente de compuestos fendlicos (8,17-19).

En este contexto, resulta necesario desarrollar y optimizar las condiciones de extraccion de
compuestos fendlicos para cada variedad, particularmente para la Quebranta, que es la
variedad de uva de mayor produccién en el Per( (20). No se ha reportado una metodologia

de extraccion optimizada de compuestos fendlicos. En este sentido, el presente trabajo de
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investigacion busca determinar las condiciones Optimas de extraccion de compuestos
fendlicos, aplicando técnicas convencionales y extraccion asistida por ultrasonido, evaluando
asi la recuperacion y rendimiento de los compuestos fendlicos presentes en la cascara de uva
variedad Quebranta (Ica, Per(). De comprobar que se tiene una fuente rica de compuestos
fenolicos, esta puede constituirse en una alternativa interesante de aprovechamiento,

otorgandole asi un valor agregado a dichos residuos.

En este estudio también se plantean las siguientes interrogantes: ; Cuales seran los parametros
optimos de la extraccion convencional y extraccion asistida por ultrasonido en la
determinacion de compuestos fendlicos totales? ¢ Serd mas eficiente la extraccion asistida por
ultrasonido que la extraccion convencional? Los extractos de compuestos fendlicos obtenidos
a partir de la extraccién convencional y extraccion asistida por ultrasonido, ¢podran ser
usados como un potencial agente reductor en la sintesis de nanoparticulas metalicas?
Complementariamente el presente trabajo de investigacion pretende ser una contribucién al
estudio y conocimiento de la composicion quimica, particularmente de los compuestos
fenolicos de bajo peso molecular de las cascaras de la variedad Quebranta (Ica, Per(). Dicho
conocimiento es importante para la valorizacion de los residuos y subproductos de la

industria vitivinicola debido a su riqueza en compuestos fendlicos.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General:
Optimizar las condiciones de extraccion de compuestos fendélicos a partir de cascara de uva
variedad Quebranta (Ica, Pert) empleando técnica convencional y extraccién asistida por

ultrasonido.

3.2 Objetivos Especificos:

1) Evaluar y seleccionar el mejor sistema binario de solvente, tiempo y temperatura de
extraccion convencional que permita un mayor rendimiento de los compuestos
fenodlicos totales a partir de cascaras de uva.

2) Establecer las condiciones Optimas de temperatura, sistema binario de solvente y

tiempo de tratamiento en la determinacion del contenido de compuestos fenolicos
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totales, empleando la extraccion convencional con el uso del disefio de Box-Behnken
de metodologia de superficie de respuesta.

3) Evaluary seleccionar el porcentaje de amplitud y tiempo de irradiacion de ultrasonido
que permita un mayor rendimiento de los compuestos fenolicos totales a partir de
cascaras de uva.

4) Establecer las condiciones Optimas de porcentaje de amplitud, ciclo de trabajo y
tiempo de irradiacion en la determinacion del contenido de compuestos fenolicos
totales, empleando la extraccion asistida por ultrasonido con el uso del disefio de Box-
Behnken de metodologia de superficie de respuesta.

5) Evaluar el perfil cromatografico de compuestos fenolicos de bajo peso molecular de
los extractos obtenidos con los parametros optimizados.

6) Evaluar y analizar la recuperacion de los compuestos fenolicos en general y los
rendimientos de los diferentes métodos de extraccion empleados.

7) Evaluar la posible aplicacion de los extractos obtenidos como agentes reductores en
la sintesis de nanoparticulas de oro y plata.

4. MARCO TEORICO:

4.1. La industria vitivinicola en el Peru:

Actualmente la viticultura constituye una de las actividades fruticolas de mayor importancia
por su amplitud, valor de la produccion y por ser la materia prima por excelencia de la
industria vitivinicola nacional. En el Per(, la produccién de uva se encuentra concentrada
principalmente en la costa sur (Ica, Lima Arequipa, Moguegua y Tacna) y la costa norte
(Piura y Trujillo), siendo Ica el mayor productor de uva, esto es debido principalmente a las

condiciones agronomicas favorables (21).

En enero 2015, la produccion de uva registrd 54 mil toneladas, volumen mayor en 6 % (3 mil
toneladas), al que se logré el mismo mes en el 2014 (51 mil toneladas). Los mayores
incrementos de la produccion se dieron en los departamentos de Ica (8 %), Lima (111 %) y

Arequipa (48 %), como resultado de una mayor superficie en produccion, siguiendo la
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tendencia creciente, en los Gltimos afios, asimismo la produccion de uva en enero 2015 fue

la més alta en los Gltimos diez afios (21).

En el mercado nacional la produccion de uva es destinada principalmente a la elaboracién de
pisco (49 %), seguido de uva de mesa (27 %), vinificacion (15 %) y consumo familiar (9 %)

tal como se observa en la Figura 1 (22).

Consumo Familiar

1,351
(8% Mesa
Vino 3,946
2182 (27%)
(15%)

Pisco
7,305
(49%)

Figura 1. La masa de uva producida en las zonas productivas (ha) (22).

La produccién de pisco en el Pert esta dominada por la mediana industria, las variedades de
uva que se emplean en la elaboracion de pisco se clasifican en aromaticas (Albilla, Italia,
Moscatel y Torontel) y no arométicas (Quebranta, Mollar, Negra Criolla y Uvina) que son
cultivadas en las zonas de produccion reconocidas, todas ellas pertenecen a la especie Vitis
vinifera L., excepto la Uvina que es una variedad hibrida. segin la NTP 211.001.2006,
asimismo cabe mencionar que a nivel nacional la mayor parte del pisco se elabora con uva
Quebranta (20,23,24).

La produccion nacional de pisco en el periodo 2011 - 2015 acumul6 un crecimiento de
34 %, alcanzando su maximo valor en el 2015, asimismo la produccion de pisco genera
grandes cantidades de residuos y subproductos que son ricos en compuestos bioactivos
especialmente en compuestos fenolicos; se estima que la mayoria de los residuos generados

son residuos organicos (25).
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La recuperacion y aprovechamiento de estos residuos constituye un punto clave para su
revalorizacion, estos compuestos bioactivos tienen beneficios para la salud, podrian ser

usados como aditivos en la industria de los alimentos, productos cosméticos y farmacéuticos.

4.2. El orujo : potencial fuente de compuestos bioactivos

El orujo de la vid es uno de los principales residuos del proceso de vinificacién, siendo un
subproducto rico en compuestos fendlicos que pueden ser potencialmente aprovechables por

su capacidad antioxidante o agente reductor.

Teniendo en cuenta la gran variedad de subespecies de vides, los compuestos bioactivos
pueden variar principalmente en su concentracién mas que en el tipo de compuesto. Los
compuestos responsables del color de las uvas se encuentran basicamente en los hollejos de

las mismas, siendo los compuestos fendlicos los mas importantes (26).

En el proceso de elaboracion del vino, los racimos de uvas son estrujados, y en el caso
particular del vino tinto, quedan en contacto con el mosto los hollejos y las semillas durante
el tiempo que dure la fermentacién. Este proceso libera los principios antioxidantes presentes
en el fruto. Por lo tanto, las uvas se someten a una extraccion ligera pero prolongada con una
mezcla agua - etanol que proporciona al vino tinto un contenido variable de compuestos
fenolicos. Sin embargo, el residuo restante después del estrujado o de la fermentacion (el
orujo), que se compone principalmente de cascaras y semillas, todavia contiene altos niveles
de compuestos fendlicos (27), que son aprovechados. La utilizacién de estos residuos puede

constituir una alternativa interesante como fuente de compuestos fenolicos.

4.3. Composicion fenolica de uvas y vinos

Los compuestos fendlicos constituyen uno de los grupos de sustancias quimicas mas
abundantes del reino vegetal. Son biosintetizados en las plantas a través del metabolismo
secundario y cumplen numerosas funciones bioldgicas que han permitido la adaptacion y

evolucion de las distintas especies. Entre las mismas se encuentran, el transporte de
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hormonas, la atraccién de agentes polinizadores, el crecimiento del tubo polinico y la
fecundacion, la dispersion de semillas, el establecimiento de relaciones simbidticas, la
proteccion de los fotosistemas frente al dafio oxidativo, las respuestas de defensa frente a
herbivoros y al ataque de patdgenos, y la tolerancia a condiciones abiéticas desfavorables
(17).

Desde el punto de vista quimico, los compuestos fenolicos incluyen una gran diversidad de
estructuras muy heterogéneas, que se caracterizan por poseer al menos un nucleo bencénico
sustituido con uno o varios grupos hidroxilos y una cadena lateral funcional (Figura 2). Su
reactividad se debe tanto al caracter &cido de la funcion fendlica como al caréacter nucleofilico

que le confiere la alta densidad electronica del anillo bencénico (28).

OH
‘ IS
A F

R
Figura 2. Estructura basica de los compuestos fendlicos (17).

Estos compuestos pueden ser clasificados siguiendo varios criterios. La clasificacion méas
comun y empleada para describir la matriz fenolica de uvas y vinos se basa en la estructura
de su esqueleto carbonado, dividiéndose en compuestos no-flavonoides y flavonoides. Cada
grupo se divide a su vez en diferentes familias quimicas, cuyas caracteristicas estructurales
le confieren propiedades especificas tales como color, aroma y sabor. En las uvas, los
compuestos flavonoides se encuentran principalmente distribuidos en hollejos, semillas y
escobajo y en menor proporcion en pulpa; mientras que los no-flavonoides se hallan

esencialmente en la pulpa, en relacion a otras partes de la baya (17).
4.3.1. No-flavonoides

Los principales compuestos no-flavonoides presentes en la uva y el vino son los acidos

fenolicos (hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos), en sus formas libres y esterificadas, y los
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estilbenos. Adicionalmente a estos compuestos, en el vino se pueden encontrar algunos

alcoholes fendlicos y otros derivados relacionados (17).

4.3.1.1. Acidos fenélicos

Dentro de este grupo se encuentran los compuestos formados por un sélo anillo de 6 &tomos
de carbono, incluyendo a los &cidos hidroxibenzoicos, con una estructura del tipo C6-C1

(Figura 3), y a los &cidos hidroxicinamicos, con una estructura C6-C3 (Figura 4).

4.3.1.1.1. Acidos hidroxibenzoicos

El &cido galico es el Unico &cido hidroxibenzoico formalmente identificado en estado nativo
en las uvas, encontrandose en la pulpa y en las partes solidas de la baya (semilla y hollejo)
en forma libre o bien como éster de flavanol ((-)-epicatequina-3-galato). Posee propiedades
gustativas amargas y astringentes y en forma libre se oxida muy facilmente formando
quinonas. Los principales acidos de este grupo, identificados en uvas y vinos, se presentan
en la Figura 3. Complementariamente a estos compuestos, se han descrito una serie de
derivados en vinos blancos y tintos, incluyendo por ejemplo vanillato de etilo, p-
hidroxibenzoato de etilo, ésteres metilicos de los acidos vanillico y protocatéquico,
protocatecato de etilo, galato de etilo y el éster glucosilado del acido vanillico, entre otros
(28). Por su parte, los vinos criados en contacto con madera poseen taninos hidrolizables, que
consisten en poliésteres de acido galico (galotaninos) o acido eldgico (elagitaninos), los
cuales por hidrolisis pueden originar los correspondientes acidos (17).

R2 Acidos hidroxibenzoicos Ry R, Ry R,
Galico H OH OH OH
Gentisico OH H H OH
R, Ry
p-Hidroxibenzoico H H OH H
Protocatéquico H OH OH H
Salicilico OH H H H
Sirfngico H OCH OH OCH
HOOC R, : : d
Vanillico H OCH; OH H

Figura 3. Principales acidos hidroxibenzoicos presentes en uvas y vinos (17).
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4.3.1.1.2. Acidos hidroxicinamicos

Los acidos hidroxicinamicos se encuentran ubicados principalmente en las vacuolas de las
células del hollejo y de la pulpa de las bayas bajo la forma de ésteres tartaricos. Los
principales compuestos presentes en la uva son los isémeros trans del acido caftarico
(cafeiltartarico), cutarico (p-cumariltartarico) y fertérico (feruliltartarico), aunque también se
han detectado pequefias cantidades de los isomeros cis y los ésteres glucosilados de los acidos

trans-p-cumarico y trans-ferdlico (17,28).

Desde el punto de vista organoléptico, estos compuestos poseen propiedades gustativas
amargas, aunque pueden aportar sensaciones minoritarias de astringencia y acidez. Carecen
de color en el espectro visible pero participan en la acilacion de las antocianinas (acidos p-
cumarico y cafeico), influyen indirectamente en el color del vino a través de su participacién
en el fendmeno de copigmentacion y actlan como precursores en la formacion de
piranoantocianinas. Por su parte, los acidos fertlico y cumarico pueden generar defectos
olfativos debido a su degradacién microbiana originando fenoles volatiles. Por otro lado, el
acido cafeico y su éster tartarico son los principales sustratos de la oxidacion enzimatica de
los mostos, formando quinonas muy reactivas que pueden provocar la oxidacion de

antocianinas y taninos (17,28).

R2 Acidos hidroxicinamicos R, R, Ry
Cafeico OH H H
HO Caftdrico OH H Acido tartarico
COOR3 p-Currja-rlco H H ‘ H _
p-Cutdrico H H Acido tartarico
Ferdlico OCH, H H
/ Fertarico OCH, H Acido tartdrico
Ri Sinapico OcH, | ocH, H

Figura 4. Principales acidos hidroxicinamicos presentes en uvas y vinos (17).

4.3.1.2. Estilbenos

Los estilbenos poseen una estructura molecular formada basicamente por dos anillos

bencénicos separados por un puente eteno (C6-C2-C6). Son biosintetizados en las plantas de
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vid, especialmente en los hollejos y semillas de las bayas y en las raices, como respuesta a
condiciones de estrés (fitoalexinas), tales como infecciones fungicas y radiacion UV. Si bien
existen en diferentes especies vegetales, las uvas y sus productos derivados se consideran la
fuente dietaria mas importante de estilbenos. EI compuesto méas abundante y estudiado en
uvas y vinos es el resveratrol (3,5,4’-trihidroxiestilbeno), que puede encontrarse en sus
formas libres (isdbmeros cis y trans) o glucosilados formando los denominados piceidos
(Figura 5). Los estilbenos también pueden formar complejos oligoméricos y poliméricos
denominados viniferinas. En general, no poseen propiedades sensoriales, sin embargo, segun
diversos estudios se los relaciona con funciones benéficas para la salud humana por sus
potenciales efectos antioxidante, anticarcinogénico, cardioprotectivo y neuroprotectivo
(17,29).

R OH
O / i
R Compuesto R
trans-Resveratrol OH Compuesto R
trans-Piceido 0Glc cis-Resveratrol OH
cis-Piceido 0Glc

Figura 5. Principales estilbenos y derivados presentes en uvas y vinos (17).

4.3.2. Flavonoides

Los compuestos flavonoides constituyen el grupo de polifenoles de mayor importancia
tecnoldgica en uvas y vinos, tanto en calidad como en cantidad. Su estructura molecular
basica (C6-C3-C6) comprende dos anillos bencénicos polihidroxilados (A y B), unidos a
través de un heterociclo central oxigenado (C) (Figura 6). El grado de insaturacién del anillo
C determina las distintas familias de compuestos englobados dentro de este grupo,
distinguiéndose los flavanoles, flavonoles y antocianinas, y en menor proporcion los
dihidroflavonoles y flavonas. Dentro de cada familia, los distintos compuestos se diferencian
de acuerdo al numero y localizacion de los grupos hidroxilos y metoxilos presentes en el

anillo B. Dichas estructuras basicas pueden presentarse a su vez bajo formas O-glicosiladas
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en el C3 del anillo C, y estos glicosidos a su vez pueden encontrarse acilados o no. Una
caracteristica distintiva de estos compuestos es que pueden actuar tanto como electréfilos o

como nucledfilos, lo que explica su alta reactividad en la matriz del vino (17).

Figura 6. Estructura quimica bésica de los flavonoides presentes en uvas y vinos (17).

4.3.2.1. Flavanoles

Los flavanoles o flavan-3-oles se encuentran ubicados en diferentes tejidos de la planta de

vid (madera, hojas, escobajo) y en las partes sélidas de la baya (hollejo y semilla), como
nombre de

monomeros o formando oligdbmeros y polimeros conocidos con el
proantocianidinas o taninos condensados. En uvas y vinos, el contenido de proantocianidinas
es muy superior a la concentracion de las unidades monoméricas. Desde el punto de vista

sensorial, poseen propiedades gustativas (amargor) y tactiles (astringencia), e intervienen en
la estabilizacién del color a través de reacciones de copigmentacion y/o condensacion con

las antocianinas (17).
También participan en reacciones de pardeamiento oxidativo quimico y enzimatico, en

interacciones con otras macromoléculas del vino y en la formacion de turbidez o precipitados.
Las unidades monoméricas cominmente presentes en uvas de Vitis vinifera son la (+)-
catequina, (-)-epicatequina, (+)-galocatequina, y (-)-epigalocatequina. La (+)-catequina y la

(-)-epicatequina se presentan ortohidroxiladas en las posiciones C3’ y C4’ del anillo B, en
tanto que la (+)-galocatequina y la (-)-epigalocatequina poseen un tercer grupo hidroxilo en

la posicion C5°. En la estructura quimica de estos compuestos existen dos carbonos

asimetricos (C2 y C3) que determinan dos pares de isomeros opticos con una configuracion

2R:3S para (+)-catequina y (+)-galocatequina, y 2R:3R para (-)-epicatequina y (-)-

epigalocatequina (17,28).
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En la naturaleza, estos mondémeros pueden encontrarse como tal, o bajo la forma de derivados
metilados, glucosilados, acilados o esterificados con acido galico en la posicion C3. En
general, los monGmeros mayoritarios en uvas y vinos son la (+)-catequina, (-)-epicatequina
y (-)-epicatequina-3-galato, y en menor concentracion, (+)-galocatequina, (-)-

epigalocatequina, (+)-catequina-3-galato y (+)-galocatequina-3-galato (17,28).

Con respecto a las proantocianidinas (oligomeros y polimeros), su denominacion se refiere a
la propiedad de liberar antocianidinas por calentamiento en medio &cido a partir de la ruptura
del enlace interflavanico. En la uva se distinguen dos grupos de proantocianidinas
dependiendo de la naturaleza de la antocianidina liberada (cianidina o delfinidina) en medio
acido (reaccion de Bate-Smith): las procianidinas, compuestas por (+)-catequina y (-)-
epicatequina, y las prodelfinidinas, compuestas por (+)-galocatequina y (-)-epigalocatequina.
Las primeras se encuentran solo en las semillas de las bayas, mientras que los hollejos poseen

ambos grupos de compuestos (17,28).

Las proantocianidinas también se distinguen por el nimero de unidades de flavanoles que
forman la cadena y por la naturaleza del enlace interflavanico. El término “oligdbmero” se
refiere generalmente a moléculas con un nimero de unidades promedio o grado medio de
polimerizacion (mDP) entre 2 y 5, mientras que los polimeros consisten en moléculas con un
mDP > 5. Sin embargo, estas definiciones son subjetivas y varian en funcion del sustrato y
de la técnica de medicion empleada. En general, los hollejos se caracterizan por presentar
polimeros de cadena larga, mientras que las semillas contienen proantocianidinas con un
grado de polimerizacion menor y una mayor proporcion de unidades galoiladas (13 — 29 %)
comparadas con los hollejos (3 — 6 %). En funcidn de la naturaleza del enlace, se encuentran
las proantocianidinas de tipo B y las de tipo A (Figura 7). Las primeras son aquellas en que
las uniones entre los monomeros estan establecidas entre el C4 de la unidad superior (o de
extension) y el C6 o C8 de la unidad inferior, siendo mas abundantes los dimeros C4 — C8
que los C4 — C6. Mientras que las proantocianidinas tipo A, presentan ademas un enlace
tipo éter entre el C2 de la unidad superior y los grupos hidroxilos del C5 o C7 de la unidad
inferior (28).
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Existe una gran diversidad de oligdbmeros detectados en uvas y vinos, los cuales han sido
reportados por diversos autores y se resumen en la revision bibliografica realizada por
Monagas et al. (28). Por su parte, el conocimiento acerca de los polimeros presentes en dichas
matrices es menor, debido a la variabilidad existente en el tamafio molecular y en su

composicion, dificultando el analisis y la identificacion.

RS Monémeros de flavanol Ry R, Ry
OH {+)-Catequina OH H H OH

(-)-Epicatequina H OH H OH
{-}-Epicatequina-3-galato H 0-Gal H
{+)-Galocatequina OH H OH 0
{-}-Epigalocatequina H OH OH Gal = OH
(+)-Galocatequina-3-galato H 0-Gal OH 0
{+)-Epigalocatequina-3-galato 0-Gal H OH

HO,

Dimeros tipo B Dimero tipo A

HO
OH

Figura 7. Monomeros de flavanoles y dimeros tipo A y B presentes en uvas y vinos (17).
4.3.2.2. Flavonoles

Los flavonoles de la vid se localizan principalmente en los hollejos de las uvas y en las hojas,
aunque también se han detectado algunos compuestos en la pulpa y en los brotes e

inflorescencias durante el desarrollo de la baya.

Se presentan principalmente bajo la forma de heterdsidos (glucosidos, galactésidos,

ramnoésidos, rutindsidos o glucurénidos) de cuatro agliconas principales (quercetina,
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miricetina, kaempferol e isoramnetina) (Figura 8), no obstante se han identificado otros
compuestos derivados de la laricitrina y siringetina (30,31) como asi también algunos
diglicosidos (28). Adicionalmente a estos compuestos, en el vino se pueden encontrar las
formas libres, originadas probablemente por la hidrdlisis de los glicosidos durante el proceso

de vinificacion.

Desde el punto de vista organoléptico, los flavonoles son pigmentos que contribuyen a la
componente amarilla del color de los vinos, y debido a su estructura planar participan como
cofactores en el fendmeno de copigmentacion de las antocianinas (32). Con respecto a la
quercetina, cuando se presenta en concentraciones elevadas en vinos tintos, puede aportar

gusto amargo acompafiado de una cierta sensacion de astringencia (33).

Flavonol R, " R,
Kaempferol H H H
Kaempferol-3-glucdsido H H Glucosa
Kaempferol-3-galactdsido H O-Gal Galactosa
Kaempferol-3-glucurénido OH H Acido glucurénico
Quercetina OH H H
Miricetina OH OH H
Iseramnetina OCH, H H
Laricitrina OH OCH, H
Siringetina OCH, OCH, H

Figura 8. Principales flavonoles presentes en uvas y vinos (17).

4.3.2.3. Antocianinas

Las antocianinas o antocianos son los compuestos fendlicos responsables del color rojo de
las uvas y vinos tintos, y se encuentran ubicados principalmente en los hollejos de las bayas,
aunque también estan presentes en la pulpa de algunas variedades tintoreras (17). Son
pigmentos solubles en agua, formados por una aglicona (antocianidina) cuya estructura
basica comprende un anillo A (derivado del floroglucinol) unido a un heterociclo C, el cual
a su vez se encuentra unido al anillo bencénico B (Figura 9). El anillo C posee una carga
positiva situada sobre el atomo de oxigeno, la cual esta deslocalizada en todo el heterociclo

e incluso en los ciclos adyacentes (A y B). Esta deslocalizacion es la responsable de la
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interaccion con la luz y, por lo tanto, del color rojo de la molécula, pero también explica su
inestabilidad, ya que dicha carga puede perderse por hidratacion. Las antocianinas
identificadas en las uvas y vinos de Vitis vinifera son los 3-O-monoglucoésidos y los 3-O-
monoglucosidos acilados de las antocianidinas delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina
y malvidina, las cuales difieren entre si en el nimero y posicion de los sustituyentes
hidroxilos y metoxilos localizados en el anillo B (Figura 9). La acilacion de estos compuestos
se produce en el C6 de la molécula de glucosa por medio de la esterificacion con los acidos

acetico, p-cumarico y cafeico (17).

Antocianidina R, R,
Cianidina OH H
Delfinidina OH OH
Peonidina OCH, H
Petunidina OCH, OH
Malvidina OCH, OCH,

Rs= —CO—CHj; -—CO—CH:CH@OH —C0O—CH=CH OH
(acetil)

(p-cumaril) (cafeil) OH

Figura 9. Principales antocianinas presentes en uvas y vinos (17).

En medio acuoso, la mayoria de las antocianinas naturales coexisten bajo la forma de cuatro
estructuras quimicas en equilibrio, con caracteristicas crométicas particulares dependiendo
del pH. Dichas formas son la base quinoidal de color azul, el catién flavilium de color rojo,
la pseudo-base carbinol o hemiacetal incolora, y la forma chalcona, también incolora (28).
En condiciones muy acidas (pH < 2), las antocianinas existen principalmente en la forma roja
de cation flavilium. A medida que el pH aumenta, el cation flavilium desaparece debido a
una répida desprotonacion, generandose las formas quinoidales de color azul. Paralelamente,
tambien se produce la hidratacion del cation flavilium dando lugar a la formacion de la
pseudo-base carbinol incolora. Ambas reacciones ocurren simultineamente dependiendo de
las constantes de equilibrio. Por otro lado, en condiciones levemente &acidas (pH 4 - 5) y

temperaturas elevadas, la pseudo-base carbinol puede ser convertida a las formas cis- o trans
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chalcona por medio de una reaccion rapida de apertura del anillo y de un proceso lento de
isomerizacién. Las chalconas pueden ser neutras e incoloras, o ionizarse y tomar un color
levemente amarillo. La reversion a la forma flavilium por disminucion del pH se produce
mas lentamente en el caso del isdbmero trans comparado con el cis, indicando que el primero
puede ser irreversible. En el rango de pH de la mayoria de los vinos tintos (alrededor de 3,5),
se puede considerar la existencia de un balance entre las diferentes formas. El cation flavilium
de color rojo esta presente en un 12,2 %, estando el equilibrio desplazado mayoritariamente
hacia la pseudo-base carbinol (45,2 %) y la chalcona (27,6 %), ambas incoloras, y

minoritariamente hacia la base quinoidal de color azul (15 %) (17).

Ademas del factor pH, el color de las soluciones que contienen antocianinas también depende
de la estructura y concentracion del pigmento, temperatura, presencia de copigmentos, iones
metalicos, enzimas, oxigeno, azlcares y sus productos de degradacién, y dioxido de azufre,
entre otros. Durante el proceso de vinificacion, las antocianinas participan en reacciones de
oxidacidn, hidrolisis y condensacion, generandose importantes cambios en el color del vino
(17,28).

4.3.2.4. Dihidroflavonoles

Los dihidroflavonoles o flavanonoles desempefian un rol funcional en las plantas de vid,
actuando como mecanismo de defensa ante el ataque de hongos como Botritis y son
considerados también compuestos bioactivos capaces de promover efectos fisioldgicos
benéficos  (antioxidantes, antimicrobianos, antibacteriales, hepatoprotectivos vy
quimiopreventivos, entre otros) en humanos. Segun la literatura, son considerados
compuestos minoritarios en Vitis vinifera. Entre los dihidroflavonoles reportados en uvas y
vinos de variedades blancas figuran la astilbina (dihidroguercetina-3-ramnosido) y la
engeletina (dihidrokaempferol-3-ramnosido). Mientras que en vinos tintos se han
identificado dihidrokaempferol-3-glucésido, dihidromiricetina-3-ramndsido y astilbina (17).
En la Figura 10, se observa la estructura quimica de los principales dihidroflavonoles

presentes en uvas y vinos.
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Dihidroflavonol R, R, R,
Dihidrokaempferol H H H
Dihidrokaempferol-3-ramndsido H H Ramnosa
Dihidrokaempferol-3-glucdsido H H Glucosa
Dihidroquercetina OH H H
Dihidrogquercetina-3-ramndsido OH H Ramnosa
Dihidroquercetina-3-glucadsido OH H Glucosa
Dihidromiricetina-3-ramndsido OH OH Ramnosa

Figura 10. Principales dihidroflavonoles presentes en uvas y vinos (17).

4.3.2.5. Flavonas

Estos compuestos constituyen una fraccién minoritaria de los fenoles presentes en Vitis
vinifera. En hojas se han identificado algunos glucésidos de apigenina y luteolina, mientras
que otros autores han detectado apigenina, baicaleina y luteolina en vinos (17). La Figura 11,

muestra la estructura quimica de algunas flavonas detectadas en Vitis vinifera.

Flavona R, R, R, R,
Apigenina H H OH
Apigenina-7-0-glucdsido Glucosa H OH
Luteolina H OH H OH
Luteolina-7-0-glucdsido Glucosa OH H OH
Baicaleina H H OH H

Figura 11. Principales flavonas presentes en Vitis vinifera (17).

4.4. Métodos de extraccion

La extraccidén es un paso importante en la recuperacién de los compuestos fendlicos en
residuos agroindustriales. Sin embargo, actualmente no existe un método o un protocolo de
extraccion estandar, en este sentido el desarrollo de dichos métodos de extraccion pueden
proporcionar valiosa informacidn para la caracterizacion de muestras e incluso aumentar el

valor econédmico de estos residuos.
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Existen diferentes métodos para la extraccion de bioactivos a partir de matrices vegetales, los
métodos de extraccion realizadas a presion atmosférica, con o sin agitacion y temperatura

utilizadas de manera general son considerados como método clasicos o convencionales.

Los métodos convencionales, como la extraccion solido-liquido, han sido muy utilizados,
pero consumen mucho tiempo y requieren cantidades relativamente grandes de solventes
(27,34). Asimismo, debido a las etapas prolongadas de extraccion utilizadas por estas
técnicas, como por ejemplo empleo de altas temperaturas se produce una peérdida de
compuestos fendlicos debido a ionizacion, hidrdlisis y oxidacion durante el procedimiento
de extraccion. Ademés, factores como el solvente de extraccion y la relacion
muestra/solvente son relevantes para lograr buenas recuperaciones, especialmente teniendo

en cuenta la naturaleza polar de dichos compuestos.

En los altimos afios se han desarrollo métodos no convencionales, que fueron propuestos con
éxito para la extraccion de compuestos fendlicos en uva. Estas técnicas se centran
principalmente en acortar el tiempo de extraccién, reducir el consumo de solventes organicos

mientras se mantiene o incluso mejora la recuperacién de estos compuestos de interés (27).

4.4.1 Extraccién convencional (sélido-liquido)

El proceso de extraccion de muestras solidas con solventes (organicos) capaces de disolver
la muestra, generalmente es conocido como extraccion sélido-liquido, en el que se recuperan
compuestos solubles mediante difusion desde una matriz sélida hacia una matriz liquida;
siendo éste un método muy utilizado en la recuperacion de compuestos fendlicos a partir de

orujo y otros residuos agroindustriales (35).

Paladino (7) determind en las extracciones utilizando solventes acuosos-organicos o la
mezcla de algunos de ellos (agua, metanol, acetona, etanol) se obtienen extractos con
diferentes concentraciones de compuestos fenolicos. Asimismo, de acuerdo a Fontana et al.
(27), la eficiencia del fendmeno de transporte de masa ocurrido durante el proceso de

extraccion convencional puede optimizarse mediante cambios en las gradientes de
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concentracion, coeficientes de difusion, tipo de solvente, tamafio de particula, temperatura y
tiempo de extraccion. Los compuestos fenolicos presentan naturaleza polar, debido a ello,
estos son facilmente solubilizados en medios préticos polares como pueden ser las soluciones

hidroalcoholicas.

Diversas investigaciones realizadas sobre la recuperacion de compuestos fendlicos en
residuos agroindustriales determinaron que la manera mas comun de extraer estos
compuestos es la utilizacion de soluciones generalmente hidroalcohodlicas, aplicando
elevadas temperaturas para poder liberar la mayor parte de los compuestos no extraibles. Se
cree que estos compuestos permanecen en el residuo asociados a componentes de la fibra
dietética (polisacéridos) o bien formando complejos con proteinas o unidos entre si formando
compuestos de alto peso molecular. La utilizacion de soluciones hidroalcohdlicas, por un
lado, permite la liberacion de los polifenoles unidos a la matriz vegetal y, por otro lado,
permite la despolimerizacion de compuestos de alto peso molecular a compuestos de
estructuras mas sencillas, que puedan ser cuantificados en base a patrones conocidos, aunque
es posible también que se produzca la degradacion de ciertas estructuras de compuestos
fenolicos. La mezcla etanol-agua es el solvente cominmente empleado para la extraccion de
compuestos bioactivos, siendo el etanol un solvente inocuo (aceptado por la FDA como
solvente grado alimenticio) y de facil manipulacion (36).

En la Tabla 1, se presenta una sintesis de algunos estudios bibliograficos sobre el uso de la
extraccion convencional de compuestos bioactivos. Las investigaciones han demostrado que
los compuestos fenolicos pueden extraerse con solventes polares tales como etanol, metanol,
agua y combinaciones de estos. Sin embargo, en la literatura no existe un protocolo
estandarizado sobre qué solvente es el mas eficiente en una determinada matriz. Por lo tanto,
la eleccion del solvente dependera de un nimero de factores mencionados anteriormente
incluyendo la capacidad del solvente para solubilizar el soluto, temperatura de extraccion y

tiempo de extraccion.
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Tabla 1. Algunos estudios bibliograficos sobre la extraccion convencional de compuestos

Variables de
extraccion
temperatura /
relacion sélido-
liquido /
solvente

solvente /
temperatura /
tiempo
solvente /
temperatura /
tiempo

solvente /
temperatura /
tiempo

temperatura /
concentracion
de etanol /
tiempo

temperatura /
tiempo de

maceracion /
solvente

temperatura /
tiempo /
relacién sélido-
liquido
solvente /
tiempo / ratio
sélido-liquido.

concentracion
de etanol /
temperatura /
tiempo
temperatura /
tiempo /
relacién sélido-
liquido

Variables
optimizadas
solvente etanol /
temperatura

solvente / temperatura
/ tiempo

etanol 86,8% a 58,2 °
C / tiempo 46,8 min

solvente mas eficiente:
agua a 90°C ; tiempo
de tratamiento 3 horas.

temperatura (65 °C),
concentracion de
etanol (40 % ), tiempo
(80 min)

influencia de la
temperatura, tiempo y
solvente; mayores
rendimientos a 60 °C,
a5h.
influencia de
temperatura / relacién
sélido-liquido

influencia del solvente
[ tiempo / ratio

influencia de
concentracion etanol /
temperatura / tiempo

temperatura (57 °C),
tiempo (61 min) /
relacion solido-liquido
(1:8,7 g/ mL).

bioactivos
Muestra Interés
cafa de vid trans -resveratrol, trans -e-

variedad Pinot noi

grano de trigo
entero; salvado de
trigo.

hojas de Inga
edulis

semillas de vid
cv. Cabernet
Sauvignon

frutos secos
Mengkudu
(Morinda
citrifolia )

orujo de uva

subproductos de
la industria
vitivinicola

semillas y
cascaras de Vitis
vinifera L. cv.
Bou-Ahmar Amar

residuos solidos
de Citrus
paradisi L

uva roja
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viniferin, acido fertlico,

fenoles totales

actividad antioxidante

fenoles totales, flavonoides
totales, flavonoles totales.

compuestos fendlicos,
actividad antioxidante

compuestos fendlicos totales ,
contenido de flavonoides,
capacidad antioxidante

compuestos fenolicos totales,

antocianinas totales, taninos,

acidos cinamicos, flavonoles y
capacidad antioxidante

compuestos fenolicos totales,

capacidad antioxidante

contenido de fenoles totales

compuestos fendlicos totales ,
capacidad antioxidante total

compuestos fenolicos totales,
antocianinas totales, contenido
de flavonoides totales

Aplicaciones

analitica

analitica

analitica

enoldgico

Ref.

37)

(38)

(39)

()

®)

(40)

(41)

(42)

(43)

(44)




4.4.2 Extraccion asistida por ultrasonido (EAU)

Esta técnica emplea ondas sonoras con una frecuencia superior a 20 kHz. En el proceso de
extraccion mediante la aplicacion de ondas de ultrasonido, la vibracion se propaga en el
medio transportando energia mecanica en forma de rapidas variaciones de presion. EI medio
de propagacion de la onda ultrasonica se somete a una sucesion de compresiones y
descompresiones, provocando la formacion de burbujas. EI ultrasonido provoca
modificaciones de la temperatura y de la presion dentro de las burbujas hasta que las mismas
alcanzan una dimension critica, produciéndose su implosion. Este proceso de compresion,
rarefaccién y el colapso de las burbujas se denomina cavitacion. Los efectos mecanicos del
ultrasonido inducen una mayor penetracion del solvente en las matrices vegetales y mejoran
la transferencia de masa. También pueden causar ruptura de las paredes celulares, facilitan
la difusion del solvente y la solubilizacion de los compuestos encontrados al interior de la

célula, facilitando la liberacion del contenido celular (45,46).

Existen dos tipos de cavitacion: cavitacion estable, en la que presenta crecimiento pero no
rompimiento de la burbuja, y cavitacion transitoria en la que presenta crecimiento e
implosion de la burbuja en el medio (47). En la Figura 12, se observa la expansién de las
burbujas en un medio liquido, la cual puede inducir presiones negativas y positivas; y una
vez formadas, las burbujas crecen y finalmente colapsan, denominandose este efecto como

cavitacion.

« onecycle
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Figura 12. Cavitacion producida en el tratamiento ultrasénico (47).
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Parametros que afectan el proceso de EAU:

Los factores principales a tener en cuenta durante la extraccion asistida por ultrasonido son

las siguientes:

Solvente: La intensidad de las cavitaciones ultrasénicas se ve afectada por la tension
superficial, la viscosidad y la presion de vapor del medio. Los liquidos con baja presion de
vapor producen pocas burbujas de cavitacion. Sin embargo, liquidos con alta presion de
vapor, crean mas burbujas, pero estas colapsan con menor intensidad debido a una diferencia
de presion interna / externa. Por otra parte, la cavitacion se produce mas facilmente en
liquidos de baja viscosidad porque la intensidad ultrasonica aplicada puede superar mas
facilmente las fuerzas moleculares del liquido. Ademas, un liquido de baja viscosidad tiene
una baja densidad y alta difusividad, y puede difundir facilmente en los poros de la matriz
vegetal. Asimismo, los liquidos que tienen baja tensién superficial requieren menor energia

y producen burbujas mas facilmente (48-50).

Temperatura: La aplicacion de ultrasonido permite trabajar a temperatura ambiente y
presion atmosférica. Por este motivo, el uso de la extraccion asistida por ultrasonido es
recomendable para compuestos termolabiles, ya que éstos pueden sufrir alteraciones si se los
somete a altas condiciones de temperatura. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que el

ultrasonido genera calor, por lo que se debe controlar la temperatura de extraccién (50,51).

Tiempo de Extraccion: EI fendmeno de cavitacion conduce a la intensificacion de la
transferencia de masa y la interaccion entre el disolvente y los tejidos de la planta. El
rendimiento de la extraccion se incrementa con la duracion del ultrasonido; esto es, con el
incremento en el tiempo de contacto entre el liquido y el material vegetal solido (47). Sin
embargo, se debe ser cuidadoso con el tiempo de exposicion a la sonicacién, ya que esta
puede dafar la calidad de los compuestos de interés. Este efecto esta relacionado con la

energia de ultrasonido, la estabilidad de los compuestos y el medio (50).

Tesis publicada con autorizacion del autor

No olvide citar esta tesis




Caracteristicas del ultrasonido: En general, la frecuencia de ultrasonido tiene un efecto
importante sobre el rendimiento y la cinética de extraccion. Sin embargo, estos efectos
dependen de la naturaleza del material vegetal a extraer. Por su parte, un aumento en la
potencia del ultrasonido genera una mayor recuperacion del producto. Una explicacion para
este efecto es que, cuanto mayor es la amplitud de la onda de ultrasonido que se propaga en
el medio, debido al incremento de la potencia, mas violentamente colapsan las burbujas. Sin
embargo, este aumento en la eficiencia de la extraccion no es tan notable, posiblemente
debido a que sélo una pequerfia fraccion de la energia eléctrica del transductor entra en el
disolvente de extraccion del bafio de ultrasonidos. La distribucion de las ondas ultrasonicas
dentro de un extractor es también un parametro clave en el disefio del equipo. La intensidad
del ultrasonido disminuye abruptamente a medida que aumenta la distancia de la superficie
radiante. También la intensidad de ultrasonido es atenuada con un aumento de particulas
solidas (50).

Hay dos dispositivos comunes para la aplicacion de ultrasonidos, es decir, unidades de bafio
y de la sonda. Aunque los bafios de ultrasonidos se utilizan mas ampliamente, tienen dos
principales desventajas que disminuyen sustancialmente la repetibilidad experimental y
reproducibilidad: la falta de uniformidad en la distribucién de energia de ultrasonidos (s6lo
una pequefia fraccion del volumen total de liquido en la proximidad inmediata de la fuente
de ultrasonido experimenta cavitacion); y la disminucion de la potencia con el tiempo, de
modo que la energia suministrada a los bafios se desperdicia. Las sondas ultrasonicas tienen
la ventaja sobre los bafios de ultrasonidos en que centran su energia en una zona localizada

de la muestra, proporcionando de esta manera mas eficiente la cavitacion en el liquido (52).

La extraccion asistida por ultrasonido es una alternativa de bajo costo y es mas eficiente en
comparacion con las técnicas de extraccion convencional y, en algunos casos, incluso con la
extraccion usando fluidos supercriticos y la extraccion asistida por microondas (52). Del
mismo modo muchos estudios han empleado el ultrasonido en la extraccion de compuestos

de interés como se observa en la Tabla 2.
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Tabla 2. Algunos estudios bibliograficos sobre la extraccion de compuestos bioactivos

usando ultrasonido.

Variables de Variables optimizadas Muestra Interés Aplicaciones Ref.
extraccion
temperatura / temperatura (75 ° C), tallos de uva estibenoides trazabilidad (53)
amplitud / duracion  amplitud (70%), duracion (trans- en vifiedos
del ciclo de del ciclo de ultrasonidos resveratrol)
ultrasonido / punta (0,7 s), punta de la sonda
de la sonda ultrasénica (7 mm de
ultrasénica / tiempo diametro), tiempo (15
de extraccion / min), relacién muestra -
relacion muestra - solvente (1: 30), etanol
solvente / solvente (80% viv)
potencia / potencia (377,35 W), raices de C. &cido cafeico, (54)
temperatura / temperatura (70 °C), y rizoma acido
concentracion de concentracién EtOH isoferulico,
etanol (58,37%) para FT; acido ferulico
potencia (318,28 W), y fenoles
temperatura (59,65 °C), y totales
concentracion EtOH
(64,43%) para CA, IA, FA.
temperatura / Temperatura (75 ° C), uva roja var. compuestos enologicas (55)
amplitud de salida/ amplitud de salida (100%), Tempranillo fendlicos,
ciclo de trabajo / ciclo de trabajo (1 s), antocianinas,
cantidad de muestra = cantidad de muestra (1 g), taninos
/ tiempo y tiempo (6 min) condensados
frecuencia / frecuencia (40 kHz), orujode uva | fenoles totales, (56)
densidad de densidad de potencia (150 (pieles y flavonoles
potencia / tiempo WI/L), tiempo de semillas) totales y
tratamiento (25 min) variedad capacidad
Syrah antioxidante
solvente / disolvente (etanol 60%),  tallos de uva estilbenos (57)
temperatura / temperatura (75 °C) y influencia de
tiempo tiempo (10 min); secado (horno

empleando la relacién
muestra-disolvente (1:40);
con extraccion ultrasénica
(200 W; 24 kHz, amplitud
70%, ciclo 0,7s; punta 7
mm de diametro)

o0 congelacidn)

4.5. Sintesis de nanoparticulas usando extractos de plantas:

Las nanoparticulas metalicas son agregados aislados de &tomos de metales rodeados de una
capsula protectora o estabilizadora que evita su aglomeracion, presentan un tamafio entre 1

y 100 nm. De acuerdo a la disminucién del tamafio, el radio entre el area de superficie y el
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volumen se incrementa en forma muy importante, lo que lleva a modificaciones significativas
en sus propiedades Opticas, electronicas, cataliticas, magnéticas, etc, que difieren
significativamente de aquellas presentes a mayor escala (58). Asimismo, dichas propiedades
estan fuertemente relacionadas con el tamafio, forma, composicion, cristalinidad y estructura

de las nanoparticulas (59).

La sintesis de nanoparticulas metalicas ha cobrado interés. Hoy en dia, debido a sus diversas
aplicaciones en el campo tecnoldgico, médico, medio ambiente, etc. En la actualidad existe
unatendencia en la sintesis de nanoparticulas metalicas que presenten morfologias uniformes
para ser empleadas en diversas aplicaciones. No obstante, la mayoria de los métodos de
sintesis son costosos y/o agresivos con el medio ambiente, por lo que se ha incrementado la
busqueda de nuevos procedimientos de sintesis facilmente escalables, rentables y eco-
amigables. Asimismo, se ha reportado en la literatura que los extractos de las plantas pueden
actuar como agentes reductores en la sintesis de las particulas metalicas y 6xidos metalicos

puros en la escala nanométrica con potenciales aplicaciones.

Generalizando, la primera etapa de formacion de las dispersiones coloidales metalicas es la
nucleacion, la cual comienza con la reduccion de la sal metdlica mediante un reductor
adecuado para obtener &tomos del metal con un estado de oxidacién igual a cero. Los atomos
metalicos pueden colisionar con iones metalicos o aglomerados de &tomos y formar un ntcleo
metalico denominado semilla. La segunda etapa consta del crecimiento de estos nucleos,
mediante la difusion y la transferencia de masa de los iones 0 &tomos metélicos presentes en
la solucién hacia la superficie de dichos nucleos, siendo los factores mas importantes el
gradiente de concentracion y la temperatura. Por Gltimo, la estabilidad de las dispersiones
coloidales depende de la presencia de un agente estabilizante, el cual recubre la superficie de
las NPs, evitando su aglomeracion (Figura 13). Dependiendo de la naturaleza quimica de las
moléculas estabilizantes, la estabilidad de las dispersiones puede deberse a interacciones
electrostaticas o a factores estéricos. La estabilizacion electrostatica implica la repulsién
culémbica entre particulas causada por la doble capa eléctrica formada por los iones
adsorbidos en la superficie de las NPs (por ejemplo citrato de sodio). En el caso de la

estabilizacion estérica, las moléculas organicas (polimeros, surfactantes) actian como un
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escudo protector sobre la superficie de las NPs. Los factores cruciales que se deben
considerar durante todo el proceso de la sintesis son la concentracion del agente reductor y
del estabilizante, la temperatura, el pH y la fuerza idnica, ya que éstos controlaran el tamafio
y la forma de las NPs obtenidas (60).

Nucleos
estables

22

Nucleacion Crecimiento

Nanoparticulas
metalicas en solucion

Figura 13. Proceso de formacidn de nanoparticulas metélicas (60).

Actualmente, como un paso mas hacia el desarrollo de métodos eco-amigables para la sintesis
de nanoparticulas, se han hecho intentos de reemplazar partes de plantas con desechos
agroindustriales que contienen diferentes compuestos organicos. Por ejemplo, la industria
vitivinicola produce una gran cantidad de residuos (orujo), dichos residuos son una fuente de
varios compuestos organicos como los compuestos fendlicos, que pueden actuar como

agentes reductores; dandole asi a estos residuos un mejor aprovechamiento.

Ismail et al. (61) estudiaron la sintesis de nanoparticulas de oro utilizando extractos acuosos
de hojas de uva y semillas como una fuente natural de agentes reductores y estabilizantes.
Las nanoparticulas obtenidas se caracterizaron por espectros UV-visible, microscopia
electronica de transmision (TEM) y difraccion de rayos X (XRD), los cuales mostraron que
las nanoparticulas sintetizadas tuvieron diversas formas y tamafios, asimismo reportaron que

a medida que aumenta la concentracion del extracto, el tamafio de las particulas disminuye.

Xu et al. (62) estudiaron la sintesis de nanoparticulas por reduccion de iones de plata en

nanoparticulas de plata en presencia de extracto de semillas de uva. Dichas nanoparticulas
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presentaron formas esféricas y poligonales con un diametro de 25 — 35 nm y mostraron una
actividad antibacteriana eficaz contra bacterias gram negativas y gram positivas. La sintesis
resulté de un solo paso, estable y amigable con el medio ambiente.

Krishnaswamy et al. (63) reportaron el uso potencial de residuos de agroindustriales como la
piel de la uva, el tallo y las semillas empleados como agente reductor en la sintesis de
nanoparticulas de oro, los resultados mostraron que el crecimiento de las nanoparticulas fue
instantaneo en 5 minutos y altamente estabilizado, presentando una morfologia esférica con
un tamafio promedio de 20 a 25 nm. Asimismo, los resultados de este estudio mostraron que
la sintesis de nanoparticulas de oro fue influenciada por los compuestos fendlicos presentes
en la semilla de uva, la piel y el tallo. Ademas en el estudio se resalta el aprovechamiento de
estos residuos ricos en compuestos fenolicos que pueden convertirse potencialmente en un

nanoproducto de alto valor.

Zia et al. (64) reportaron que en la sintesis de nanoparticulas de Ag utilizaron como agentes
reductores y de recubrimiento; extractos de jugos de tomate y uva, las nanoparticulas que
resultaron de este estudio se caracterizaron mediante difraccion de rayos X, microscopia
electrénica de barrido, técnicas espectroscdpicas UV-visible y espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier, lo cual mostré que las nanoparticulas sintetizadas registraron un
tamafio promedio de 10 a 30 nm. Asimismo, las nanoparticulas mostraron una buena
actividad antibacteriana y ademas presentaron actividad anticancerigena en la inhibicién de

la proteina quinasa.

Farhadi et al. (65) reportaron que el extracto de fruta de uva es un agente reductor muy
eficiente en la sintesis de nanoparticulas de Ag, con un tamafio promedio de 25 - 85 nm y
morfologias esféricas. Sin embargo, la sintesis se vio afectada por la variacion en las
condiciones del tiempo, temperatura, concentracion de extracto de fruta de uva,
concentracion de precursor y pH. No obstante, las nanoparticulas de Ag formadas fueron
bastante estables, asimismo mostraron una mejor actividad antimicrobiana frente a bacterias
gram positivas que a gram negativas, Yy a su vez mostraron una buena actividad catalitica en

la reduccion de algunos compuestos aromaticos nitroderivados.
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La sintesis de nanoparticulas metalicas utilizando residuos agroindustriales, como el de la
industria vitivinicola (orujo), es una alternativa que esta emergiendo en la sintesis quimica.
Presentan varias ventajas como la posibilidad de controlar el tamafio de las nanoparticulas
variando la concentracion de extracto vegetal empleado sin necesidad de usar agentes
surfactantes y/o estabilizantes (61,63). Asimismo se ajusta a un enfoque mas rentable, no hay
generacion de residuos toxicos, siendo una ruta sintética eco-amigable. Sin embargo, muy
pocos estudios se han realizado hasta ahora sobre este tema. En este estudio se llevo a cabo
la sintesis de nanoparticulas de oro y plata utilizando extractos de cascara de uva para la

reduccion de sus sales metalicas.
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5. METODOLOGIA
5.1. REACTIVOS, MATERIALES Y EQUIPOS
5.1.1. REACTIVOS

e Acido galico anhidro, Merck, pureza > 98.0 %.

e (-)-Epicatequina, Sigma-Aldrich, pureza > 90.0 %.

e Quercetina-3-b-glucédsido, Sigma-Aldrich, pureza > 90.0 %.
e (+)-Catequina, Sigma-Aldrich, pureza > 99.0 %.

e Resveratrol, Sigma-Aldrich, pureza > 99.0 %.

e Folin — Ciocalteu, N.R.109001 Merck.

e Etanol, Sigma-Aldrich, pureza > 99 %.

e Metanol, Sigma-Aldrich, pureza 99,8 % (HPLC).

e Acetonitrilo, Sigma-Aldrich, pureza > 99,9 % (HPLC).

e Carbonato de sodio, Na,COs, J.T. Backer.

e Acido acético, JT Backer.

e Eter de petroleo, JT Backer.

e Acetato de etilo, JT Backer.

e Eter de etilo, JT Backer.

e Solucion patron de oro, Merck, pureza 1000 ppm de Au.

e Solucion estandar nitrato de plata, Merck, pureza 1000 ppm de Ag.
e Acido sulfarico JT Backer.

e Aguatipo l.

5.1.2. MATERIALES

e Columna: Phenomenex C-18 empacada (4,6 X 250 mm, 5 um. Merck), con pre-
columna Phenomenex C-18.

e Filtro nylon 0.45.

e Viales de vidrio con septo de 1.5 mL.

e Micropipeta transferpette BRND704780, 100-1000 pL.
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Bureta 25, 50 mL.

Beaker 10, 25, 50 100, 250 mL.
Crisoles.

Pinzas metalicas.

Soporte universal.

5.1.3. EQUIPOS

Cromotografo liquido de alta resolucion (HPLC) Agilent 1260, DAD, bomba,
automuestreador, detector UV-visible, software Chem stattion. Ubicado en el
Laboratorio de Instrumentacion de la Seccion Quimica de la PUCP.
Espectrofotometro Uv-visible Agilent 8453. Ubicado en el Laboratorio de
Instrumentacion de la Seccion Quimica de la PUCP.

Bafio maria con agitacion GFL modelo 1083. Ubicado en el Laboratorio N°. 111
de la Seccion Quimica de la PUCP.

Sonda ultrasonica Hielscher UP200Ht. Ubicada en el Laboratorio N°. 111 de la
Seccion Quimica de la PUCP.

Balanza analitica de 4 digitos, Ohaus. Ubicada en el Laboratorio N°. 111 de la
Seccion Quimica de la PUCP.

Centrifuga 5804 eppendorf. Ubicada en el Laboratorio de Analisis Quimico y
Medio Ambiente de la Seccion de Ingenieria de Minas.

Horno mufla. Ubicado en el Laboratorio de Analisis Quimico y Medio Ambiente
de la Seccion de Ingenieria de Minas.

Estufa. Ubicada en el Laboratorio de Analisis Quimico y Medio Ambiente de la

Seccion de Ingenieria de Minas.

5.2. MUESTRA:

Se emplearon céscaras de vid variedad Quebranta, procedentes de la vinificacion realizada

en el Centro de Innovacion Tecnolédgica Agroindustrial, ubicada en la Panamericana Sur Km

293.3; distrito Salas Guadalupe, Ica, Peru, con fecha de cosecha marzo 2017. Las vides que
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originaron estas uvas fueron cultivadas en el vifiedo situado en el mismo centro antes

mencionado.

Después del proceso de vinificacion, el mosto se prensé y se tomaron las muestras de orujo
fresco, cabe mencionar que los orujos recolectados no fueron sometidos a los procesos de
maceracion ni fermentacion alcohodlica. Las muestras fueron colocadas en un cooler,
enfriadas con hielo durante su transporte hacia el laboratorio. Los orujos recepcionados
fueron almacenados en envases herméticamente cerrados protegidos de la luz, los cuales

fueron refrigerados.

5.2.1. Matriz:

Se separaron manualmente las cascaras de uva del orujo, las cuales fueron secadas a 50 °C
hasta peso constante (66), luego fueron pulverizadas hasta un tamafio de particula de 180 -
215 micras, posteriormente fueron almacenadas en oscuridad en un desecador hasta sus

posteriores analisis.

5.2.2. Interferencia de lipidos en la determinacion de compuestos fendlicos totales:

Con el objetivo de reducir el uso del solvente organico éter de petrdleo, se evalud la
probabilidad de la existencia de interferencias lipidicas en el método Folin Ciocalteu
adaptado (67). En tal sentido, se procedi6 al analisis de la comparacién de las muestras
desgrasadas y sin desgrasar, el proceso de remocion de las sustancias liposolubles se realiz6
empleando éter de petroleo, la proporcién empleada fue de 50 mL de éter de petroleo por
cada 10 g de muestra, posteriormente se someti6 a agitacion 200 rpm por 1 hora a temperatura
ambiente, se procedio a filtrar, la muestra desengrasada fue secada al aire a temperatura
ambiente. Los compuestos fendlicos totales, se extrajeron usando etanol:agua (1:1), a 30°C
en agitacion constante (120 rpm) durante 4 horas. La determinacién de compuestos fendlicos
totales se realizé siguiendo el método de Folin Ciocalteu, empleando acido galico como

estandar, cuya expresion equivalente es de mg GAE/g de muestra seca.

Tesis publicada con autorizacion del autor

No olvide citar esta tesis




5.3. METODOS DE EXTRACCION:

5.3.1. Extraccion convencional (sélido liquido):

Para la extraccion convencional, se utilizo el disefio experimental de un solo factor, en el cual
se estudiaron tres variables independientes: sistema binario etanol:agua, tiempo de
tratamiento y temperatura de extraccion en funcién a la determinacion del contenido de
compuestos fenodlicos totales (variable dependiente). Las condiciones de extraccion fueron
seleccionadas de acuerdo a estudios previos (25,65,67,68). Todos los ensayos se realizaron

por cuadruplicado.

5.3.1.1 Seleccion del solvente:

En la extraccion de los compuestos fendlicos, se empleo la relacion de muestra-solvente 1:10,
se empled el solvente binario etanol-agua, en el que se varid el porcentaje de concentracion
de etanol de 10 en 10 en el rango de 0 % a 80 %. Se realizé el andlisis a 30°C durante 4
horas (240 minutos) (Tabla 3). La mejor concentracion de etanol fue seleccionada en funcién
al contenido de compuestos fendlicos totales determinado por el método de Folin-Ciocalteu
empleando &cido galico como estandar. La expresion de la concentracion es mg GAE/g de

muestra seca.

Tabla 3. Sistema de solvente utilizados para la extraccion de compuestos fendlicos de

cascara de vid.

Parametro Relacion de % Solvente Temperatura Tiempo
muestra (g/mL) binario (v/v) (°C) (horas)
1:10 EtOH 0% 30 4
1:10 EtOH 10% 30 4
Seleccion del 1:10 EtOH 20% 30 4
solvente 1:10 EtOH 30% 30 4
1:10 EtOH 40% 30 4
1:10 EtOH 50% 30 4
1:10 EtOH 60% 30 4
1:10 EtOH 70% 30 4
1:10 EtOH 80% 30 4
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5.3.1.2 Seleccion de la temperatura de extraccion:

El estudio se realiz6 empleando diferentes temperaturas en un rango de 30 °C a 90 °C,
incrementando de 10 en 10. La relacion de la muestra-solvente fue de 1:10, se utilizo la mejor
concentracion de etanol (50 % v/v) estudiada anteriormente y se empled el tiempo de
tratamiento de 4 horas (240 minutos) (Tabla 4). La concentracién de los compuestos
fendlicos totales fue determinada por el método de Folin-Ciocalteu empleando &cido gélico

como estandar. La expresion de la concentracion es mg GAE/g de materia seca.

Tabla 4. Condiciones de temperatura utilizadas para la extraccion de compuestos fenolicos
de céscara de vid.

Parédmetro Relacion de % Solvente Temperatura Tiempo
muestra (g/mL) binario (v/v) (°C) (horas)
1:10 EtOH 50% 30 4
1:10 EtOH 50% 40 4
Seleccion de la 1:10 EtOH 50% 50 4
temperatura 1:10 EtOH 50% 60 4
1:10 EtOH 50% 70 4
1:10 EtOH 50% 80 4
1:10 EtOH 50% 90 4

5.3.1.3 Seleccion del tiempo de extraccion:

Los compuestos fendlicos se extrajeron empleando etanol y temperatura de tratamiento de
50 % (v/v) y 80 °C, respectivamente, los cuales fueron evaluados y seleccionados
previamente; la relacion de muestra-solvente fue de 1:10, se tomaron alicuotas cada 20
minutos durante 5 horas (300 minutos) (Tabla 5). La concentracion de los compuestos
fenolicos totales fue determinada por el método de Folin-Ciocalteu y expresada como mg
GAE/g de muestra seca.
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Tabla 5. Condiciones de tiempo utilizados para la extraccién de compuestos fendlicos de

cascara de vid.

Parametro = Relacion de muestra (g/mL) = % Solvente (v/v) = Temperatura (°C) Tiempo (horas)

Tiempo 1:10 EtOH 50% 80 57

*Toma de alicuotas cada 20 minutos.

5.3.1.1 Optimizacion de las condiciones de extraccion convencional

La metodologia de superficie en respuesta fue introducida por Box y Wilson en 1951 y
desarrollada por Box y Hunter 1987 (70,71). Esta metodologia se basa en el andlisis
estadistico de regresion de un modelo 6ptimo minimizando la variacion de los residuales. Por
lo tanto, en el presente trabajo, con la finalidad de ver los efectos de los distintos parametros
seleccionados en la extraccién convencional de los compuestos fendlicos totales, se elabor6
un disefio experimental a traves de Box-Behnken. Se evaluaron tres niveles de cada factor:
solvente binario (minimo Etanol 45 % y maximo Etanol 55 %), tiempo de extraccion (minimo
160 minutos y maximo 200 minutos) y temperatura de tratamiento (minimo 75 °C y maximo
85 °C). En el disefio, los valores de las variables experimentales fueron codificadas y
representadas como -1, 0 6 +1, dependiendo de la distancia relativa con el valor central. Para
expresar las variables experimentales % solvente, tiempo y temperatura en variables
codificadas tipo xi, se empled la siguiente relacion, el valor de la variable original (pardmetro
seleccionado), es el promedio entre el maximo y minimo, y A es el valor medio entre la

diferencia de los valores maximo y minimo.

Los valores centrales que se obtuvieron para los parametros de Solvente, Tiempo y
Temperatura fueron 50 %, 180 minutos y 80 °C, respectivamente. Asimismo se asignaron
los valores -1, 0 6 +1 dependiendo si los valores eran menores, iguales 0 mayores al punto
central, como se muestra en la Tabla 6. Quince combinaciones de 5 bloques fueron
seleccionadas en orden aleatorio de acuerdo con un disefio Box-Behnken, la correlacion entre
las variables independientes y la variable dependiente (compuestos fenolicos totales mg

GAE/qg) fue expresada en funcidn a la expresion de un polinomio de segundo orden.

S >
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Tabla 6. Niveles de tratamiento y variables independientes utilizadas en la extraccion

convencional de compuestos fendlicos totales.

e . . . Niveles
Codificacién = Variables independiente (1) 0) )
Extraccion X1 % Solvente (v/v) 45 50 55
convencional X2 Tiempo (min) 160 180 200
X3 Temperatura (°C) 75 80 85

En el Anexo 3.11, se muestran los 75 experimentos que resultaron de la matriz utilizada en
el disefio experimental. Las variables codificadas fueron x; para el porcentaje de solvente, x.
para el tiempo y x3 para la temperatura. Los resultados fueron expresados en funcion a la
determinacion de los compuestos fenolicos totales (mg GAE/g de muestra seca) y fueron
analizados mediante la Metodologia de Superficie de Respuesta, que es un conjunto de
técnicas matematicas con pruebas estadisticas empleadas para modelar y analizar con el
objetivo de determinar las condiciones 6ptimas de operacidn de un sistema. En este estudio,
los resultados obtenidos de los distintos experimentos del disefio se analizaron y optimizaron

empleando el programa StatGraphics Centurion XV.

5.3.2.  Extraccion asistida por ultrasonido:

En la extraccion asistida por ultrasonido, para establecer los parametros de trabajo se
realizaron pruebas preliminares de diagndéstico (55,72) se utiliz6 el disefio experimental de
un solo factor, en el cual se estudiaron dos variables independientes: amplitud (%) y tiempo
de tratamiento en funcion al contenido de compuestos fendlicos totales (variable

dependiente). Todos los ensayos se realizaron por cuadruplicado.

5.3.2.1 Seleccion de la amplitud:

Los compuestos fendlicos, se extrajeron empleando el parametro optimizado de
concentracion de etanol (EtOH 47 %) analizado previamente. En el analisis se evaluaron los
porcentajes de amplitud en un rango que va de 20 % a 90 %, incrementandose de 10 en 10,
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la relacion de muestra-solvente fue de 1:10, con un tiempo de tratamiento de 10 minutos. Se
realiz6 el analisis para cada muestra por cuadruplicado a temperatura ambiente, como se

observaen la Tabla 7.

Tabla 7. Condiciones experimentales utilizadas para la evaluacion del % de amplitud

Parametro Relacion de % So_lvente Temperatura Amplitud Tiempo
muestra (g/mL) = binario (v/v) (°C) (%) (min)

1:10 EtOH 47% 25 20 10
1:10 EtOH 47% 25 30 10
Seleccion 1:10 EtOH 47% 25 40 10
de la 1:10 EtOH 47% 25 50 10
amplitud 1:10 EtOH 47% 25 60 10
1:10 EtOH 47% 25 70 10
1:10 EtOH 47% 25 80 10
1:10 EtOH 47% 25 90 10

5.3.2.2 Seleccidn del tiempo de irradiacion:

Los compuestos fenolicos se extrajeron empleando el pardmetro optimizado de
concentracion de solvente (EtOH 47 %). Asimismo, se empleo el porcentaje de amplitud
seleccionado previamente (50 %). Se procedi6 a tomar alicuotas en los tiempos de 5, 10, 15,
20, 30 y 40 minutos (Tabla 8). La extraccion se realiz6 por cuadruplicado. La concentracion
de los compuestos fenolicos totales fue determinada por el método de Folin-Ciocalteu. La

expresion de la concentracion es mg GAE/g de muestra seca.

Tabla 8. Condiciones experimentales utilizadas para la evaluacién del tiempo de irradiacién

Parametro Relacion de % Solvente ~ Temperatura Amplitud Tiempo
muestra (g/mL) = binario (v/v) (°C) (%) (min)

1:10 EtOH 47% 25 50 5
1:10 EtOH 47% 25 50 10

Seleccion 1:10 EtOH 47% 25 50 15

del tiempo 1:10 EtOH 47% 25 50 20
1:10 EtOH 47% 25 50 30
1:10 EtOH 47% 25 50 40
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5.3.2.3 Optimizacion de las condiciones de extraccién de compuestos fendlicos totales
por MSR:

Esta metodologia se basa en el analisis estadistico de regresion de un modelo éptimo
minimizando la variacion de los residuales. Por lo tanto, con la finalidad de ver los efectos
de los distintos parametros seleccionados en la extraccion asistida por ultrasonido de los
compuestos fendlicos totales, se empled un disefio factorial 23 con 3 puntos centrales. Los
parametros a evaluar fueron amplitud (minimo 50 % y méximo 90 %), ciclos de trabajo
(minimo 0.2 s y maximo 1.0 s) y tiempos de tratamiento (minimo 5 minutos y maximo 15

minutos)

En el disefio, los valores de las variables experimentales fueron codificadas y representadas
como -1, 0 y +1, dependiendo de la distancia relativa con el valor central. Para expresar las
variables experimentales amplitud, ciclo de trabajo y tiempo en variables codificadas tipo xi,
se empled la siguiente relacion, el valor de la variable original (parametro seleccionado), es
el promedio entre el maximo y minimo, y A es el valor medio entre la diferencia de los valores

maximo y minimo.

Los valores centrales que se obtuvieron para Amplitud, Ciclo de trabajo y Tiempo, fueron
70 %, 0.6 y 10 minutos, respectivamente. Asimismo se asignaron los valores -1, 0 6 +1
dependiendo si los valores eran menores, iguales o mayores al punto central, como se muestra
en la Tabla 9.

Tabla 9. Variables codificadas del disefio experimental empleando extraccion asistida por

ultrasonido
Codificacion Variables independiente Niveles
() © @
Extraccion X1 Amplitud (%) 50 70 90
asistida por X2 Ciclo de trabajo (s) 02 06 10
ultrasonido X3 Tiempo (min) 5 10 15

En el Anexo 4.7, se muestran los 75 experimentos que resultaron de la matriz utilizada en el

disefio experimental. Las variables codificadas fueron x: para el porcentaje de amplitud, x>
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para el ciclo de trabajo y x3 para el tiempo. Los resultados fueron expresados en funcion a
los compuestos fenolicos totales (mg GAE/g de muestra seca) y fueron analizados mediante
la Metodologia de Superficie de Respuesta, con el objetivo de determinar las condiciones
Optimas del sistema de extraccion. En este estudio, los resultados obtenidos de los distintos
experimentos del disefio se analizaron y optimizaron empleando el programa StatGraphics
Centurion XV.

5.4. CUANTIFICACION DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS :

5.4.1. Determinacién de compuestos fendlicos totales:

El contenido de compuestos fendlicos totales de los extractos se determind segun el
procedimiento adaptado de Folin-Ciocalteu (67).

A 500 pL de extracto crudo diluido se adicion6 2.5 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu
(diluido 10 veces). Después de 3 minutos, se agregé 2.0 mL de solucion de carbonato de
sodio 7,5 %, luego se homogeniz6. Las muestras se incubaron a 45°C por 15 minutos para
estabilizar la reaccion y se procedié a medir la absorbancia a 765 nm, empleando una cubeta

de cuarzo de 1 cm de paso optico frente a un blanco preparado a las mismas condiciones.

Curva de calibracion: Las mediciones se calibraron con solucion estandar de acido galico
con concentraciones de 20 - 220 mg/L. Se utiliz6 500 uL de cada solucion y se procedi6 de
igual modo que con una muestra en analisis. Los analisis se realizaron por cuadruplicado, los
datos obtenidos se sometieron a un analisis de regresion lineal, obteniéndose la ecuacion tipo
y =b + (m* C). Donde “b” corresponde a la interseccion de la recta en el eje de ordenadas,

“m” es la pendiente de la recta, “y” corresponde a la sefial de la densidad optica a 765 nmy

C corresponde a la concentracion del acido galico mg/L.

5.4.2. Determinacion de compuestos fenolicos de bajo peso molecular:

La metodologia se adapt6 de acuerdo con las condiciones descritas en la literatura (73,74).

Los extractos se obtuvieron usando las condiciones optimizadas. 5 mL del extracto fue
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extraido tres veces con 4 mL de éter etilico y tres veces con 4 mL de acetato de etilo. Se
recolectaron tanto las fracciones orgéanicas de éter etilico, acetato de etilo como las fracciones
acuosas, seguidamente las fracciones por separado se evaporaron hasta sequedad bajo una
corriente de gas nitrogeno suave a 25°C. El residuo sélido se disolvié con 2 mL de
metanol/agua (1:1) y se filtro a través de una membrana de nylon de 0,45 micras de tamafio
de poro. Luego se inyect6 30 pL del filtrado en el sistema HPLC-DAD, empleando una
columna Phenomenex C18 (250 mm x 4,6 mm ID, 5 pum) con una pre-columna Phenomenex
C18. Se empleo un sistema en gradiente para la elucion: fase mévil A (agua/ &cido aceético,
98: 2, v/v) y fase movil B (acetonitrilo /agua /acido acético, 78:20:2, v/v/v). El perfil de

gradiente se muestra en la Tabla 10.

Tabla 10. Perfil de gradiente del sistema cromatografico.

Tiempo (minutos) Fase movil A Fase movil B Flujo
0 90 10 1.1 mL/min
3 90 10 1.1 mL/min
6 85 15 1.3 mL/min
9 85 15 1.3 mL/min
55 20 80 1.0 mL/min
70 10 90 1.2 mL/min
90 10 90 1.2 mL/min
95 90 10 1.1 mL/min
100 90 10 1.1 mL/min

Fase movil A: agua/dcido acético, 98:2 (v/v).

Fase mavil B: acetonitrilo /agua /acido acético, 78:20:2 (v/v/v).

La elucién de los picos fue monitoreada a 280 nm para epicatequina, acido galico, (-)-
catequina y resveratrol, y a 250 nm para quercetina-3-b-glucésido. La identificacion de los
compuestos se llevo a cabo por comparacion de sus espectros y tiempos de retencion con los
respectivos estandares. Para la cuantificacion se prepararon soluciones de estandares de
epicatequina (24 - 380 pg/mL), &cido galico (1- 200 pg/mL), quercetina-3-b-glucésido (10 -
150 pg/mL), (+)-catequina (5 - 500 pg/mL) y resveratrol (1 - 500 pg/mL). Dichas soluciones

estandar se inyectaron en las mismas condiciones que para las muestras analizadas. La
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cuantificacion se obtuvo mediante interpolacion en las curvas de calibracion realizadas con
los patrones (R 2> 0,98).

5.5. SINTESIS DE NANOPARTICULAS METALICAS USANDO EXTRACTOS

5.5.1 Sintesis de nanoparticulas de oro (AuNPs):

Siguiendo la metodologia modificada de Krishnaswamy et al. (63), por cada 5 mL del
extracto previamente estudiado sin filtracion y con filtracion mediante carbon activo
granular, se afiadié gota a gota a 12 mL de la solucion de HAuCls 2.5 mM; luego se afadio
agua hasta completar un volumen total de 60 mL. La reaccion se llevé a cabo a temperatura
ambiente y con agitacion de 150 rpm durante 2 horas. La solucion se dejé reposar por 48
horas, después la solucion fue centrifugada a 5000 rpm por 8 minutos, el precipitado se lavo
con agua ultrapura por triplicado, se sec6 a 80 °C por 24 horas. Luego el precipitado fue
transferido a un crisol, se calcind con éacido sulfdrico en una plancha a 150°C hasta que no
se desprendian humos y posteriormente fue llevado a la mufla a 600 °C durante 1 hora. Como
resultado se obtuvieron nanoparticulas libres de materia organica, las cuales fueron

almacenadas en un desecador para su posterior caracterizacion.

5.5.2 Sintesis de nanoparticulas de plata (AgNPs):

Siguiendo la metodologia modificada de Roy et al. (75), por cada 1 mL del extracto
previamente estudiado, sin filtracion y con filtracion mediante carbdn activo granular, se
afiadio gota a gotaa 1 mL de AgNOs 7 mM. La reaccion se llevo a temperatura ambiente con
agitacion 150 rpm durante 2 horas. La solucion se dejo reposar por 48 horas, después fue
centrifugada a 5 000 rpm por 8 minutos. El precipitado se lavo tres veces y se seco a 80 °C
por 24 horas. Luego el precipitado fue transferido a un crisol, se calcind con &cido sulfarico
en una plancha a 150°C hasta que no se desprendian humos y posteriormente fue llevado a
la mufla a 600 °C durante 1 hora. Como resultado se obtuvieron nanoparticulas libres de
materia organica, las cuales fueron almacenadas en un desecador y protegidas de la luz, para

su posterior caracterizacion.
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6. ANALISIS ESTADISTICOS

Los datos obtenidos fueron sometidos a tratamientos estadisticos como t-Student y ANOVA,
con la finalidad de contrastar si existen diferencias entre las medias de los niveles de las
variables (factores) verificandose previamente que los datos cumplan con los supuestos de
distribucion normal y homogeneidad de varianza. Los datos fueron procesados usando los
programas de IBM SPSS statistics 22.0 y Statgraphics Centurion XV.

7. RESULTADOS

7.1. Calibracién del método

Se calibro el método para la determinacion de compuestos fendlicos totales haciendo uso de
la metodologia adaptada (67) empleando acido galico como patron. En la Tabla 11, se
muestran los valores de la densidad éptica (DO) a 765 nm correspondientes a las diferentes
concentraciones de acido galico (mg/L).

Tabla 11. Curva de calibracion del método de Folin Ciocalteu.

Acido galico (mg/L) Densidad 6ptica 765 nm *
20.2 0.0862 £ 0.0005
60.2 0.3691 £ 0.0063
100.2 0.8867 £ 0.0085
140.2 1.2392 + 0.0109
180.2 1.6171 + 0.0028
220.2 1.9591 + 0.0192

(*)Cada valor representa el promedio de 4 repeticiones + desviacion estandar.

Los datos de la Tabla 11 fueron sometidos a una regresion lineal simple, con la finalidad de
obtener una curva de calibracion para el método y la ecuacién que asocia a las dos variables
en estudio. El analisis de regresion lineal nos permite obtener una funcion lineal que relaciona

una variable dependiente Y (DO 765 nm) con una variable independiente X (&cido géalico
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mg/L). El coeficiente de determinacion R? indica el grado de correlacion entre las dos
variables. Del analisis se obtuvo la siguiente ecuacion: y = 0.010 x - 0.13, con R?=0.99.57

Esto significa que el 99.57% de la variabilidad de la concentracion puede ser explicada por
la variable densidad éptica a 765 nm. En la Figura 13, se observa la representacion de la

curva de calibracion.

2,0000 8

1,5000

1,0000

DO 765 nm

5000

0000

T T T T
0 50,0 100,0 150,0 200,0 2500

acido galico mg/L

Figura 14. Curva de calibracion para el método Folin Ciocalteu en la determinacién de

compuestos fendlicos totales.

En la determinacion de los compuestos fendlicos totales, las concentraciones se expresan de
acuerdo a la calibracion del método en mg de acido galico/L de extracto o0 mg GAE/L de
extracto. En el estudio, se emple6 una relacion de muestra 1:10 (1 g de cascara de uva seca
en 10 mL de solvente de extraccion); por lo tanto en 10 mL de extracto hay 1 g de muestra,
entonces en 1000 mL hay 100 g de muestra seca; siendo la expresion mg/L equivalente a

mg/100 g de muestra, cuya expresion simplificada equivale a mg GAE/g de muestra seca.

7.2. Influencia de lipidos en la determinacion de compuestos fendlicos:

Con el objetivo de reducir el uso del solvente organico éter de petréleo y a su vez para evitar

posibles interferencias en la determinacion de los compuestos fendlicos totales, se procedio
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a la cuantificacion de dichos compuestos en muestras desgrasadas y sin desgrasar (Tabla 12).
Las determinaciones de los compuestos fendlicos totales se realizaron empleando el método
espectrofotométrico. Los datos obtenidos fueron sometidos al analisis de t-Student para
muestras independientes, verificandose previamente que los datos tengan una distribucion

normal y la homogeneidad de varianzas.

Tabla 12. Comparacion de muestras desgrasadas y sin desgrasar en la determinacion de

compuestos fenolicos totales

Tratamientos DO a 765 nm*
Muestra desgrasada (D) 11.6483 + 0.6182
Muestra sin desgrasar (SD) 12.5489 + 0.5907

(*)Cada valor representa el promedio de 4 repeticiones + desviacion estandar.

Los resultados obtenidos cumplieron con los supuestos de normalidad y de homogeneidad
de varianzas (prueba de Levene). De acuerdo a la prueba t-Student (Tabla 13), se observa
que el valor de P es mayor a 0.05, lo cual nos indica que no existen diferencias significativas
en la determinacion del contenido de compuestos fendlicos totales en muestras desgrasadas

y sin desgrasar a un nivel de confianza del 95%.

Tabla 13. Resultado de la prueba t-Student para muestras independientes en la

comparacion de muestras desgrasadas y sin desgrasar

Prueba de Levene Prueba t para la igualdad de medias
. . Dif. de Dif. de error
F Sig. - gl Sig. medias estandar
Compuestos Se asumen 040 0548  -2106 6  0.080 -0.901 0.42752
fendlico varianzas iguales
totales mg No se asumen 2106 598  0.080 -0.901 0.42752
GAE/g varianzas iguales
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7.3. Extraccion convencional:
7.3.1. Seleccion del solvente:
Los compuestos fendlicos se extrajeron mediante el uso de una mezcla binaria de etanol-
agua, ajustando la composicion de etanol a partir de 0% (v/v) hasta 80% (v/v). La
determinacion de los compuestos fenolicos totales se realizdé por el método

espectrofotométrico. En la Tabla 14, se muestra los resultados.

Tabla 14. Solvente binario en la determinacion de compuestos fenolicos totales

Solvente Concentracion* (mg GAE/g de muestra seca)
EtOH 0% 5.5000 £0.1212 a

EtOH 10% 7.2763 £0.0482 b

EtOH 20% 9.5804+0.2169 c

EtOH 30% 11.1663 £0.2575 e

EtOH 40% 11.0034 £0.5310d, e

EtOH 50% 12.5654 £0.6179 f

EtOH 60% 12.0368 +0.2452 f

EtOH 70% 10.4390 £0.3426 ¢

EtOH 80% 9.3411 +0.2688 d

(*) Cada valor representa el promedio de 4 repeticiones + desviacion estandar.
(*) Los valores seguidos por letras diferentes representan diferencias estadisticas.

Los datos obtenidos cumplieron con el supuesto de normalidad y de homocedasticidad de
varianza, por lo tanto se procede al analisis de varianza (ANOVA). De acuerdo a la
comparacion de medias mediante ANOVA (Tabla 15), el valor de P menor a 0.05, permite
afirmar que existe una diferencia estadisticamente significativa debido a la composicion del
solvente en la extraccién de compuestos fendlico totales con un nivel del 95.0% de

confianza.

N
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Tabla 15. Tabla ANOVA de la comparacion del solvente binario en la extraccion de

compuestos fendlicos totales

Fuente Suma de Cuadrados Gl  Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 165.744 8 20.718 178.63 0.0000
Intra grupos 3.13151 27 0.115982
Total (Corr.) 168.876 35

Ante la existencia de estas diferencias estadisticamente significativas, se procede a realizar
un andlisis de comparaciones multiples haciendo uso del test de Tukey b, con la finalidad
de profundizar mas en las diferencias existentes debidas a la composicion del solvente en la
extraccion de compuestos fendlicos totales. Los resultados se observan en la Tabla 16.

Tabla 16. Comparaciones multiples test de Tukey B? para diferente composicién de

solvente en la extraccion de compuestos fendlicos totales.

Solvente Subconjunto para alfa = 0.05

binario 1 2 3 4 5 6
EtOH 0 % 5.499984
EtOH 10 %
EtOH 80 %
EtOH 20 %
EtOH 70 %
EtOH 40 %
EtOH 30 %
EtOH 60 %
EtOH 50 %

7.276334
9.341075
9.580423
10.438991
11.003392 11.003392
11.166268
12.036810
12.565424

N N I S S N S N SN

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 4.000

En Figura 15, se observa que EtOH 50 % y EtOH 60 % presentan una mayor concentracion
de compuestos fendlicos totales con respecto a las demas composiciones de etanol. Se

selecciona al solvente binario EtOH 50 % como parametro para las posteriores extracciones.
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Figura 15. Comparacion del contenido de compuestos fenolicos totales segun la

composicion del solvente binario.

7.3.2.  Seleccién de la temperatura de extraccion:

Los compuestos fendlicos se extrajeron mediante el uso del solvente binario EtOH 50 %,

previamente evaluado a diferentes temperaturas. La cuantificacion de los compuestos

fendlicos totales se realiz6 por el método espectrofotométrico, mostrandose los resultados

obtenidos en la Tabla 17.

Tabla 17. Tratamiento de temperaturas en la determinacion de compuestos fendlicos totales

Temperatura (°C)

30
40
50
60
70
80
90

10.9427+1.6843
10.7835+1.6843
11.9867+1.6843
13.4635+1.6843
16.2804+1.6843
18.2567+1.6843
19.7694+1.6843

Concentracion (mg GAE/g de muestra seca)*

(*) Cada valor representa el promedio de 4 repeticiones + desviacion estandar.
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Teniendo en cuenta que los datos obtenidos no presentaban una distribucion normal, se
procedio a su respectiva normalizacion obteniendo los correspondientes valores tipificados.
De acuerdo a la comparacion de medias mediante ANOVA (Tabla 18), se observa que el
valor de P es menor a 0.05, con lo cual se afirma que existen diferencias significativas en el
tratamiento de temperaturas para la extraccion de compuestos fendlicos totales con un nivel

del 95.0% de confianza.

Tabla 18 . Tabla ANOVA para comparacion de las temperaturas de extraccion en la

determinacion de compuestos fendlicos totales

Fuente Suma de Cuadrados Gl = Cuadrado Medio Razéon-F = Valor-P
Entre grupos 315.625 6 52.6041 48.55 0.0000
Intra grupos 22.7548 21 1.08356
Total (Corr.) 338.38 27

En la Figura 16, se observa que a medida que se incrementa la temperatura existe un aumento
en la cantidad extraida de compuestos fendlicos totales, obteniéndose una mayor
recuperacion a la temperatura de 90°C. Asimismo de acuerdo a la prueba de diferencias
minimas significativas de Fisher LSD (Anexo 3.4), se observa que las temperaturas de
extraccion de 80 °C y 90 °C no presentan diferencias significativas entre ellas. Por lo tanto,
para evitar la degradacion de los compuestos fendlicos termosensibles se elige la temperatura
de tratamiento de 80 °C, con lo cual también se reduce el uso de energia en el tratamiento

térmico.
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Figura 16. Comparacion de las temperaturas de extraccion de compuestos fendlicos totales.

7.3.3.  Seleccion del tiempo de extraccion:

Dado que los datos originales no presentaron una distribucion normal, se procedio a o obtener
los valores tipificados de los mismos. Los compuestos fenolicos se extrajeron considerando
los parametros previamente seleccionados como etanol 50 % Yy temperatura de extraccion
80 °C. Se procedio al estudio del proceso de extraccion con la finalidad de reducir el tiempo
de tratamiento. La cuantificacion de los compuestos fendlicos totales se realizé por el método

espectrofotométrico. En la Tabla 19 se muestran los resultados.

Tesis publicada con autorizacion del autor

No olvide citar esta tesis




Tabla 19. Tiempo de extraccion en la determinacién de compuestos fendlicos totales

Muestras Concentracion (mg GAE/g de muestra seca)

M_5 minutos 5.8523 +0.1177
M_10 minutos 7.8769 + 0.3104
M_15 minutos 8.6457 + 0.9623
M_20 minutos 9.3655 £ 0.0295
M_40 minutos 11.4696 + 0.3918
M_60 minutos 11.4122 + 0.8644
M_80 minutos 12.1412 + 0.6476
M_100 minutos 12.5222 + 0.4361
M_120 minutos 13.3294 + 1.0234
M_140 minutos 13.5864 + 1.3906
M_160 minutos 13.3610 + 2.4845
M_180 minutos 15.6522 + 1.1068
M_200 minutos 15.8278 + 0.5484
M_220 minutos 15.2324 + 2.2816

M_ 240 minutos
M_260 minutos
M_280 minutos
M_300 minutos

15.4118 + 1.2734
15.3440 + 2.1614
16.1714 + 0.9573
16.4912 + 1.0225

(*)Cada valor representa el promedio de 4 repeticiones + desviacion estandar.

De acuerdo a la comparacion de medias mediante ANOVA (Tabla 20), se encuentra que el
valor de P es menor a 0.05, demostrando que hay diferencias significativas entre los datos

agrupados segun el tiempo de extraccion a un nivel del 95 % de confianza.

Tabla 20. ANOVA para comparacién de los tiempos de extraccion en la determinacion de

compuestos fenolicos totales.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F  Valor-P
Entre grupos 63.4597 17 3.73293 26.73 0.0000
Intra grupos 7.54026 54 0.139635
Total (Corr.) 71.0 71

Se aplico la prueba de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher, con la finalidad de

determinar cuéles medias son significativamente diferentes de las otras. Se observo que a
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partir de 180 minutos en adelante no se presentaban diferencias estadisticamente
significativas (Anexo 3.6) en cuanto a la concentracion de compuestos fendlicos totales
extraidos, a un nivel del 95% de confianza, de esta forma se justificaria la reduccion del
tiempo de tratamiento con un consiguiente ahorro de energia. En la Figura 17 se muestra la

evaluacion del proceso de extraccion en el rango de tiempo estudiado.
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Figura 17. Contenido de compuestos fenolicos totales acumulados en el tiempo en funcién

del tiempo de extraccién

En la Figura 17, se observa que a los 180 minutos se extrajo 15.6522 mg GAE/g de muestra
seca de un total de 16.4912 mg GAE/g de muestra seca extraida a los 300 minutos;
representando el 94.91 % de la extraccion total, por lo que en 120 minutos mas de tratamiento

solo se obtiene un incremento de 5.09 % de compuestos fendlicos totales.

Los datos (Anexo 3.5) obtenidos durante el proceso de extraccion fueron sometidos a un
ajuste por minimos cuadrados, a partir del cual se obtuvo la siguiente ecuacion:
Y = 1.961X — 1.075X? con R? =0.934. Donde “Y” corresponde a mg GAE/ g de muestra

seca y “X” corresponde a tiempo de extraccion en minutos.
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Aplicando la derivada respecto del tiempo a la ecuacion, se obtuvo la velocidad de extraccion
(Tabla 21), dicha velocidad es expresada en mg GAE/ g de muestra seca por minuto; esta

dada por la siguiente ecuacion: Y = 1.961 — 2.15X

Tabla 21. Velocidad de extraccion convencional

Tiempo (minutos) Velocidad* (mg GAE/g muestra x

minuto)
5 -8.789
10 -19.539
15 -30.289
20 -41.039
40 -84.039
60 -127.039
80 -170.039
100 -213.039
120 -256.039
140 -299.039
160 -342.039
180 -385.039
200 -428.039
220 -471.039
240 -514.039
260 -557.039
280 -600.039
300 -643.039

(*) Cada valor representa el promedio de 4 repeticiones.

De la Figura 19, se puede observar que a los 180 minutos de tratamiento, la velocidad de
extraccion de los compuestos fendlicos totales se redujo a un 40.1 % con respecto a la

velocidad inicial.

N
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Figura 18. Velocidad de extraccion de compuestos fendlicos totales en cascaras de vid var.
Quebranta extraidas con EtOH 50 % a 90 °C.

7.3.4. Optimizacion de las condiciones de extraccion convencional:

En el Anexo 3.11, a partir de la matriz del disefio de Box-Behnken, se presenta el nimero de
experimentos entre las combinaciones de las variables independientes y el contenido de

compuestos fendlicos totales.

El andlisis de varianza (Tabla 22) muestra que las variables de % solvente, tiempo y
temperatura presentan un valor P menor que 0.05, por lo tanto la respuesta del contenido de
compuestos fenolicos totales mostrd diferencias significativas entre todos los tratamientos a

un nivel de confianza del 95.0 %.
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Tabla 22. Analisis de varianza de la extraccion convencional de los compuestos fendlicos

totales.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio  Razon-F = Valor-P
A:Solvente 1.77961 1 1.77961 5.09 0.0276
EtOH:H20

B:Tiempo 38.1085 1 38.1085 109.06 0.0000
C:Temperatura 80.5263 1 80.5263 230.45 0.0000
AA 3.34404 1 3.34404 9.57 0.0030

AB 0.00236926 1 0.00236926 0.01 0.9346

AC 1.66884 1 1.66884 4,78 0.0327

BB 40.5514 1 40.5514 116.05 0.0000

BC 2.25357 1 2.25357 6.45 0.0137

CcC 49.8764 1 49.8764 142.74 0.0000

Bloques 10.2707 4 2.56767 7.35 0.0001
Error total 21.315 61 0.349427
Total (corr.) 257.418 74

También se observa que el valor de F muestra un valor mayor con respecto al valor critico,

lo que evidencia que el modelo es altamente significativo.

Tabla 23. Coeficiente de regresion para compuestos fendlicos totales

Coeficiente Estimado
Constante 151.855
x1:Solvente EtOH:H20 2.56499
x2:Tiempo 1.64577
x3:Temperatura -9.05375
x1x1 -0.017024
x1x2 0.000108841
X1x3 -0.0115545
X2X2 -0.00370518
X2%3 -0.00335677
X3x3 0.0657466

El valor del coeficiente de determinacion (R?) fue de 0.917, dicho valor indica que el modelo
obtenido es capaz de explicar el 91.7 % de las variaciones en el contenido de compuestos
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fenolicos totales. EI modelo ajustado al contenido de compuestos fenolicos totales presento
la siguiente ecuacién con x1: solvente etanol:agua, x2: tiempo y x3: temperatura, como se

observa los coeficientes en la Tabla 23.

Compuestos fenolicos totales = 151.86 + 2.57x1 + 1.65x2 - 9.05X3 - 0.02x1% - 0.01X1X3 -
0.003x2? - 0.003%2X3 + 0.07x3?

El factor x1x2 fue rechazado debido a que su valor P es mayor a 0.05. Por lo tanto, no muestra
un efecto significativo. A su vez el modelo muestra un aumento en el rendimiento de la
extraccion de compuestos fendlicos totales. Los resultados obtenidos de todos los
experimentos que correspondieron al modelo explicado, se procesaron aplicando la
metodologia de superficie de respuesta con el programa estadistico StatGraphics Centurion
XV. De esta forma se obtuvieron las condiciones dptimas de extraccion de los compuestos

fenolicos totales.

Como resultado las condiciones optimizadas para la extraccién convencional de compuestos
fenolicos totales en céascara de vid variedad Quebranta fueron: solvente EtOH 47 %, tiempo

184 minutos y temperatura 85 °C.
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Temperatura=85.0 Solvente EtOl

:H20-55.0

Tiempo=200.0

2F

)

W M
= RN

16

=

1

LI77 7
- 12
180
) 170 160
s s g o w Tem Toowm w5 T 85 g o7 Tenpeun
Solvente EtOH:H20 Tiempo Solvente EtOH:H20

compuestos fenélicos totales
compuestos fenélicos totales
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Figura 19. Graficos de superficie de respuesta a) Solvente y Tiempo & Compuestos
Fendlicos Totales, b) Tiempo y Temperatura & Compuestos Fendlicos Totales, c) Solvente

y Temperatura & Compuestos Fenodlicos Totales.
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La Figura 19 muestra las graficas de superficie de respuesta en la determinacion de
compuestos fendlicos totales en funcion a las variables de solvente y temperatura y tiempo.
Asimismo se observa en la Figura 19 a) que, a medida que se incrementd el tiempo de
tratamiento, descendid el contenido de compuestos fendlicos totales; a su vez, a medida que
se incrementd el % de EtOH, se observd un comportamiento constante del contenido de
compuestos fendlicos totales. En la Figura 19 b) se puede observar que, a medida que se
incremento la temperatura de extraccion, hay un incremento en el contenido de compuestos
fenolicos totales; a su vez, a medida que se aumentd el tiempo de tratamiento, incremento el
contenido de compuestos fendlicos totales con un ligero descenso. De igual manera se
observa en la Figura 19 c) que, a medida que se aumentd la temperatura de extraccion, se
incremento en el contenido de compuestos fendlicos totales, y a medida que se incrementd
el % de EtOH, se observo un ligero incremento del contenido de compuestos fendlicos
totales. Estos resultados evidencian la influencia de dichos pardmetros en la extraccion de los

compuestos fendlicos totales.

En la Figura 20 el diagrama de Pareto muestra que todos los pardmetros y sus interacciones
exceptuando AB presentan efectos positivos. Asimismo los factores C, seguido de CC, BBy
B presentan los efectos significativos, siendo C el més significativo, lo cual indica la
presencia de una curvatura en el modelo y con ello una posible maxima concentracion en la
extraccion de compuestos fendlicos totales, con lo cual se evidencia la influencia de dichos

parametros en la extraccion de los compuestos fendlicos totales.
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Figura 20. Diagrama de Pareto estandarizado para compuestos fenolicos totales

Tesis publicada con autorizacion del autor

No olvide citar esta tesis




Los andlisis en los graficos de superficie de respuesta permitieron analizar la forma en que
influyeron los parametros estudiados en funcion a la determinacion de compuestos fendlicos

totales.

7.4. Extraccion asistida por ultrasonido:

7.4.1.  Seleccién de la amplitud:

En cuanto al analisis de la amplitud, en la extraccion de compuestos fendlicos totales se
emplearon los porcentajes de amplitud de 20 a 90 % con intervalos de 10 en 10, empleando
como solvente 6ptimo de extraccion EtOH 47 % previamente evaluado. La cuantificacion de
los compuestos fenodlicos totales se realizo por el método espectrofotométrico, mostrandose

los resultados obtenidos en la Tabla 24.

Tabla 24. Porcentajes de amplitud en la determinacion de compuestos fendlicos totales

% de amplitud Concentracion (mg GAE/g de muestra seca)*
M_20% 10.5050 + 0.0926
M_30% 11.6125 + 0.1021
M_40% 12.7931 + 0.3692
M_50% 14.2629 + 0.0106
M_60% 14.1908 + 0.0170
M_70% 14.2589 + 0.0053
M_80% 14.2997 + 0.0030
M_90% 14.1101 £ 0.1133

(*) Cada valor representa el promedio de 4 repeticiones + desviacién estandar.

De acuerdo a la comparacién de medias mediante ANOVA (Tabla 25), el valor de P es
menor a 0.05, demostrando que hay diferencias significativas entre los datos agrupados en
funcion del % de amplitud en la extraccion de compuestos fenolicos totales a un nivel del 95

% de confianza.

N
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Tabla 25. ANOVA para comparacion de los porcentajes de amplitud en la determinacion de

compuestos fendlicos totales.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Raz6n-F  Valor-P
Entre grupos 60.7819 7 8.68313 412.06 0.0000
Intra grupos 0.505744 24 0.0210727
Total (Corr.) 61.2876 31

Se aplico la prueba de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher. Dicha comparacion
se empled con la finalidad de determinar cuéles medias son significativamente diferentes de
otras, identificandose que los % de amplitud 50, 60, 70 80 y 90, no presentan diferencias

estadisticamente significativas a un nivel del 95% de confianza.

En la Figura 21, se observa que en la extraccion realizada variando el % de amplitud, se
present6 una mayor recuperacion de los compuestos fendlicos totales a partir de 50%, por lo

que se elige este valor para los ensayos siguientes.

90 %% 14,1101

&0 %]
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—_
=
= |
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Media compuestos fenoélicos totales mg GAEIlg

Figura 21. Comparacion de los tiempos de extraccion en la determinacion de compuestos

fendlicos totales.
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7.4.2.  Seleccion del tiempo de extraccion:

Los compuestos fendlicos se extrajeron mediante los pardmetros de solvente binario Etanol
48 %, amplitud de 50 % que fueron previamente evaluados, asimismo la cuantificacion de
los compuestos fendlicos totales se realizd por el método espectrofotométrico. En la Tabla

26 se muestran los resultados.

Tabla 26. Tiempo de extraccion en la determinacion de compuestos fendlicos totales

Tiempo (min)  Concentracion* (mg GAE/g de muestra seca)

5 13.4492 + 1.4994
10 15.2472 + 1.1736
15 15.1894 + 0.1087
20 15.9308 + 0.0232
30 15.9663 *= 0.6340
40 16.5469 * 0.1362

(*) Cada valor representa el promedio de 4 repeticiones + desviacion estandar.

De acuerdo a la comparacion de medias mediante ANOVA (Tabla 27), el valor de P es menor
a 0.05, demostrando que hay diferencias significativas entre los datos agrupados segun la
variable tiempo en la extraccion de compuestos fendlicos totales a un nivel del 95 % de

confianza.

Tabla 27. Tabla ANOVA para comparacion de tiempo en la determinacion de compuestos

fendlicos totales.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio = Razé6n-F Valor-P
Entre grupos 23.1618 5 4.63235 6.85 0.0010
Intra grupos 12.1749 18 0.676384
Total (Corr.) 35.3367 23

Se aplico la prueba de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher. Dicha comparacion
se empleo con la finalidad de determinar cuales medias eran significativamente diferentes de
otras, identificandose que los tiempos de 10, 15, 20 y 30 minutos no presentaban diferencias

estadisticamente significativas a un nivel del 95 % de confianza.
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Figura 22. Contenido de compuestos fenolicos totales acumulados en el tiempo segun el

tiempo de extraccion.

En las Figuras 22 y 23, se observa que a los 10 minutos se extrae 15.2472 mg GAE/g de
muestra seca de un total de 16.5489 mg GAE/g de muestra seca extraida a los 40 minutos;
representando el 92.13 % de la extraccion total, lo que significa que en 30 minutos méas de
tratamiento sélo se obtiene un incremento de 7.87 % de compuestos fendlicos totales.

Tiempo de extraccion

T T T T
S5,0000 10,0000 15,0000 20,0000

Media compuestos fenélicos totales mg GAE/lg

Figura 23. Comparacion de los tiempos de extraccion en la determinacion de compuestos
fendlicos totales.
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Los datos (Anexo 4.1) obtenidos durante el proceso de extraccion fueron sometidos a un

ajuste de minimos cuadrados, del cual se obtuvo la siguiente ecuacion:

Y = 2.155X — 1.268X2 (*)
R? =0.90

Donde:
Y: mg GAE/ g de muestra seca.
X: Tiempo de extraccion en minutos.

Aplicando la derivada respecto al tiempo de la ecuacion (*), se obtiene la velocidad de
extraccion (Tabla 28). Dicha velocidad es expresada en mg GAE/ g de muestra seca por

minuto; que esta dada por la siguiente ecuacién Y = 2.155 — 2.536X.

Tabla 28. Velocidad de extraccion de los compuestos fenolicos empleando extraccion

asistida por ultrasonido.

Tiempo (minutos) Velocidad* (mg GAE/g muestra seca/min)

) -10.525
10 -23.205
15 -35.885
20 -48.565
30 -73.925
40 -99.285

(*) Cada valor representa el promedio de 4 repeticiones + desviacién estandar.

En Tabla 28 se puede observar que a los 10 minutos de tratamiento, la velocidad de extraccion

de los compuestos fendlicos totales se redujo a un 23.37 % con respecto a la velocidad inicial.

En Figura 24, se puede observar que a los 15 minutos de tratamiento, la velocidad de

extraccion de los compuestos fendlicos totales se reduce con respecto a la velocidad inicial.

N
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Figura 24. Velocidad de extraccion asistida por ultrasonido de compuestos fendlicos totales

en cascaras de vid variedad Quebranta extraidas con EtOH 50 %.

7.4.3. Optimizacién de las condiciones de extraccion de compuestos fendlicos totales:

En el Anexo 4.7, se presenta la cuantificacion de los compuestos fenolicos totales empleando

la extraccion asistida por ultrasonido y aplicando el disefio factorial 2°.

El andlisis estadistico (ANOVA) (Tabla 29) muestra que los parametros de amplitud, ciclo
de trabajo y tiempo presentan un valor P menor que 0.05. Por lo tanto, presentan un efecto
significativo sobre la extraccién de compuestos fendlicos totales a un nivel de confianza del
95.0 %.

N
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Tabla 29. Analisis de varianza para compuestos fenolicos totales en la extraccion asistida

por ultrasonido.

Fuente Suma de Cuadrados Gl  Cuadrado Medio  Razén-F  Valor-P
A: Amplitud 6.46328 1 6.46328 213.44  0.0000
B: Ciclo de trabajo  51.7988 1 51.7988 1710.59 0.0000
C: Tiempo 39.0307 1 39.0307 1288.94 0.0000
AA 3.55979 1 3.55979 117.56  0.0000
AB 6.93347 1 6.93347 228.97  0.0000
AC 15.0052 1 15.0052 49553  0.0000
BB 1.63632 1 1.63632 54.04 0.0000
BC 6.6848 1 6.6848 220.76  0.0000
ccC 4.70368 1 4.70368 155.33  0.0000
Bloques 0.0934886 4 0.0233721 0.77 0.5477
Error total 1.84716 61  0.0302813

Total (corr.) 138.025 74

En la Tabla 30, se observa los coeficientes de la ecuacién del modelo ajustado
correspondiente a la superficie de respuesta obtenida para compuestos fendlicos totales,

presentando la siguiente ecuacion:

Compuestos fendlicos totales = 13.86 + 0.0430121*A - 7.43053*B - 0.178393*C - 0.00109779*A?
+0.0735987*A*B + 0.00866175*A*C + 1.86072*B? + 0.289067*B*C - 0.0201904*C?

Tabla 30. Coeficiente de regresion para compuestos fenolicos totales

Coeficiente Estimado
Constante 13.86
A: Amplitud 0.0430121
B: Ciclo de trabajo -7.43053
C: Tiempo -0.178393
AA -0.00109779
AB 0.0735987
AC 0.00866175
BB 1.86072
BC 0.289067
CcC -0.0201904
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Asimismo, la ecuacién de la superficie de respuesta presentd un coeficiente de determinacion
igual a 0.987, expresando que el modelo explica el 98.7 % de la variabilidad en la extraccion
de compuestos fendlicos totales.

Las condiciones Optimas en la evaluacion de los compuestos fendlicos totales empleando
extraccion asistida por ultrasonido en céscara de vid variedad Quebranta fueron: 90 % de
amplitud: 1.0 s de ciclo de trabajo y 15 minutos del parametro tiempo.

En la Figura 25, se puede observar que la concentracion de compuestos fendlicos totales se

incrementa al aumentar el % amplitud, ciclo de trabajo y el tiempo.

Superficie de Respuesta Estimada Superficie de Respuesta Estimada Superficie de Respuesta Estimada
a) CICLODE TRABAJO=10 b) P TIEMszls.O C) P AMPL\T\FD:QO‘O

compuestos fenélicos totales

compuestos fendlicos totales

12 06

] 0
50
8 w 5 TIEMPO & 0 % 0 0 0%1cL0DE TRABAJO

AMPLITUD

compuestos fenélicos totales

AMPLITUD CICLODE TRABAJO

Figura 25. Graficos de superficie de respuesta a) Amplitud y Tiempo & Compuestos
Fendlicos Totales, b) Amplitud y Ciclo de trabajo & Compuestos Fendlicos Totales, c)

Ciclo de trabajo y Tiempo & Compuestos Fenolicos Totales.

En la Figura 25 a), se observa que a medida que se incremento el % de amplitud, hubo un
ligero incremento del contenido de compuestos fendlicos. A su vez, cuando se incremento el
tiempo, se observOo un aumento mas notorio. También se observa que, cuando estas dos
variables aumentaron, se incrementd el contenido de fendlicos. De igual modo, se observa
en la Figura 25 b), que a medida que se incremento el % de amplitud, se observo un ligero
incremento de compuestos fendlicos; asimismo, cuando se incrementd el ciclo de trabajo, se

observo un aumento mas notorio de contenido de compuestos fendlicos. En la Figura 25 c)
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se observa que, a medida que se aumento el ciclo de trabajo y el tiempo hubo un incremento

en el contenido de compuestos fendlicos totales.

En la Figura 26, se puede observar y a su vez corroborar como afectan las tres variables al
proceso de extraccion, de las cuales el ciclo de trabajo y tiempo son las variables que afectan

mas notoriamente a dicho proceso de extraccion.

B:CICLO DE TRABAJO | I I I I ‘ | e
C:TEMPO | | | ="
AC | |
AB | | |
BC | | |
AAMPLITUD | | |
cc
AA
BB

0 10 20 30 40 50
Efecto estandarizado

Figura 26. Diagrama de Pareto estandarizada para compuestos fendlicos totales

7.5. Resultados del andlisis por cromatografia liquida:

El analisis de los extractos fue por HPLC en fase reversa, equipado con un auto inyector, un
detector fotodiodo y un software, usando una pre columna C18 y una columna C18 de 4,6

nm x 2,0 nm para la separacion de los compuestos fendlicos de bajo peso molecular a 35°C.

En la Tabla 31 se muestran la longitud de onda, los tiempos de retencion y la ecuacion de
calibracion de los respectivos estandares empleados en la cuantificacion de los compuestos

fenolicos de bajo peso molecular.
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Tabla 31. Determinacion de compuestos fendlicos de bajo peso molecular por HPLC.

Compuesto A (nm) tR (min.)  Ecuacién de la calibracion R
Epicatequina 280 35.3 y =16.832x - 15.22 0.9998
Acido gélico 280 5.6 y = 66.097x - 44.303 0.9998
Quercetina-3-p-glucésido 250 60.2 y = 25.898x - 54.828 0.9988
(+)-Catequina 280 22.3 y =23.823x - 525.34 0.9939
Resveratrol 280 75.5 y = 5.504.8x + 189.36 0.9849

En la Tabla 32, se observan los tiempos de retencion de seis compuestos fendlicos de bajo
peso molecular en la extraccion por método convencional y no convencional de las muestras
de céascara de vid. Se observa que la extraccion empleando ultrasonido presenté mayor
concentracion de compuestos como: epicatequina, acido galico, quercetina 3-B-glucosido y
catequina que la extraccién convencional. A su vez, se observa que en ambos métodos no

hay presencia de resveratrol.

Tabla 32. Resultados de la cuantificacion de compuestos fenolicos de bajo peso molecular.

Extraccion convencional Extraccion EAU (ug/g de
(Mg/g de muestra seca) muestra seca)
Compuesto A (nm) tR Fase Fase Fase Fase Fase Fase

(min.) etérea acetato acuosa  etérea acetato acuosa
Epicatequina 280 353 0.5329 0.2428 0.6979 1.5320 0.5862 0.7649
Acido galico 280 56 39474 1.2225 1.6525 4.0162 1.1590 0.8585
Quercetina-3- 250 60.2 8.5308 3.6794 1.6626 16.1665 3.4582 6.2624

B-glucésido
(+)-Catequina 280 22.3 13.037 ND ND 19.4407 11.5114 17.5373
Resveratrol 280 75.5 ND ND ND ND ND ND

tR: tiempo de retencidn, A: longitud de onda, ND: no identificado.

7.6. Recuperacion

Se determinaron los compuestos fenodlicos totales usando las metodologias de extraccion
convencional y extraccion asistida por ultrasonido empleando los pardmetros optimizados

para cada caso, en la Tabla 33 se muestran los resultados obtenidos.
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Tabla 33. Comparacion de los extractos aplicando método convencional y extraccion

asistida por ultrasonido en la determinacion de compuestos fendlicos totales.

Tratamientos Compuestos fenolicos totales *
(mg GAE/Q)

Extraccion S-L 17.7020+0.7010

Extraccion UAE 16.7937+0.4975

* Cada valor representa el promedio de 4 repeticiones = desviacion estandar.

S-L: extraccion convencional (sélido liquido) y UAE: extraccion asistida por ultrasonido.

De acuerdo a la prueba t de Student para muestras independientes (Tabla 34), se observa que
en la prueba de Levene el valor de P es mayor a 0.05, por lo cual los datos presentan
homogeneidad de varianza; asimismo se observa que no hay diferencias significativas en la
determinacion del contenido de compuestos fenolicos totales empleando tanto la extraccion

convencional y la extraccion asistida por ultrasonido a un nivel de confianza del 95 %.

Tabla 34. Tabla de t de student para la comparacion de los dos métodos de extraccion

Prueba de Levene Prueba t para la igualdad de medias
. . Dif. de Dif. de error
7 SitY U gl Sig. medias estandar
Se asumen
varianzas 1.38 0.285 2.11 6 0.079  0.90839 0.42980
Compuestos :
- iguales
fenolico totales NO se asumen
(mg GAE/G) \arianzas 211 54 0084 090839 042980
iguales

De acuerdo con el anélisis de la metodologia de superficie de respuesta, las condiciones
Optimas para extraccion convencional fueron: EtOH 47 %, 85 °C y 184 minutos; y para la
EAU fueron: 90% amplitud, 1.0 ciclo de trabajo y 15 minutos. Empleando dichas condiciones
el valor 6ptimo para la extraccién convencional y EAU en la determinacidén de compuestos
fenolicos totales fueron de 19.9144 mg GAE/g y 18.6117 mg GAE/g respectivamente. Sin
embargo, realizando los experimentos empleando para ambos casos las condiciones
optimizadas, la cantidad determinada de compuestos fendlicos totales fue de 17.7021 mg
GAE/gy 16.7937 mg GAE/g (Figura 27). Dichos valores reflejan una desviacion del 11.1 %

Tesis publicada con autorizacion del autor

No olvide citar esta tesis




y 9.8 % respectivamente con respecto al valor 6ptimo en cada caso. Sin embargo, pueden ser

considerados como punto de inicio para posteriores experimentos.

20,00
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10,00

5,00

Media Compuestos Fendlicos Totales (mg GAE/g)

Extraccién S-L Extraccion UAE
Muestras

Figura 27. Comparacién de los métodos en la recuperacion de los CFT.

7.7. Resultados de la sintesis y caracterizacion de las nanoparticulas metalicas:

7.7.1 Caracterizacion de los extractos obtenidos por método convencional y extraccion

asistida por ultrasonido
7.7.1.1 Espectros UV-visible del extracto filtrado y sin filtrar
En la Figura 28 se muestran los espectros UV-visibles de los extractos ricos en compuestos

fendlicos extraidos por método convencional (extracto A) y extraccion asistida por
ultrasonido (extracto B). También se presentan los espectros UV-visible de los extractos que

N
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fueron filtrados a través del carbédn activo granular, y la desorcion de los mismos que se

emplearon en la sintesis de las nanoparticulas de oro y plata.

Negro: solvente de extraccion
Rojo: muestra A 100

Azul: muestra B 100

Celeste: muestra A f

Lila: muestra B f

Verde: muestra A ¢

Rojo oscuro: muestra B ¢

B L A e L e S T A S B B EE T S LIS I S B e
20 30 40 50 60 0 80 90 1000 Waergth(m)

Figura 28. Espectros UV-visible de los extractos: filtrado y sin filtrar.

Muestra A 100: extracto 100 % obtenido por método convencional, muestra B 100: extracto 100 %
obtenido por método no convencional, muestra A f: extracto 100 % obtenido por método
convencional filtrado, muestra B f: extracto 100 % obtenido por método no convencional filtrado,
muestra A c: desorcion del extracto 100 % obtenido por método convencional, muestra B c:

desorcion del extracto 100 % obtenido por método no convencional.

7.7.1.2 Espectros FT-IR de los extractos filtrados y sin filtrar

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR) es una técnica analitica no
destructiva que proporciona informacion estructural sobre las caracteristicas moleculares de
una amplia gama de compuestos. El analisis por FT-IR se llevd a cabo para la identificacion
de las moléculas responsables de la reduccion y estabilizacion de las nanoparticulas metalicas
sintetizadas, empleando los extractos de la cascara de vid ricos en compuestos fendlicos
extraidos mediante un método convencional (extracto A) y extraccion asistida por
ultrasonido (extracto B). La Figura 29 muestra los espectros FT-IR de los extractos Ay B
también se presentan los espectros FT-IR de los extractos A 'y B que fueron filtrados a través
del carbon activo granular y la desorcion de los mismos que se emplearon en la sintesis de

las nanoparticulas de oro y plata.
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Figura 29. Espectros FT-IR: a) extracto A, b) extracto B, c) extracto A filtrado, d) extracto
B filtrado, e) desorcidn del extracto A, f) desorcion del extracto B.
*Extracto A: Extraccion mediante método convencional.

*Extracto B: Extraccion mediante extraccion asistida por ultrasonido.

En la Figura 29 se observa que las muestras presentan patrones de espectros similares. Se
identificaron varias bandas de absorcion incluyendo aquellas dentro de la region entre 800-
1750 cm™* que se clasifican como tramos de anillo aromatico C = CC (1580-1615 cm™, 1450
- 1510 cm™) mientras que bandas IR en la zona de 820 a 760 cm™ pueden atribuirse a las
vibraciones del anillo. Ademas, picos entre 670-900 cm™ se pueden atribuir a CH aromatico
fuera de plano (750-1000 cm™) y en plano de flexion (950-1225 cm™) (76). Las regiones IR
de importancia significativa para este estudio fueron de 1542 a 965 cm, usualmente
denominada regién de "huella dactilar" y varias bandas de IR, incluidas las correspondientes

a la vibracion de los enlaces CO, CC, CH y CN, se producen en esta region (77). Esta area
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proporciona informacién importante con respecto a compuestos organicos tales como
azucares, alcoholes y acidos orgénicos presentes en la muestra. Los distintos picos de
absorbancia ubicados en la longitud de onda 3307 cm™ es resultado de la absorbancia del
agua (78). Otras bandas de absorcion de interés implicaron aquellas a 1043 y 1085 cm ™,
que son indicativas de un grupo funcional alcoholico. La banda de absorcion de 1384 cm™
atribuye al OH en deformacion plana en polifenoles (79). La naturaleza ciclica del éter se
refleja por los picos situados a 1274 cm™, que se produjo por el estiramiento del enlace CO
aromatico. La vibracion de deformacion de los enlaces carbono-carbono en los grupos

fendlicos absorben en la region de 1500-1400 cm™ (76).

La naturaleza ciclica del éter se reflejo por los picos situados a 1274 cm™. La absorcion de
IR debido a la presencia de grupos funcionales de azucar esta dentro del intervalo de 1200 y
950 cmt, mas especificamente los picos observados a 1085, 1043 cm™. Picos a 1643 y 1454
cm® corresponden a las vibraciones simétricas y asimétricas de estiramiento para el ion
carboxilato (COO-) que indica la existencia de acido carboxilico, éster o grupos carbonilo
(78). Los picos situados en la region de 1450 a 1410 cm™ se originan a partir de la vibracion
de estiramiento simétrica de CO, y los de alrededor de 1500 cm™ se pueden asignar a

estiramiento CC en los anillos (76).

7.7.3 Caracterizacion de las nanoparticulas metélicas:

7.7.3.1 Espectroscopia UV-visible

La espectroscopia UV-visible es util para conocer las propiedades Gpticas, en particular para
analizar los espectros de la resonancia de plasmones superficiales de las nanoparticulas de

oro y plata en solucion.

Una vez sintetizadas las nanoparticulas de oro, se procedio a la caracterizacion de las mismas.
La Figura 30 muestra el espectro UV-visible de 4 muestras, sintetizadas tanto por el método
A como por el método B, empleando extractos al 100 % y al 50 %, donde se muestran la

longitud de onda méxima y la absorcion, siendo la absorcion méaxima 275 nm la que
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corresponde a la sintesis de AuNPs sintetizado por el método A, empleando extracto al

100 %. Sin embargo, no se observo longitud de onda maxima en las otras muestras.

La banda de plasmones de superficie se muestra en la Figura 30. Para las nanoparticulas de
oro aparece a 275 nm y no posee hombro, lo que indica menor dispersion. Sin embargo, para

las otras concentraciones no se observa

Rojo: AuNP a 100
2 Azul: AuNP a 50
Celeste: AuNP b 100
2’\\ Morado: AuNP b 50
\\\
3 15 A
1 —
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Figura 30. Espectro UV-visible de las nanoparticulas de oro.

AUNP a 100: sintesis de AuNP usando extracto al 100 % obtenido por método convencional.
AUNP a 50: sintesis de AuNP usando extracto al 50 % obtenido por método convencional.
AUNP b 100: sintesis de AuNP usando extracto al 100 % obtenido por método no convencional.

AUNP b 50: sintesis de AuNP usando extracto al 50 % obtenido por método no convencional.

Asimismo, una vez sintetizadas las nanoparticulas de plata, se procedi6 a la caracterizacion
de las mismas. La Figura 31 muestra el espectro UV-visible de 2 muestras, sintetizadas tanto
por el método A como por el método B, empleando extractos al 100 %, con absorcién maxima
de 215 nm.

N
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Figura 31. Espectro UV-visible de las nanoparticulas de plata.

AgNP a 100: sintesis de AgNP usando extracto al 100 % obtenido por método convencional.

AgNP b 100: sintesis de AgNP usando extracto al 100 % obtenido por método no convencional.

La distribucion de tamafio y la morfologia de las nanoparticulas obtenidas préacticamente
dependen de factores que pueden ser controlados como: concentracion, temperatura, pH,
poder reductor, etc. (59). La posicién del maximo de absorcién (215 nm) sugiere particulas
de gran tamafio (>30 nm) donde los efectos multipolares en el espectro de absorcion son
importantes. Adicionalmente, el plasmdn de superficie no es muy ancho cubriendo gran parte
del espectro UV-Visible. Esta caracteristica es compatible con una distribucion ancha de
tamafo de particulas. El origen de las caracteristicas Opticas observadas, se deben a

nanoparticulas de plata de diferentes formas y tamafios.

7.7.3.2 Microscopia electrénica de barrido:

La microcopia de barrido electrénico (SEM) permitié el conocer la morfologia de los
aglomerados de las nanoparticulas metélicas tanto de oro como de plata que fueron

sintetizadas utilizando extractos extraidos por método convencional (método A) y extraccion

asistida por ultrasonido (método B).

N
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En la Figura 32 se muestra las imagenes SEM de las nanoparticulas de oro sintetizadas tanto
por el método A y por el método B. No se observa claramente la morfologia debido a la
formacion de agregacion de las nanoparticulas.

HV det \mag O WD Q0 p: Vv e— LS O 1101}
30.00 kV. CBS| 1200 x |10.8 mm Muestra Oro a 100 30.00 kV|CBS| 1600 x [10.6 mm Muestra Oro b 100

a) Imagen SEM, extraccion convencional | b) Imagen SEM, extraccion asistida por

(método A) ultrasonido (método B)

Figura 32 .Imagen SEM de las nanoparticulas de oro sintetizadas.

De igual modo, en la Figura 33 se muestra las imagenes SEM de las nanoparticulas de plata
sintetizadas tanto por el método A y por el método B. Se evidencia que las nanoparticulas se

encuentran en gran medida agregadas.
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Figura 33. Imagen SEM de las nanoparticulas de plata sintetizadas.

7.7.3.2.1 Analisis elemental

El anélisis elemental de las nanoparticulas sintetizadas se llevo a cabo mediante EDX, siendo
este el detector del microscopio de barrido electrénico (SEM), para lo cual en cada muestra
se selecciond un punto correspondiente a nanoparticulas individuales o aglomerados, segln

sea el caso.

En la Tabla 35, se muestra el andlisis elemental de nanoparticulas de oro sintetizadas
mediante el método A. Se comprobd la presencia de oro como componente mayoritario,
siendo el 56.05 + 5.54 %. Asimismo, se observd presencia de algunos componentes
minoritarios como sodio, potasio y hierro. Se presume que posiblemente la muestra se haya
contaminado en el proceso de purificacion, debido a la complejidad de la separacion de las

nanoparticulas de oro de la materia organica obtenidas como productos de la sintesis.
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Tabla 35. Analisis elemental de las nanoparticulas de oro — método A

Element Weight %  Atomic % Net Int. Error %
OK 41.83 88.13 240.6 9.87
NaK 1.08 1.58 8.92 54.54
KK 0.25 0.22 6.07 63.47
FeK 0.79 0.47 17.72 34.15
AuL 56.05 9.599.59 311.73 5.54

La Figura 34 muestra el andlisis elemental de las nanoparticulas de oro sintetizadas mediante
el método A, donde el espectro indica la presencia de oro como componente mayoritario,

segun los valores reportados en la Tabla 35.
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Figura 34. Espectro EDX de las nanoparticulas de oro sintetizadas por el método A.

Asimismo, la Tabla 36 muestra el analisis elemental de nanoparticulas de oro sintetizadas
mediante el método B, de igual modo se evidencia la presencia de oro como componente
mayoritario, siendo el porcentaje igual a 56.62 + 4.12 %. También se observa la presencia
de componentes minoritarios como sodio, potasio y azufre. Se presume que dichos
componentes minoritarios podran provenir de residuos. Tal es el caso del azufre que proviene

del &cido sulfdrico empleado en la calcinacion.
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Tabla 36. Andlisis elemental de las nanoparticulas de oro — método B.

Element Weight %  Atomic % Net Int. Error %
OK 22.22 56.12 131.03 10.76
NaK 12.05 21.19 152.05 10.42
SK 7.36 9.28 208.99 9.03
KK 1.74 1.8 49.64 16.27
AuL 56.62 11.62 400.59 4.12

La Figura 35 muestra el andlisis elemental de las nanoparticulas de oro sintetizadas mediante

el método B, donde el espectro muestra la presencia de oro como componente mayoritario.

ZIUK

261K

232K

203K

1.74K

145K

1.16K

0.87K

0.58K

0.29K

0.00K
00 15 30 45 6.0 75 9.0 105 120 135

leae: 5000 Cnte 00NN kel Dat: Octane Pra Nat

Figura 35. Espectro EDX de las nanoparticulas de oro sintetizadas por el método B.

La Tabla 37 se muestra el analisis elemental de nanoparticulas de plata sintetizadas mediante
el método A, donde se confirma la presencia de plata como componente mayoritario con un
65.63 + 2.71 %. Asimismo se observa presencia de algunos componentes minoritarios como

magnesio, potasio, azufre y hierro, dichos componentes posiblemente provengan del proceso
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de purificacion debido a la complejidad de la separacion de las nanoparticulas de plata de la

materia organica obtenidos como productos en dicha sintesis.

Tabla 37. Anélisis elemental de las nanoparticulas de plata — método A.

Element Weight %  Atomic % Net Int. Error %
OK 27.52 67.9 25.8 15.05
MgK 0 0 0 8.69
PK 0 0 0 5.49
SK 6.19 7.62 91.03 10.5
AgL 65.63 24.01 515.39 2.71
FeK 0.66 0.47 5.22 58.7

La Figura 36 muestra el andlisis elemental de las nanoparticulas de plata sintetizadas
mediante el método A, donde el espectro constata la presencia de plata como componente
mayoritario, segun los valores reportados en la Tabla 37.
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Figura 36. Espectro EDX de las nanoparticulas de plata sintetizada por el método A.
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La Tabla 38 muestra el andlisis elemental de nanoparticulas de plata sintetizadas mediante

el método B, donde se corrobora la presencia de plata como componente mayoritario con un
Asimismo se visualiza la presencia de componentes

porcentaje de 96.95 + 1.99 %.
minoritarios como azufre y hierro. Dichos componentes son residuos provenientes del

proceso de purificacion de las nanoparticulas.

Tabla 38. Anélisis elemental de las nanoparticulas de plata — método B.
Error %

Element Weight %  Atomic % Net Int.
SK 2 6.35 42.1 16.16
AgL 96.95 91.72 1171.61 1.99

1.93 12.17 58.42

FeK 1.05

La Figura 37 muestra el andlisis elemental de las nanoparticulas de plata sintetizadas
mediante el método B, donde el espectro indica la presencia de plata como componente

mayoritario.
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Figura 37. Espectro EDX de las nanoparticulas de plata sintetizadas por el método B.
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8. DISCUSION

8.1. Influencia de los lipidos:

De los resultados del analisis de la influencia de lipidos en la determinacion de compuestos
fenolico totales, se puede afirmar que los lipidos presentes en las cascaras de vid no
constituyen interferencia en la determinacion de dichos compuestos. Estos resultados
concuerdan con estudios realizados por Paladino (26). En tal sentido se justifica la omision
del solvente organico éter de petréleo durante el procesamiento de la muestra. Con ello se
favorece la tendencia hacia un proceso eco-amigable, atendiendo al quinto principio de la

Quimica Verde que refiere a la disminucion del uso de solventes toxicos.

8.2. Extracciéon convencional:

8.2.1 Seleccion del solvente:

El efecto de la concentracion de etanol en la extraccion de compuestos fenodlicos totales fue
significativo. La concentracion de dichos compuestos se maximizé cuando se uso el sistema
etanol 50%, mostrando una ligera disminucién con incrementos adicionales de etanol. Cabe
precisar que el etanol es un disolvente de menor polaridad que el agua. La polaridad del
sistema se incrementara con la adicion de agua al etanol (80). Asimismo, la combinacion del
etanol con agua contribuye a la creacion de un medio que asegura eficacia en la extraccion

de los compuestos fenolicos (81).

Nuestros resultados concuerdan con los estudios de Thoo et al. (8), donde evaluaron los
efectos de la concentracidn de etanol. Ellos reportaron que el sistema etanol 40 % presento
un mejor rendimiento en la evaluacion de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante.
De igual modo, un efecto similar fue reportado en el estudio de Wang et al. (82) y Zhang et
al. (80); ellos establecieron que un sistema de disolvente binario es superior al de un sistema
mono-disolvente si se emplea agua o etanol puro en la extraccion de compuestos fenolicos.

Sin embargo, en el estudio Paladino (26) reportaron que el agua a 90°C presentd mayor
concentracion de polifenoles comparados con metanol 70 % a 30 °C, acetona 75 % a 30 °C
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y etanol 20 % a 30 °C en muestras de semillas de uva; observando que las polaridades de los
compuestos fendlicos extraidos variaban significativamente, siendo dificil el desarrollo de
un método Unico para la extraccion 6ptima de todos los compuestos fendlicos. Por lo tanto,
la seleccion de parametros y la optimizacion del procedimiento de extraccion son esenciales

para un ensayo preciso de compuestos fendlicos de diferentes matrices de alimentos

8.2.2 Seleccion de la temperatura de extraccion:

Los resultados experimentales mostraron que un incremento de temperatura favorece la
extraccion de compuestos fendlicos, puesto que incrementa la solubilidad del soluto y del
mismo modo el coeficiente de difusién (83).

Paladino (26) considera que la temperatura presenta un efecto significativo sobre la
extraccion de compuestos fenodlicos. Precisa que el calentamiento tiene la capacidad de
mejorar la penetracion del solvente hacia los tejidos vegetales, lo cual favoreceria la

liberacion de los compuestos fenolicos.

8.2.3 Seleccidn del tiempo de extraccion:

Es importante seleccionar el tiempo de tratamiento en la extraccion de compuestos fenolicos

debido a que estos podrian degradarse (40).

En el andlisis de la cinética de extraccion a 80 °C, se pudo comprobar que existe un
incremento gradual del contenido de compuestos fenolicos totales cuando se incrementa el
tiempo de extraccion, pero después de los 180 minutos, los posteriores incrementos de la
concentracion fendlica ya no son significativos. En consecuencia dichos resultados justifican

la reduccion del tiempo de tratamiento de 300 minutos a 180 minutos.

Del mismo modo Thoo et al. (8) reportaron que el tiempo de extraccion tuvo un efecto
significativo en la determinacion de compuestos fendlicos y actividad antioxidante. Por su

lado Paladino (7) menciona que debido a los diferentes grados de polimerizacion fenolica,
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asi como la solubilidad de los compuestos fendlicos y la interaccion de estos con otros
componentes de la matriz. Se debe considerar un tiempo necesario para alcanzar el equilibrio
entre el soluto y el solvente. Sin embargo, Thoo et al. (8) reportan que un exceso de tiempo

de extraccion reduce el rendimiento de compuestos fenolicos.

De la evaluacion de la cinética de extraccion, se selecciono el tiempo 6ptimo de tratamiento
en la extraccion de compuestos fenolicos totales. A su vez dicho estudio ayudo a elucidar los

fendmenos involucrados, mejorando asi el sistema de extraccion con mayor rendimiento.

Sobre la base de los datos experimentales y la prediccion del modelo cuadratico, el tiempo
de contacto para alcanzar el equilibrio se fij6 en 180 minutos, ya que a partir de dicho tiempo,
los incrementos que se producen en la concentracion de compuestos fendlicos totales no son

significativos.

8.2.4 Optimizacion de las condiciones de extraccion convencional:

La metodologia de superficie de respuesta (MSR) representa una técnica de optimizacion con
la finalidad de hacer eficientes los tratamientos de un proceso. Como resultado permite
reducir gastos de energia, reduccion de costos en tiempo, reduccién del uso de solventes y
entre otros, por lo que actualmente es aplicada ampliamente como alternativa en los procesos

de extraccion.

Para optimizar las condiciones de extraccion de los compuestos fendlicos totales empleando
la extraccion convencional solido liquido, se construye un disefio factorial de 22 a través de

Box-Behnken. Este modelo ha sido empleado satisfactoriamente por otros investigadores

En base a los datos obtenidos, el efecto cuadratico de los factores % solvente, tiempo y

temperatura en la determinacion de compuestos fenélicos totales es significativo.

La finalidad del modelo de la ecuacion es reproducir el comportamiento de las variables

independientes con respecto a la variable dependiente. En este caso el modelo expresa el
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91.7 % de la variabilidad en la extraccion de compuestos fendlicos totales, dicho resultado
se encuentra por encima del 70 %, valor sugerido como minimo para procesos de

optimizacion (84).

Esto significa que el modelo representa adecuadamente el proceso, alcanzando una
recuperacion méxima de compuestos fendlicos totales del 91.7 % bajo las condiciones
analizadas empleando solvente binario EtOH 47 %, tiempo de extraccion 180 minutos con

una temperatura de tratamiento de 85 °C.

8.3 Extraccién asistida por ultrasonido:

La técnica de extraccion asistida por ultrasonido (EAU) es simple y de bajo costo de
equipamiento. Se basa en el uso de energia derivada del ultrasonido (ondas sonoras con
frecuencias superiores a 20 kHz) para facilitar la extraccion de los analitos de la muestra
solida por el disolvente, que se selecciona en funcidn de la naturaleza de los solutos a extraer.
Esta técnica se ha utilizado para extraer varios compuestos organicos de diferentes matrices,

incluidos los compuestos fendlicos en uva.

8.3.1 Seleccion de la amplitud:

La energia proporcionada por el ultrasonido es necesaria para obtener compuestos de una
determinada matriz. Sin embargo, esta energia también puede acelerar el proceso de
degradacidn de los compuestos fendlicos. Se ha encontrado que durante la extraccion asistida
por ultrasonido (durante 30 minutos) se puede producir una degradacion hasta el 75 % (55)
y todas las reacciones se promueven cuando se utilizan altas amplitudes, incluyendo la
formacion de radicales libres (85). En estos casos, los compuestos fendlicos pueden sufrir

reacciones de oxidacion.

A partir de los resultados obtenidos se observa que hay un incremento significativo en la
cantidad de compuestos fenodlicos totales al emplear una amplitud del 50 %. A partir de este

porcentaje de amplitud se observa un incremento no significativo en la cantidad total de
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compuestos fendlicos extraidos. La amplitud al 50 % logra obtener un mayor porcentaje de

recuperacion en la extraccion de compuestos fenolicos totales.

Del mismo modo, Carrera et al. (55) estudiaron la extraccién de compuestos fendlicos totales,
taninos condensados y antocianinas mediante extraccion asistida por ultrasonido. Evaluaron
tanto para diferentes amplitudes como para ciclos de trabajo a diferentes tiempos a partir de
los valores mas bajos permitidos por el sistema. Llegaron a la conclusion que cuanto mayor
es la amplitud, mayor es la recuperacion. En la mayoria de los casos no hubo diferencias
significativas entre el 100 % de amplitud y el 50% de amplitud. Se encontré el mismo efecto
para el ciclo de trabajo. Sin embargo, las recuperaciones encontradas usando 100 % de
amplitud y ciclo de trabajo fueron siempre significativas.

8.3.2 Seleccion del tiempo de extraccion:

A partir de los resultados obtenidos se observa que hay un incremento significativo en la
cantidad de compuestos fenolicos totales hasta el minuto 10 de extraccion. A partir de este
tiempo se observa un pequefio incremento en la cantidad total de compuestos fendlicos
extraidos, aunque dicha disminucion no es estadisticamente significativa. Por tanto, se
obtiene que 10 minutos de extraccién es el tiempo que logra obtener mayor porcentaje de

recuperacion en la extraccién de compuestos fendlicos totales.

Ello coincide con las observaciones de Ghafoor et al. (86), quienes indicaron que el efecto
ejercido por el tiempo de extraccion es el mas significativo en la EAU de fendlicos y en la

capacidad antioxidante de los extractos de piel y pepitas de uva.

8.3.3 Optimizacion de las condiciones de extraccion de compuestos fenolicos totales
por EAU:

La finalidad del modelo es reproducir el comportamiento de las variables independientes

con respecto a la variable dependiente (concentracion de compuestos fendlicos totales).
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Para optimizar las condiciones de extraccion de los compuestos fendlicos totales empleando
la extraccion asistida por ultrasonido, se construye un disefio factorial de 23 a través de Box-
Behnken, este modelo ha sido empleado satisfactoriamente por otros investigadores como
Carrera el at. (55) y Ghafoor et al. (86).

En funcion de los datos obtenidos, el efecto cuadratico de los factores amplitud, ciclo de
trabajo y tiempo en la determinacion de compuestos fendlicos totales tienen efecto

significativo en el proceso de extraccion de dichos compuestos.

En general, se observa una clara tendencia en los valores del contenido total de compuestos
fendlicos para las combinaciones de las variables estudiadas como se observa en la figura 25
se evidencio que conforme aumenta el tiempo, la amplitud y el ciclo de trabajo, la cantidad
total de compuestos fendlicos aumentan gradualmente. Con los resultados obtenidos, se
presume que los valores de los compuestos fendlicos totales tiende a incrementarse con la
amplitud y el tiempo de extraccion. Del mismo modo Carrera et al. (55) determinaron que la
amplitud, ciclo de trabajo y tiempo de extraccion son parametros que necesitan ser

controlados para obtener un mejor rendimiento del contenido fendlicos en muestras de uva.

La finalidad del modelo de la ecuacion es reproducir el comportamiento de las variables
independientes con respecto a la variable dependiente. En este caso el modelo expresa el
98.7 % de la variabilidad en la extraccién de compuestos fenolicos totales. Dicho resultado
se encuentra por encima del 70 %, valor sugerido como minimo para procesos de
optimizacion (84). Esto significa que el modelo representa adecuadamente el proceso,
alcanzando una recuperacion maxima de compuestos fendlicos totales del 90.23 % bajo las
condiciones analizadas empleando amplitud 90 %, ciclo de trabajo 1.0 s y tiempo 15 minutos.
En nuestro trabajo, se obtuvieron valores muy cercanos a las condiciones optimizadas por
Ghafoor et al. (86). Asimismo se obtuvo como valor maximo 18.61 mgGAE/g en cascara de
la variedad Quebranta, siendo este valor mucho mayor al obtenido en el estudio de Ghafoor
et al. (86). Una posible explicacidn podria ser que la intensidad o potencia del ultrasonido

haya sido menor que la usada en el nuestro trabajo.
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8.4 Anadlisis por cromatografia liquida:

El andlisis del perfil de compuestos fendlicos de los extractos obtenidos por método
convencional y extraccion asistida por ultrasonido se llevo a cabo mediante un analisis de
HPLC-RP-DAD, con la finalidad de determinar la composicion fendlica individual de cada

uno de ellos.

En cuanto al extracto obtenido extraccion asistida por ultrasonido, el grupo fendlico principal
fue el de los flavanoles, destacando la catequina como componente mayoritario. El segundo
grupo fue el de los flavonoles, donde resalta la quercetina-3-Oglucosido coincidiendo con
Nieto (87). No se identifico al resveratrol. El perfil fendlico general de los tres extractos
obtenidos a partir del método convencional y extraccion asistida por ultrasonido de cascara
de vid, resulto similar. Sin embargo, la extraccion asistida presenté mayores concentraciones

de dichos compuestos.

Coincidiendo con Figueredo-Gonzales (88), el derivado glucosilado de la quercetina fue uno

de los flavonoles mayoritarios.

8.5 Sintesis y caracterizacion de las nanoparticulas de metélicas

8.5.1 Extractos obtenidos de la optimizacion de la extraccion convencional y extraccion

asistida por ultrasonido.

8.5.1.1 Espectros UV-visible de las soluciones del extracto filtrado y sin filtrar

Se evidencio que los extractos sin filtrar obtenidos por diferentes métodos son agentes
reductores en la sintesis de nanoparticulas de oro y de plata, debido a que estos extractos
presentan una banda de absorcion en la region ultravioleta alrededor de 280 nm que
corresponde a la transicién electronica n =11 del grupo C=C. A su vez, los anillos bencénicos
presentan un pico maximo en dicha longitud de onda, lo que puede considerarse como un

indice valido del conjunto de los polifenoles totales. Sin embargo, no se evidencio la sintesis
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de nanoparticulas tanto de oro ni de plata con los extractos filtrados, a pesar que se observa
en el espectro UV-visible presencia de polifenoles. Dichos extractos no fueron lo
suficientemente buenos en la reduccion de los iones metalicos. Es muy probable que los
compuestos fenolicos responsables de la reduccion quedaran adheridos a la superficie del
carbono activo granular que se empled en el proceso de purificacion de los extractos en
estudio. Asimismo se confirmo que la presencia de compuestos fendlicos juega un papel
importante durante el proceso de reduccion de los iones metalicos en la sintesis de
nanoparticulas, ya que estos muestran una afinidad hacia la superficie de las nanoparticulas,
por lo cual pueden ser estabilizados a través de interacciones electrostaticas con estos grupos
(63).

8.5.1.2 Espectro FT-IR del extracto filtrado y sin filtrar

Los resultados obtenidos del FT-IR mostraron grupos funcionales correspondientes a los
principales componentes del extracto, en su mayoria se evidencia presencia de grupos

fenolicos, acidos fenolicos y flavonoles.

La presencia de compuestos fendlicos se puede evidenciar en la zona de huella dactilar, como
la banda en 1384 cm™ que es caracteristica de la deformacion en el plano del enlace O-H de
compuestos fenolicos, y la banda en 1274 cm™ que es caracteristica de los flavonoles.
Ademas la presencia de esta familia de compuestos esta indicada por bandas caracteristicas
para el acido galico a 669, 763, 1025, 1100 y 1654 cm™ y el 4cido tanico a 669, 860, 1172,
1511 y 1627 cm™ (89,90). Huang et al. (91), evidenciaron que los grupos hidroxilo y acido
carboxilico presentes en el extracto de cilantro desempefiaron un papel esencial en la reduccion
de los iones de plata y también controlaron el tamafio y la estabilidad de las nanoparticulas
formadas. Aunque hasta la fecha se requiere un estudio mas detallado para establecer el

mecanismo de formacion y estabilizacion de las nanoparticulas de plata.

= < ' . X
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8.5.2 Caracterizacion de nanoparticulas de oro y plata

8.5.2.1 Caracterizacion UV-visible de nanoparticulas de oro y plata

Los espectros UV-visible obtenidos (Figura 30 y 31), muestra que los valores medios de las
absorbancias maximas obtenidos para la sintesis de nanoparticulas de oro — método B y
nanoparticulas de plata método A y B se encuentran dentro del rango 240 — 300 nm y 205 —
240 nm respectivamente. En la Figura 30 de la sintesis de nanoparticulas de oro, no hubo
presencia de otros picos de absorbancia maxima en la sintesis usando los extractos al 50%

tanto para el método A como para el método B.

Morales et al. (92) observaron en los espectros UV-visible, longitudes de onda para
nanoparticulas de plata en el rango de 400 a 450 nm, lo cual fue atribuido a la formacién del
pico de resonancia del plasmon superficial de las nanoparticulas, indicando asi la formacion
de estas. En nuestro caso el desplazamiento de la banda de absorcién hacia el UV puede

deberse a multiples factores, siendo el principal el tamafio promedio de las nanoparticulas.

La sintesis involucra la reduccion de los iones metélicos usando el extracto que es rico en
compuestos fendlicos. La reaccion ocurre en una sola etapa, siendo el extracto uno de los
componentes claves en el proceso de sintesis, debido a que la morfologia de las

nanoparticulas depende de la relacion del extracto/ion metalico.

Existen diferentes pardmetros que pueden ser ajustados para controlar el tamafio, forma,
composicion, cristalinidad y estructura de las nanoparticulas metalicas. A pesar de la gran
versatilidad del método, la sintesis quimica de AgNPs y AuNPs usando extractos de cascara

de uva, ain no ha sido completamente estudiada (63).

Se ha demostrado que el papel de los extractos de céascara de uva ricos en compuestos
fenolicos en las sintesis acuosas de las nanoparticulas, tiene una doble funcion como agente
reductor y estabilizador (93-95). Sin embargo, no existe informacién clara del mecanismo

de reduccion.
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8.5.2.1 Caracterizacién SEM de nanoparticulas de oro y plata

La morfologia superficial, el tamafio y la forma de las nanoparticulas metalicas se analizaron
mediante microscopio electronico de barrido. Las Figuras 32 y 33 muestran la imagen SEM
de nanoparticulas de oro y de plata sintetizadas a partir de extractos obtenidos por método

convencional y extraccion asistida por ultrasonido. Las imégenes de SEM muestran
nanoparticulas de oro y de plata predominantemente en forma de conglomerados. Se aprecia

agregados sin morfologia definida.
Del estudio de analisis elemental, se confirmé la formacién de nanoparticulas de oro como
la

y 56.62 + 4.12 %

de plata. Los picos EDS correspondientes al elemento oro cero valente, mostraron
presencia de oro como elemento mayoritario obtenido de la sintesis empleando tanto el

método A como el método B equivalente a 56.05 + 5.54 %
respectivamente. Asimismo los picos EDS correspondientes al elemento plata cerovalente,

mostraron la presencia de plata como elemento mayoritario obtenido de la sintesis empleando

tanto el método A como el método B equivalente a 65.63 + 2.71 % y 96.95 + 1.99 %,
respectivamente. Por lo tanto, la sintesis de plata empleando el método B fue la que dio
mejores resultados. Cabe mencionar que las nanoparticulas son altamente reactivas debido a

su alta relacion superficie a volumen.
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9. CONCLUSIONES

= En la evaluacion de las variables solvente, tiempo y temperatura en el proceso de
extraccion convencional, se determind las condiciones en donde se obtuvo mayor
rendimiento en la extraccion de compuestos fenolicos totales a partir de cascara de
uva. Estas condiciones fueron solvente binario EtOH 50 % (v/v), tiempo de 180
minutos y temperatura de 80 °C.

= Se logro optimizar las condiciones de sistema de solvente, tiempo y temperatura de
tratamiento mediante la aplicacion de la metodologia de superficie de respuesta a
través del disefio Box-Behnken. Las condiciones optimizadas fueron solvente EtOH
47 % (v/v), tiempo de 184 minutos y temperatura de 85 °C en la determinacién del

contenido de compuestos fenolicos totales empleando la extraccién convencional.

» En laevaluacion de las condiciones de % de amplitud y tiempo de irradiacion en el
proceso mediante el uso de la extraccion asistida por ultrasonido, se determind las
condiciones en donde se obtuvo mayor rendimiento en la extraccion de los
compuestos fendlicos totales para la extraccion de compuestos fendlicos en cascara
de uva. Estas condiciones fueron amplitud de 50 % y tiempo de irradiacion de 10

minutos.

= Se logré optimizar las condiciones de % de amplitud, ciclo de trabajo y tiempo de
irradiacion mediante el uso de la metodologia de superficie de respuesta través del
disefio Box-Behnken. Las condiciones optimizadas fueron amplitud de 90 %, ciclo
de trabajo de 1.0 s y tiempo de irradiacion de 15 minutos en la determinacién del
contenido de compuestos fendlicos totales empleando la extraccion asistida por

ultrasonido.

= Respecto al perfil cromatografico de los compuestos fendlicos de bajo peso molecular
de los extractos obtenidos con los parametros optimizados de los dos métodos de

extraccion, se observo que la catequina y quercetina-3-B-glucosido fueron las que
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presentaron mayores concentraciones tanto en la extraccion convencional como en la
extraccion asistida por ultrasonido; siendo esta Ultima la que presentd mayor
concentracion. Sin embargo, para una mejor evaluacion del perfil cromatogréfico se
necesita analizar el analisis empleando otro tipo de detector como espectrometria de

masas.

= Se logré obtener un alto porcentaje de recuperacion de los compuestos fenolicos
totales tanto del método de extraccion convencional como con el de extraccion
asistida por ultrasonido, empleando en ambos casos las condiciones optimizadas. Los
resultados obtenidos fueron representativos con un 90.2 % para la extraccion
convencional y 88.9 % para la extraccion asistida por ultrasonido.

= Fue posible sintetizar nanoparticulas de oro y de plata a partir de los extractos
obtenidos mediante la extraccion convencional y extraccion asistida por ultrasonido,
usando las condiciones optimizadas en ambos casos. Los extractos obtenidos
mediante la extraccion asistida por ultrasonido mostraron mejores resultados en la
sintesis de nanoparticulas de plata y de oro. Las mediciones por UV-visible de las
nanoparticulas obtenidas presentaron intensas bandas de absorcion caracteristica del
plasmén de resonancia de las nanoparticulas de plata. Sin embargo, para las
nanoparticulas de oro solamente se presentd una ligera banda de absorcion
empleando los extractos al 100 %. Los estudios por SEM y el analisis elemental han
mostrado la formacion de las nanoparticulas tanto de oro como de plata, siendo esta
ultima la que dio mejores resultados. Las respuestas de las nanoparticulas ha sido
diferente para cada proceso de extraccién debido a la diferente composicion quimica

de cada uno de los extractos.

= Se puede afirmar que se lograron los objetivos planteados para el aprovechamiento
del residuo proveniente del proceso de vinificacion, los cuales, por la presencia de
compuestos fendlicos pueden tener una diversidad de aplicaciones. En este estudio se

ha obtenido evidencias para una posible obtencion de nanoparticulas metalicas.
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10. RECOMENDACIONES

Las siguientes son recomendaciones para futuras investigaciones siguiendo la linea del

proyecto.

= Para una mejor caracterizacion de los compuestos fendlicos en el extracto, se sugiere
evaluar el perfil cromatografico usando distintos tipos de detectores como IT-MS,
ESI-TOF-MS, QTOF-MS, que faciliten la identificacion de los compuestos presentes

en los extractos evaluados.

= Desarrollar un disefio experimental para evaluar la influencia de los parametros que
controlan la forma y el tamafio de las nanoparticulas (oro, plata y otros). Asimismo
evaluar la estabilidad de las mismas y su caracterizacion y estudiar sus posibles
aplicaciones incluyendo aplicaciones biomédicas, quimicas, fotoquimicas y

fotovoltaicas.

= En busqueda de nuevas alternativas que conduzcan a la sostenibilidad ambiental, se
sugiere estudiar la sintesis de las nanoparticulas metélicas empleando los principios
de la quimica verde mediante el uso de alguna métrica que se ajuste al proceso de

sintesis.
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12. ANEXOS

Anexo 1. Curva de calibracion de la metodologia Folin Ciocalteu en la determinacion de
compuestos fendlicos totales.

Anexo 1.1 Estadistico descriptivo de los datos en la curva de calibracion.

Desviacion
Media estandar M
DO 765 nm 1,026237 6724529 24
acido galico mgiL 120,300 69,7823 24

Anexo 1.2 Correlaciones de los datos en la curva de calibracion.

acido galico
DO 7ES nm mall
Correlacidn de Pearson DO 765 nm 1,000 aag
acido galico malL o9g 1,000
Sig. (unilateral) DO 765 nm . 000
acido galico mglL .oon .
] DO 765 nm 24 24
acido galico mglL 24 24

Anexo 1.3 Cuadro resumen del modelo de regresion lineal.

Error Estadisticos de cambio
R cuadrado estandarde | CambioenR 8ig. Cambio
Modelo R R cuadrado ajustado la estimacidn cuadrado CambioenF gt g2 enfF
1 aag® 986 945 0458831 996 4918,211 1 22 oo

a. Predictores: (Constante), acido galico mall

Anexo 1.4. Coeficientes del modelo de regresion lineal.

Coeficientes®
Coeficientes
Coeficientes no estandarizad 95.0% intervalo de confianza
estandarizados 0s para B
Error Limite
Madzlo B estandar Beta t Sin. Limite inferior superior
1 (Constante) -130 019 -6,877 oo -170 -,091
acido galico mgiL 010 oo 598 70,130 ooo ooa 010

a.Variable dependiente: DO 765 nm
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Anexo 2. Interferencia de lipidos en la determinacion de compuestos fendlicos totales.

Anexo 2.1 Estadistico descriptivo de los datos en la curva de calibracion.

compuestos fendlico totales mg GAE/g de muestra

95% del intervalo de confianza
para la media
Desviacion Errar Limite
M Media estandar estandar Lirnite inferior superior Minimo | Maximo
muestra desgrasado 4 | 11648337 616810903 3090952 10664658 12632016 | 11,0218 | 12,2762
mugstra sin desgrasar 4 | 12548908 9071249 2953565 11608052 13488864 | 11,8346 | 132696
Total 8 | 12,098623 T3R27RG 2610200 11 481408 12716837 | 11,0218 | 13 2696

Anexo 3. Extraccion convencional (so6lido liquido).

Anexo 3.1 Seleccion del solvente: Resumen estadistico de la concentracién (mg GAE/g de

muestra seca).

SOLVENTE [Recuento [Promedio |Desviacion Estandar Coeficiente de Variacién |[Minimo |Maximo
EtOH 0% 4 5.49998 0.12121 2.20382% 5.4069 5.674

EtOH 10% 4 7.27633 0.048232 0.662861% 7.20438 |7.30463
EtOH 20% 4 9.58042 0.21693 2.26431% 9.41745 [9.88052
EtOH 30% 4 11.1663 0.2575 2.30605% 11.0208 |11.5519
EtOH 40% 4 11.0034 0.53097 4.82551% 10.4305 (11.7158
EtOH 50% 4 12.5654 0.617878 4.91729% 11.8346 [13.3357
EtOH 60% 4 12.0368 0.245226 2.0373% 11.7443 |12.3385
EtOH 70% 4 10.439 0.342555 3.28149% 10.1167 |10.8878
EtOH 80% 4 9.34108 0.268835 2.87799% 9.13366 [9.73412
Total 36 9.87874 2.19659 22.2356% 5.4069 13.3357

Anexo 3.2 Seleccidn del solvente: Prueba de diferencias minimas significativas de Fisher
(LSD) para Concentracion (mg GAE/g) por solvente.

Método: 95.0 porcentaje LSD

SOLVENTE |Casos |Media Grupos Homogéneos
EtOH 0% 4 549998 |X

EtOH 10% 4 7.27633 X

EtOH 80% 4 9.34108 X

EtOH 20% 4 9.58042 X

EtOH 70% 4 10.439 X

EtOH 40% 4 11.0034 X

EtOH 30% 4 11.1663 X

EtOH 60% 4 12.0368 X

EtOH 50% 4 12.5654 X
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Anexo 3.3 Seleccidn de temperatura: Resumen estadistico de la concentracion (mg GAE/g

de muestra seca).

TEMPERATURA Recuento  |Promedio |Desviacion Estandar Coeficiente de Variacién [Minimo
30 4 10.9427 1.68431 15.392% 9.44567
40 4 10.7835 0.836642 7.75855% 10.1831
50 4 11.9867 0.322262 2.6885% 11.5047
60 4 13.4635 0.353633 2.6266% 13.1351
70 4 16.2804 0.482263 2.96223% 15.8596
80 4 18.2567 0.0266605 0.146032% 18.2318
90 4 19.7694 1.89364 9.57869% 18.1158
Total 28 14.4976 3.54014 24.4189% 9.44567

Anexo 3.4 Seleccion de temperatura: Prueba de diferencias minimas significativas de

Fisher (LSD) para Concentracion (mg GAE/g) por temperatura.

Método: 95.0 porcentaje LSD

Anexo 3.5 Seleccion de tiempo: Resumen estadistico de la concentracién (mg GAE/g de

TEMPERATURA Casos |Media Grupos Homogéneos
40 4 10.7835 (X

30 4 10.9427 (X

50 4 11.9867 |XX

60 4 13.4635 X

70 4 16.2804 X

80 4 18.2567

90 4 19.7694

muestra seca).

TIEMPO minutos Recuento  [Promedio |Desviacién Estandar Coeficiente de Variacion  [Minimo
5 4 5.85232 0.117696 2.0111% 5.7443
10 4 7.87688 0.31039 3.94052% 7.6075
15 4 8.6457 0.962298 11.1304% 7.7353
20 4 9.36555 0.0294784 0.314754% 9.3294
40 4 11.4696 0.391799 3.41597% 11.129
60 4 11.4122 0.864368 7.57407% 10.6537
80 4 12.1412 0.647627 5.33414% 11.1698
100 4 12.5222 0.43612 3.48278% 11.8681
120 4 13.3294 1.02345 7.67814% 12.2069
140 4 13.5864 1.3906 10.2353% 11.9689
160 4 13.361 2.48451 18.5953% 10.6936
180 4 15.6522 1.10678 7.07112% 14.0548
200 4 15.8278 0.548426 3.46496% 15.166
220 4 15.2324 2.28166 14.979% 13.14
240 4 15.4118 1.27343 8.2627% 13.9932
260 4 15.344 2.16134 14.0859% 13.4755
280 4 16.1714 0.957355 5.92007% 15.2967
300 4 16.4912 1.02253 6.20044% 15.0187
Total 72 12.7607 3.25856 25.5358% 5.7443
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Anexo 3.6 Seleccion de tiempo: Prueba de diferencias minimas significativas de Fisher

(LSD) para Concentracion (mg GAE/g) por tiempo.

Método: 95.0 porcentaje LSD

TIEMPO minutos Casos |Media Grupos Homogéneos
5 4 -2.12008 X

10 4 -1.49878 X

15 4 -1.26283 X

20 4 -1.04193 X

60 4 -0.413842 X

40 4 -0.396216 X

80 4 -0.190135 XX
100 4 -0.0732053 XX
120 4 0.174513 X
160 4 0.18422 X
140 4 0.253382 XX
220 4 0.758525 XX
260 4 0.792755 X
240 4 0.813573 X
180 4 0.887333 X
200 4 0.941232 X
280 4 1.04667 X
300 4 1.14482 X

Anexo 3.7 Seleccion del tiempo: Resumen del modelo de regresion lineal.

Errar
R cuadrado estandar de
R R cuadrado ajustado la estimacion
JHET H35 H26 854

La variable independiente es tiempo de extraccion.

Anexo 3.8 Seleccion del tiempo: Resumen de coeficientes del modelo de regresion lineal.

Coeficientes
Coeficientes no estandarizad
estandarizados 0s
Error
B estandar Beta t Sig.
tiempo de extraccidn 062 ooa 1,961 7,885 000
tiempo de extraccion * 2 ,oon ,oon -1,075 -4,323 001
(Constante) 7,544 454 16,627 ,oon
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Anexo 3.9 Seleccion del tiempo: Resumen del modelo de regresion lineal de la velocidad.

Errar
R cuadrado estandar de
R R cuadrado ajustado la estimacion
1,000 1,000 1,000 ,ooon

La variable independiente es tiempo de extraccion.

Anexo 3.10 Seleccion del tiempo: Resumen de coeficientes del modelo de regresion lineal

de la velocidad.

Coeficientes
Coeficientes no estandarizad
estandarizados 0%
Error
B estandar Beta t Sig.
tiempo de extraccidn -2,150 Ril]y] -1,000 . .
(Constante) 1,961 ooo 1474420131 .ooan

Anexo 3.11 Condiciones experimentales en la optimizacion de las condiciones de

extraccion convencional de compuestos fendlicos totales.

% Solvente binario (v/v) Tiempo (min) | Temperatura (°C) | Concentracion (mg GAE/g)
50 (0) 180 (0) 80 (0) 14.8988
50 (0) 180 (0) 80 (0) 15.5876
50 (0) 180 (0) 80 (0) 16.0801
45 (-1) 160 (-1) 80 (0) 13.4502
55 (+1) 160 (-1) 80 (0) 13.3340
45 (-1) 200 (+1) 80 (0) 15.6644
55 (+1) 200 (+1) 80 (0) 14.5279
45 (-1) 180 (0) 75 (-1) 15.1908
55 (+1) 180 (0) 75 (-1) 16.3361
45 (-1) 180 (0) 85 (+1) 18.8403
55 (+1) 180 (0) 85 (+1) 17.5452
50 (0) 160 (-1) 75 (-1) 14.1672
50 (0) 200 (+1) 75 (-1) 15.9996
50 (0) 160 (-1) 85 (+1) 17.3383
50 (0) 200 (+1) 85 (+1) 18.3416
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50 (0) 180 (0) 80 (0) 15.7053
50 (0) 180 (0) 80 (0) 16.5019
50 (0) 180 (0) 80 (0) 16.5224
45 (-1) 160 (-1) 80 (0) 14.2358
55 (+1) 160 (-1) 80 (0) 13.3340
45 (-1) 200 (+1) 80 (0) 16.9816
55 (+1) 200 (+1) 80 (0) 15.6040
45 (-1) 180 (0) 75 (-1) 15.4060
55 (+1) 180 (0) 75 (-1) 16.7183
45 (-1) 180 (0) 85 (+1) 20.2527
55 (+1) 180 (0) 85 (+1) 19.8148
50 (0) 160 (-1) 75 (-1) 14.1656
50 (0) 200 (+1) 75 (-1) 17.2410
50 (0) 160 (-1) 85 (+1) 18.0764
50 (0) 200 (+1) 85 (+1) 18.8917
50 (0) 180 (0) 80 (0) 16.4854
50 (0) 180 (0) 80 (0) 16.7092
50 (0) 180 (0) 80 (0) 16.7135
45 (-1) 160 (-1) 80 (0) 14.3007
55 (+1) 160 (-1) 80 (0) 13.3340
45 (-1) 200 (+1) 80 (0) 15.8740
55 (+1) 200 (+1) 80 (0) 15.5569
45 (-1) 180 (0) 75 (-1) 14.6047
55 (+1) 180 (0) 75 (-1) 16.7353
45 (-1) 180 (0) 85 (+1) 19.5855
55 (+1) 180 (0) 85 (+1) 19.3094
50 (0) 160 (-1) 75 (-1) 13.9902
50 (0) 200 (+1) 75 (-1) 16.5189
50 (0) 160 (-1) 85 (+1) 17.5961
50 (0) 200 (+1) 85 (+1) 18.7726
50 (0) 180 (0) 80 (0) 16.8232
50 (0) 180 (0) 80 (0) 17.1645
50 (0) 180 (0) 80 (0) 18.7800
45 (-1) 160 (-1) 80 (0) 14.5447
55 (+1) 160 (-1) 80 (0) 13.3327
45 (-1) 200 (+1) 80 (0) 15.7395
55 (+1) 200 (+1) 80 (0) 15.2266
45 (-1) 180 (0) 75 (-1) 17.3288
55 (+1) 180 (0) 75 (-1) 16.5009
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45 (-1) 180 (0) 85 (+1) 20.0388
55 (+1) 180 (0) 85 (+1) 19.4400
50 (0) 160 (-1) 75 (-1) 14.4561
50 (0) 200 (+1) 75 (-1) 16.9885
50 (0) 160 (-1) 85 (+1) 16.9091
50 (0) 200 (+1) 85 (+1) 18.6946
50 (0) 180 (0) 80 (0) 17.0704
50 (0) 180 (0) 80 (0) 17.2586
50 (0) 180 (0) 80 (0) 17.2586
45 (-1) 160 (-1) 80 (0) 14.4961
55 (+1) 160 (-1) 80 (0) 13.3327
45 (-1) 200 (+1) 80 (0) 16.2606
55 (+1) 200 (+1) 80 (0) 15.4624
45 (-1) 180 (0) 75 (-1) 17.2263
55 (+1) 180 (0) 75 (-1) 16.3872
45 (-1) 180 (0) 85 (+1) 20.0473
55 (+1) 180 (0) 85 (+1) 19.7992
50 (0) 160 (-1) 75 (-1) 14.4482
50 (0) 200 (+1) 75 (-1) 17.7561
50 (0) 160 (-1) 85 (+1) 16.9219
50 (0) 200 (+1) 85 (+1) 18.7045

Anexo 4.

Anexo 4.1 Seleccion del % de

Extraccion asistida por ultrasonido

amplitud: Resumen estadistico de la concentraciéon (mg

GAE/g de muestra seca).

AMPLITUD Recuento  [Promedio |Desviacion Estandar Coeficiente de Variacion [Minimo |Méaximo
M_amp20% 4 10.5051 0.0925789 0.88128% 10.3718 |10.5718
M_amp30% 4 11.6125 0.102073 0.878991% 11.4662 |11.7033
M_amp40% 4 12.7931 0.369209 2.88601% 12.2394 |12.9871
M_amp50% 4 14.263 0.0106221 0.0744737% 14.2511 |14.2766
M_amp60% 4 14.1908 0.0169908 0.119731% 14.166 14.2046
M_amp70% 4 14.2589 0.00530935 0.0372353% 14.251 14.2623
M_amp80% 4 14.2997 0.00298147 0.0208499% 14.2966 |14.3036
M_amp90% 4 14.1101 0.113305 0.803002% 13.9717 |14.2478
Total 32 13.2541 1.40607 10.6085% 10.3718 |14.3036
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Anexo 4.2 Seleccidn del % de amplitud: Prueba de diferencias minimas significativas de

Fisher (LSD) para Concentracién (mg GAE/g) por amplitud.

Método: 95.0 porcentaje LSD

AMPLITUD | Casos Media Grupos Homogéneos
M_amp20% 4 10.5051 X
M_amp30% 4 11.6125 X
M_amp40% 4 12.7931 X
M_amp90% 4 14.1101 X
M_amp60% 4 14.1908 X
M_amp70% 4 14.2589 X
M_amp50% 4 14.263 X
M_amp80% 4 14.2997 X

Anexo 4.3 Seleccion de tiempo: Resumen estadistico de la concentracién (mg GAE/g de

muestra seca).
TIEMPO Recuento  |Promedio [Desviacién Estandar [ Coeficiente de Variacion [Minimo |Maximo
M_10min 4 15.2472 1.17356 7.69687% 14.2343 ]16.4335
M_15min 4 15.1894 0.108718 0.715749% 15.0305 [15.2768
M_20min 4 15.9308 0.0231516 0.145326% 15.9071 [15.9544
M _30min |4 15.9663 0.634008 3.97091% 15.4368 |16.7154
M_40min 4 16.5469 0.136153 0.822827% 16.429 16.6648
M_5min 4 13.4492 1.4994 11.1487% 12.1487 [14.8861
Total 24 15.3883 1.23951 8.05486% 12.1487 |16.7154

Anexo 4.4 Seleccidn del tiempo: Prueba de diferencias minimas significativas de Fisher
(LSD) para Concentracion (mg GAE/g) por tiempo.

Método: 95.0 porcentaje LSD

TIEMPO Casos [Media Grupos Homogéneos
M_5min 4 13.4492 |X

M 15min |4 15.1894 X

M_10min |4 15.2472 X

M 20min  [4 159308 | xx

M 30min |4 15.9663 XX

M_40min |4 16.5469 X

Anexo 4.5 Seleccion del tiempo: Resumen del modelo de regresion lineal.
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Errar
R cuadrado estandar de
R R cuadrado ajustado la estimacian
40 01 835 A37

Lavariable independiente es TIME.

Anexo 4.6 Seleccion del tiempo: Resumen de los coeficientes del modelo de regresion

lineal.
Coeficientes
Coeficientes no estandarizad
estandarizados 0s
Errar
B estandar Beta t Sig.
TIME 1,240 A1 2155 2426 0G4
TIME ** 2 -102 071 -1,268 -1,428 2449
(Constante) 12,547 781 16,130 001

asistida por ultrasonido de compuestos fenodlicos totales.

Anexo 4.7 Condiciones experimentales en la optimizacion de las condiciones de extraccion

Amplitud (%) Ciclo de trabajo (s) Tiempo (min) Concentracion (mg GAE/g)
70 (0) 0.6 (0) 10 (0) 14.9501
70 (0) 0.6 (0) 10 (0) 14.9576
70 (0) 0.6 (0) 10 (0) 14.9628
50 (-1) 0.2 (-1) 10 (0) 13.5571
90 (+1) 0.2 (-1) 10 (0) 13.4067
50 (-1) 1(+1) 10 (0) 14.6844
90 (+1) 1(+1) 10 (0) 16.9151
50 (-1) 0.6 (0) 5(-1) 13.5945
90 (+1) 0.6 (0) 5(-1) 12.4090
50 (-1) 0.6 (0) 15 (+1) 13.5387
90 (+1) 0.6 (0) 15 (+1) 15.8226
70 (0) 0.2 (-1) 5(-1) 12.9145
70 (0) 1(+1) 5(-1) 13.9786
70 (0) 0.2 (-1) 15 (+1) 14.0406
70 (0) 1(+1) 15 (+1) 17.4016
70 (0) 0.6 (0) 10 (0) 14.9613
70 (0) 0.6 (0) 10 (0) 14.9679

'\-\ .
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70 (0) 0.6 (0) 10 (0) 14.8482
50 (-1) 0.2 (-1) 10 (0) 13.5549
90 (+1) 0.2 (-1) 10 (0) 13.4887
50 (-1) 1(+1) 10 (0) 14.7060
90 (+1) 1(+1) 10 (0) 16.9379
50 (-1) 0.6 (0) 5(-1) 13.5992
90 (+1) 0.6 (0) 5(-1) 12.4181
50 (-1) 0.6 (0) 15 (+1) 13.5512
90 (+1) 0.6 (0) 15 (+1) 15.8336
70 (0) 0.2 (-1) 5(-1) 12.9140
70 (0) 1 (+1) 5 (-1) 14.0044
70 (0) 0.2 (-1) 15 (+1) 14.0211
70 (0) 1(+1) 15 (+1) 17.4045
70 (0) 0.6 (0) 10 (0) 14.8622
70 (0) 0.6 (0) 10 (0) 14.8666
70 (0) 0.6 (0) 10 (0) 14.8549
50 (-1) 0.2 (-1) 10 (0) 13.5642
90 (+1) 0.2 (-1) 10 (0) 13.4137
50 (-1) 1 (+1) 10 (0) 14,6942
90 (+1) 1(+1) 10 (0) 16.9479
50 (-1) 0.6 (0) 5(-1) 13.5782
90 (+1) 0.6 (0) 5(-1) 12.4152
50 (-1) 0.6 (0) 15 (+1) 13.5287
90 (+1) 0.6 (0) 15 (+1) 15.8377
70 (0) 0.2 (-1) 5 (-1) 12.9147
70 (0) 1 (+1) 5 (-1) 13.9845
70 (0) 0.2 (-1) 15 (+1) 14.0297
70 (0) 1 (+1) 15 (+1) 17.4144
70 (0) 0.6 (0) 10 (0) 14.8427
70 (0) 0.6 (0) 10 (0) 14,5750
70 (0) 0.6 (0) 10 (0) 14,5471
50 (-1) 0.2 (-1) 10 (0) 13.5394
90 (+1) 0.2 (-1) 10 (0) 13.4141
50 (-1) 1(+1) 10 (0) 14,6822
90 (+1) 1(+1) 10 (0) 16.9051
50 (-1) 0.6 (0) 5 (-1) 13.5852
90 (+1) 0.6 (0) 5(-1) 12.4142
50 (-1) 0.6 (0) 15 (+1) 13.5471
90 (+1) 0.6 (0) 15 (+1) 15.8302
70 (0) 0.2 (-1) 5(-1) 12.9056
70 (0) 1(+1) 5(-1) 13.9892
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70 (0) 0.2 (-1) 15 (+1) 13.9996
70 (0) 1 (+1) 15 (+1) 17.4201
70 (0) 0.6 (0) 10 (0) 14,5426
70 (0) 0.6 (0) 10 (0) 14,5447
70 (0) 0.6 (0) 10 (0) 14,5525
50 (-1) 0.2 (-1) 10 (0) 13.5394
90 (+1) 0.2 (-1) 10 (0) 13.4087
50 (-1) 1(+1) 10 (0) 14.6902
90 (+1) 1(+1) 10 (0) 16.9037
50 (-1) 0.6 (0) 5(-1) 13.5996
90 (+1) 0.6 (0) 5 (-1) 12.4131
50 (-1) 0.6 (0) 15 (+1) 13.5550
90 (+1) 0.6 (0) 15 (+1) 15.8330
70 (0) 0.2 (-1) 5 (-1) 12.9021
70 (0) 1(+1) 5(-1) 13.9823
70 (0) 0.2 (-1) 15 (+1) 14.0090
70 (0) 1(+1) 15 (+1) 17.4102

Anexo 5. Identificacion y cuantificacion de los compuestos fenolicos en los extractos.

Anexo 5.1 Cromatograma de la determinacion de compuestos fenolicos fraccion etérea,

extraida por S-L.

DAD1 G, Sig=280 4 Ref=380,100 (D:\DATA\DA..J\resveratrolresvefrol 2017-05-29 10-13-0015-L_M f etereaD)
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Anexo 5.2 Cromatograma de la determinacién de compuestos fendlicos, fraccion etérea

extraida por extraccion asistida por ultrasonido.

DAD1 G, Sig=280,4 Ref=380,100 (D:\DATA\DATAMAESTRIA\DUENAS NS TDs_4_FMi 2017-05-08 11-19-43\mee_eter.D)
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Anexo 6. Recuperacion de los compuestos fendlicos totales

Anexo 6.1 Concentracion de los compuestos fendlicos totales empleando metodologia

convencional y extraccidon asistida por ultrasonido.

MUESTRA Concentracion (mg GAE/g de muestra seca)
Extraccion S-L 17.2901
Extraccion S-L 18.5089
Extraccion S-L 18.0410
Extraccion S-L 16.9682
Extraccion UAE 17.4189
Extraccion UAE 16.5916
Extraccion UAE 16.9148
Extraccion UAE 16.2494

Anexo 6.2 Resumen de los datos de la concentracion de los compuestos fendlicos totales

empleando metodologia convencional y extraccion asistida por ultrasonido.

Casos
Walido Perdidos Total
MUESTRA M Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
compuestos fendlico Esxtraccidn S-L 4 100,0% 0 0,0% 4 100,0%
totales mo/g de muestra  peaccion UAE 4 100,0% 0 0,0% 4 100,0%
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