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RESUMEN

En este estudio se investigaron las técnicas verdes de extraccidn asistida por ultrasonidos
(EAU)y extraccion asistida por microondas (EAM) para recuperar compuestos valiosos del
subproducto de la uva, también conocido como orujo, que la industria vitivinicola genera en
grandes cantidades. Se implementé un disefio experimental factorial fraccionado para
determinar lascondiciones Optimas de extraccidn, y se utilizé la metodologia de superficie de
respuesta de Box- Behnken para la optimizacién, con agua como disolvente. Se comprobé que
las condiciones de extraccion mds eficaces eran un tiempo de 15 minutos, una temperatura de
85°C y una amplitud del 80%. Estas condiciones produjeron altas concentraciones de los
compuestos recuperados por el ensayo ABTS y DPPH. Ademads, el extracto obtenido demostré
una capacidad antioxidante superior en jugos de zanahoria, manzana y suero de leche en
comparacién con aditivos quimicos comerciales. Este estudio resalta la viabilidad de las
tecnologias de extraccion asistida porultrasonido y microondas para aprovechar eficazmente
los compuestos beneficiosos encontrados en el subproducto de uva, ofreciendo una opcion

prometedora y amigable con el medio ambiente para la industria alimentaria.

Palabras claves: Subproducto de uva, extraccion asistida por microondas (EAM), extraccion
asistida por ultrasonido (EAU), metodologia de superficie de respuesta (MSR), capacidad

antioxidante.
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ABSTRACT

In this study, green techniques of ultrasound-assisted extraction (UAE) and microwave-assisted
extraction (MAE) were investigated to recover valuable compounds from grape byproduct, also
known as pomace, which the wine industry generates in large quantities. A fractional factorial
experimental design was implemented to determine the optimal extraction conditions, and Box-
Behnken response surface methodology was used for optimization, with water as the solvent. It
was found that the most effective extraction conditions were a time of 15 minutes, a temperature
of 85°C, and an amplitude of 80 %. These conditions yielded high concentrations of the
compounds recovered by the ABTS and DPPH assays. Furthermore, the obtained extract
demonstrated superior antioxidant capacity in carrot, apple, and whey juices compared to
commercial chemical additives. This study highlights the feasibility of ultrasound and
microwave-assisted extraction technologies to effectively harness beneficial compounds found in

grape byproduct, offering a promising and environmentally friendly option for the food industry.

Keywords: Grape by-product, Microwave Assisted Extraction (MAE), Ultrasound Assisted
Extraction (UAE), Response Surface Methodology (RSM), antioxidant capacity.
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1. INTRODUCCION

En las dltimas décadas, el crecimiento demografico ha tenido un impacto significativo en la
generacion de residuos alimenticios. Con la poblacién mundial en constante crecimiento y la
expansion de la globalizacion, la produccion de alimentos también se ha incrementado para
satisfacer la demanda de los consumidores. Asimismo, las tendencias hacia un consumo mas
saludable han experimentado un cambio alrededor del mundo, motivando a la industria
alimentaria a impulsar una busqueda constante de nuevos ingredientes innovadores para
satisfacer  estacreciente demanda de productos saludables (Lima et al., 2016; Teixeira et al.,
2018; Vodnar et al., 2019; Galanakis, 2021; Baroi et al., 2023). En este sentido, los
investigadores han centrado sus esfuerzos en la produccion sustentable de alimentos bajo un
enfoque de sostenibilidad que ha llevado a la revalorizacion de materiales que solian considerarse
como desechos de la agroindustria; éstos estdn emergiendo como una valiosa oportunidad para el

desarrollo de nuevas formulaciones (Ferri et al., 2020).

La Organizacién Internacional de la vina y el vino (OIV) report6 la viticultura y la produccién
vinicola como actividades productivas relevantes a nivel mundial; dichas actividades alcanzaron
en el 2022, 7.3 millones de hectdreas de superficie, una produccién de 78 millones de toneladas de
uva fresca y 258 millones de hectolitros de vino producido (OIV, 2022; Coelho et al., 2023).
Esto ha dado lugar a una mayor cantidad de desperdicios debido a que no todos los alimentos
producidos son utilizados por completo; por ejemplo, se estima que para la vinificacién el
subproducto de la uva es aproximadamente 8.5 millones de toneladas anuales. Ademas, la
Organizacion para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) destaca que la pérdida y el
desperdicio de alimentos representa un problema de indole social y econémica en todo el mundo

(FAO, 2019; Mammadova et al., 2020; Maicas & Mateo, 2020; Mora-Garrido et al., 2022).



El residuo de la uva, conocido como orujo, estd formado por la piel, la pulpa, las semillas y el
tallo; este residuo representa aproximadamente entre el 20 y el 25 % del peso original de la uva
antes de la fermentacion, y contiene aproximadamente el 70 % de los compuestos fendlicos
contenidos en la uva fresca. Es por ello que, las alternativas para su aprovechamiento se han
centrado en la extraccion de estos compuestos, siendo sus principales micronutrientes los
compuestos fendlicos que contienen capacidad antioxidante, los flavonoides en donde se
encuentran las antocianinas, entre otros. Los flavonoides han reportado tener propiedades
antiinflamatorios, antioxidante, ademds de ser una buena fuente de fibra, colorantes y minerales
(Spigno et al., 2017; Lucera et al., 2018; Bordiga, 2019; Antoni¢ et al., 2020; Antoni¢ et al.,
2020; Ferri et al., 2020; Buci¢-Koji¢ et al., 2020; Spinei & Oroian, 2021; Monteiro et al. 2021;
Amaya-Chantaca et al., 2022; Caponio et al., 2022 Crescente et al. 2023).

La recuperacion de compuestos bioactivos se puede lograr por medio de diversas técnicas de
extraccion, aunque algunas de las técnicas convencionales plantean desafios, como el tiempo y la
eleccion del solvente. Ademads, estas técnicas no suelen reconocerse como métodos
ecoldgicamente sostenibles, mientras que, las tecnologias verdes como la EAM y la EAU son
consideradas como valiosas alternativas para abordar estos problemas (Monteiro et al. 2021;
Crescente et al. 2023). Ademas, los componentes extraidos se han utilizado en el desarrollo de
productos alimenticios como bebidas debido a su alto contenido de antioxidantes, proteinas y

otros compuestos beneficiosos. (Vodnar et al., 2019).

El presente documento evalda dos tecnologias verdes para la extraccion de compuestos: EAU y
EAM. Esta investigacion se lleva a cabo utilizando disefios experimentales y de optimizacion
para localizar los niveles Optimos de cada variable para la extraccion de estos compuestos.
Asimismo, se realiza una evaluacion de la competitividad de estos micronutrientes en
comparaciéon con los quimicos tradicionalmente utilizados en el mercado a través de su

incorporacién en bebidas.



1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El sector de la viticultura, uno de los mds importantes en términos de produccién y exportacion
en muchos paises, enfrenta desafios considerables en términos de impacto ambiental. Por un lado,
la produccién de vino genera cantidades importantes de residuos como el subproducto de la uva,
cuya disposicion final inadecuada tiene efectos graves al ambiente; No obstante, el aumento de la
poblacién global y la creciente necesidad de alimentos empeoran atin més el desperdicio de estos
dltimos. Este fendmeno que se manifiesta como la pérdida de alimentos y y su desperdicio en la
cadena de suministros, y que representa un tercio de los destinados al consumo, equivalente a
1,300 millones de toneladas al afio, conlleva consecuencias medioambientales como acidificacién
del suelo, contaminacién del agua reduciendo gravemente su calidad, emisiones de malos olores
y proliferacion de plagas como las ratas que contraen enfermades importantes para los humanos.
Ademas, estos residuos causan lixiviados que pueden filtrarse a aguas subterraneas e impactar de
manera perjudicial en la vegetacion y la fauna circundante (Abid et al., 2023; Rashwan et al.,

2023; Mora-Garrido et al., 2022).

Este desafio ambiental estd relacionado con la creciente sostenibilidad y economia circular,
donde la bisqueda de soluciones viables para la gestién y reutilizacion de estos subproductos es
mds importante cada dia. Como resultado, surge la necesidad de utilizar los desechos de la
industria de vinos como fuente de estos biocompuestos para desarrollar nuevos productos

alimenticios, asi como, disminuir el impacto ambiental y beneficiar la soberania alimentaria.



1.2 JUSTIFICACION

El cultivo de la uva, asi como su produccion son ampliamente desarrollados con cifras anuales de
70 millones de toneladas (OIV, 2018; Bordiga et al., 2019); la superficie mundial vitivinicola
reportada por la Organizacién Internacional de la Vid y el Vino (OIV, 2016) es de 7.5 millones de
hectareas. Durante el afio 2017, esta produccion mundial fue de 73.3 millones de toneladas,

donde el 52 % se destiné a la industria vitivinicola (Leal et al., 2020).

La importancia de esta industria a escala internacional estd relacionada con una produccién y un
consumo anual de 267 y 242 millones de hectolitros, respectivamente. En México, el consumo
per capita de vino es alrededor de 950 ml, satisfaciendo solo una demanda interna del 30 %
(Consejo Mexicano Vitivinicola, 2018), y cuenta con una superficie de vifia de 32 mil hectareas,
una produccién de 194 mil y un consumo de 895 mil hectolitros (OIV, 2016). Para el periodo
2016-2024, la SAGARPA (2017) estimé una produccién potencial de 367.34 miles de toneladas

y un crecimiento acumulado del 13.09 %.

La producciéon de vinos genera una gran cantidad de desperdicios a nivel mundial; estos
subproductos son el orujo que estd conformado por la piel, semillas y tallos de las uvas (de Souza
de Azevedo et al., 2018). Aproximadamente, los residuos de la uva representan del 15 % al 30 %
del peso de la uva en la fabricacion de vinos (Kandylis et al., 2021). Esta cifra impacta
ambientalmente porque su disposicion final es en vertederos a cielo abierto, y ocasiona
contaminacion hidrica, generacion de lixiviados y otros compuestos que dafian el suelo y el

subsuelo (Mammadova et al., 2020; Mora-Garrido et al., 2022).

Recientemente, la investigacion del subproducto de la uva aplicada en la formulacién de
alimentos ha adquirido relevancia por sus altos compuestos bioactivos, como los &cidos
fendlicos, que tienen una alta fibra y una fuerte capacidad antioxidante, protegen contra el céncer,
las enfermedades autodegenerativas y las afecciones cardiovasculares gracias a sus propiedades

antiinflamatorias, antimicrobianas y anticancerigenas.



2 ANTECEDENTES

2.1 Produccion y consumo de vinos en el mundo.

La manufactura de la industria vitivinicola es considerada mundialmente como una actividad
econdmica relevante, en la cual, tan s6lo la Organizacién Internacional de la Vifia y el Vino (OIV)
en el 2021 report6 una cifra de 7.3 millones de hectareas; cifra menor a la reportada en el
2020. Por otro lado, la superficie total del cultivo de la uva se encuentra destinada para vino,
jugos de uva, uvas de mesa y pasas. En este sentido, en todo el mundo se produjeron 33.9
millones de toneladas de vino., representando el 48.8 % de esta produccién, y siendo Italia,
Francia, Espafa, Alemania y Portugal, los principales paises productores. En el 2020, el
consumo mundial, de acuerdo con la OIV, fue de 234 millones de hectolitros. Los paises con
mayor consumo mundial de estas bebidas fueron Estados Unidos, Alemania, Francia, Reino
Unido e Italia. Mientras que, las cifras mds recientes reportadas por la misma organizacién de
produccion en el 2022, fueron de 258 millones de toneladas; lo anterior representa un
decremento del 1 % con respecto al 2021, de las cuales el 33.6 millones de toneladas fueron
destinadas a vino y el resto a uvas de mesa y pasas (OIV, 2022). En este sentido, durante el
mismo afio, el pafs que registré un mayor consumo de vino en el mundo fue Portugal, con cifras

de aproximadamente 58 litros por habitante (Statista, 2023).
2.2 Produccion y consumo de la industria vitivinicola en México.

Por otro lado, en México, la Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural (SADER) y la OIV
reportaron una produccion de 452 mil toneladas de uva fresca en 2021, de las cuales el 74 % fue
destinado a uvas de mesa, el 15 % a pasas y el 11 % a la vinificacion; en este tltimo sector se
reportd una produccion de vino de 400 millones de hectolitros. Cabe mencionar que el estado de
Querétaro, produjo 3.5 millones de botellas de vino, mientras que, su consumo per capita en el
mismo afio fue de 1.1 litros. A nivel nacional, los principales estados productores incluyen Baja
California, Coahuila, Querétaro, Sonora y, Zacatecas. Asimismo, su consumo representd un

incremento del 22 % en



los dltimos 10 afos, reportando al cierre del 2021 un consumo de 1 millén de hectolitros

(Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2022).
2.3 Produccion de residuos agroindustriales de la industria vitivinicola.

Derivado de la préctica de vinificacidn, el subproducto de la uva se encuentra dividido en aguas
residuales y residuos sélidos. Las primeras tienen una elevada carga orgdnica (Kosseva, 2017), y
los residuos solidos constituyen el raspon del tallo y el orujo. El hollejo (piel), la pulpa y las
pepitas son los componentes principales del orujo, como se muestra en la Figura 1.1. En las
cuales, su proporcion puede variar de acuerdo con el tipo de uva cultivada, las técnicas de
fermentacion y el prensado (Baroi et al., 2023). Sin embargo, diversos autores han sefialado que
esta proporcion es aproximadamente del 20 % y hasta el 60 % del peso original de la uva (Spigno
et al., 2017; Bordiga, 2019; Amaya- Chantaca et al., 2022), siendo la piel el 50 % vy los tallos 14
% de éstos (Jin et al., 2019). Es importante destacar que, por cada litro de vino que se produce en
la industria vitivinicola se desechan alrededor de 35 kg de la uva, en forma de orujo (Prozil et al.,

2014).

Piel

Figura 1.1 Partes de lauva

2.4 Efectos adversos al medio ambiente

La produccién de vinos vinculada a la industria vitivinicola, presenta una dualidad de resultados:

por un parte, el aumento de su demanda a nivel mundial, y por otro, la generacion de subproducto



que plantea un gran desafio ambiental y de gestién de residuos que ya no puede ser pasada por
alto. A medida que la industria de los vinos busca abastecer globalmente a sus clientes, nos

enfrentamos al dilema de como gestionar los residuos que resultan de este proceso.

En el proceso de produccién de vinos, una abundante cantidad de residuos es generada en un
tiempo relativamente corto, origindndose el desperdicio de aproximadamente el 30 % del peso
inicial de la uva. En consecuencia, esto implica la disposicion final de una cantidad significativa
de residuos, especialmente cuando se considera que, gran parte de éstos son desechados a
vertederos a cielo abierto. Dicha disposicion final, trac como resultado la erosiéon de suelos
ocasionada por el pH é&cido, salinidad, materia orgdnica que atrae fauna nociva e incluso la
presencia de metales pesados que pueden provocar contaminacion hidrica y comprometer la salud
de animales y personas. Ademds la materia orgdnica mal dispuesta, en particular a temperaturas
elevadas, da lugar a la generacion de lixiviados, lo cuales tienen el potencial de danar el suelo y
subsuelo, perjudicando la calidad del agua, asi como el oxigeno disponible en el suelo (Baroi et

al., 2022; Kandylis et al., 2021).
2.4 Revalorizacion de subproductos agroindustriales y de la industria vitivinicola

El incremento en la demanda de la industria de vinos y la generacion de subproductos derivados
de esta produccion, han planteado nuevas oportunidades y desafios en términos de sostenibilidad
y gestion ambiental al representar un impacto al medio ambiente. En este sentido, la creciente
necesidad de mitigar el impacto ambiental originado por estos desechos brinda un valor adicional
en los subproductos de la uva en una amplia variedad de aplicaciones industriales (Costa et al.,

2022).
2.4.1 Compuestos

La uva tinta (Vitis vinifera L.) incluye en sus residuos azicares residuales, proteinas, lipidos,
fibras, celulosa y compuestos fendlicos (Jin et al., 2019; Leal et al., 2020). Dichos compuestos se
clasifican en 4cidos fendlicos, como el dcido benzoico e hidroxicindmico, en flavonoides simples
como las catequinas, flavonoles y antocianinas (Nunes et. al., 2017). En el subproducto de la

uva, el contenido de humedad



varia entre 50 % y 72 %, la lignina fluctda entre el 17 % y el 24 %, los lipidos entre el 4.62 % y
el 12.5 %, y la cantidad de proteina es superior al 4 %, acorde a su variedad (Nunes et. al. 2017,

Jin et al. 2019).

Segtn la informacién proporcionada, el desecho de la uva contiene una variedad de compuestos
de interés, por lo que se ha valorado la extraccién de estos compuestos y su aplicacion en diversas

areas productivas.
2.4.2 Aplicaciones

Los compuestos extraidos del subproducto de la uva y su relevancia en la actualidad, representan
una importante oportunidad para realzar el valor y el impacto de estos residuos, ya que pueden
realizar aportes significativos al enriquecer la creacién de nuevos productos relacionados a
diferentes areas de aplicacion (Zhu et al., 2015), desde la nutricién y salud hasta los cosméticos y
productos farmacéuticos. Los compuestos bioactivos extraidos del subproducto de la uva han ido
evolucionando hasta convertirse en una fuente de recursos valiosa; su potencial para mejorar la
funcionalidad de alimentos, asimismo para promover la agricultura sostenible y produccién de
energias permiten una nueva visualizacién en su revalorizaciéon (Baroi et al., 2023; Ferreira &
Santos, 2022; Zhou et al., 2022; Kandylis et al., 2021; Leal et al., 2020; Jin et al., 2019; Prozil et
al., 2014).

En la Cuadro 1.1 se presenta un listado de algunas investigaciones que han abordado las
diferentes posibles aplicaciones del subproducto de la industria vitivinicola. Estos autores han
investigado su utilidad en campos tan diversos como la industria farmacéutica, cosmética,
energética, agricola, entre otras. Por columna en la Cuadro se senalan los autores, el afio en que
se realiz6 el estudio, el area de aplicacion en la que se enfocaron, asi como los objetivos y

resultados clave obtenidos en el estudio.



Cuadro 1.1 Aplicaciones del subproducto de uva

Zhue et al. 2014 Industria cosmética

Farmacéutica

Alimentos funcionales

Prozil et al. 2014 Industria papelera

Jin et al. 2019 Sector energético
Biocompuestos
Leal et al. 2020 Industria cosmética
Kandylis et al. 2021 Agricultura

Ferreira & 2022 Industria de alimentos
Santos

Zhou et al. 2022 Medicina

Industria farmacéutica

Industria cosmética

Industria de alimentos

Costa et al. 2022 Alimentos para

animales

Baroi et al. 2023 Nanotecnologia




En esta Cuadro se presenta el esfuerzo en conjunto de los investigadores de diferentes ramas
quehan promovido la bisqueda de la comprensién y el aprovechamiento de las propiedades que
contiene el subproducto de la industria de vinos en aras de la innovacién y el desarrollo. En este
sentido, el residuo de la uva ha destacado en la industria alimenticia debido a sus beneficios
directos para la salud, por lo que, en combinacién con otros ingredientes se usa para formular

nuevos alimentos funcionales.
2.4.2.1 Aprovechamiento del subproducto de la uva en la industria de alimentos.

En la actualidad, a diferencia del enfoque anterior, que se centraba en proporcionar alimentos
basicos para sobrevivir, ahora los consumidores buscan ingredientes que les proporcionen
beneficios a la salud y una nutricién adecuada. Esta tendencia ha llevado a los fabricantes al
desarrollo de nuevos alimentos funcionales, los cuales contienen compuestos bioactivos que
pueden mejorar la salud. Esto ha impulsado a la industria alimentaria a investigar y comprender
los compuestos bioactivos funcionales presentes en diferentes alimentos procesados y como
puede mejorar la salud humana. En este dltimo tema, se destacan las bebidas funcionales gracias
a su facilidad de almacenamiento, su capacidad para incluir nutrientes y compuestos bioactivos
en cantidades significativas, y su flexibilidad para satisfacer las preferencias de los consumidores

en apariencia, tamafio y envasado del producto (Pérez- Marroquin et al., 2023; Anil et al., 2022).

Considerando esto, el orujo de la uva podria utilizarse para contribuir positivamente en la salud
de las personas, porque contiene vitaminas, polifenoles, y dcidos grasos insaturados (Yu et al.,
2013); por sus efectos antioxidantes y antimicrobianos, las semillas de las uvas son capaces de
utilizarse como aditivos naturales en alimentos (Soukoulis et al., 2018; Andrade et al., 2019). El
tallo de la uva tiene aplicaciéon en la elaboracion de bebidas dietéticas (Leal et al., 2020),

ayudando a prevenir enfermedades crénico-degenerativas e inflamatorias (Da silva et al., 2015);
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ademds, el raspon de la uva favorece la conservacion de caracteristicas sensoriales, como lo son
el color y el sabor, impidiendo la eliminacién de vitaminas y la oxidacién en alimentos (de Souza

de Azevedo et al., 2018).
2.5 Bebidas adicionadas con subproducto de la industria vitivinicola.

En el mercado existen muchas bebidas que contienen conservantes artificiales, en particular los
jugos de frutas y verduras, lo que implica una pérdida de compuestos de interés presentes en los
alimentos procesados. Para afrontar este problema, los investigadores han explorado Ila
posibilidad de enriquecer las bebidas por medio de la adicion de extractos de subproductos, en
respuesta a los actuales hdbitos alimenticios de las personas (Majerska, et al., 2019). Algunas
investigaciones han propuesto la combinacién del extracto de subproducto de uva con bebidas
como el agua de coco (Costa et al., 2021), el té negro (Gerardi et al., 2020), la cerveza (Gasinski
et al., 2022), y del tipo “listo para beber” como los licuados (Hoskin et al., 2022) en las cuales se
registra un incremento en la concentracion de polifenoles, antocianinas e incluso como inhibidor

dela actividad microbiana.

Por otro lado, el suero de la leche puede combinarse para la formulacién de bebidas funcionales,
mejorando su fuente de fibra dietética y su aporte nutrimental, prolongando su vida en anaquel
(Lucera et al. 2018; Shiby et al., 2012). Por lo tanto, nuevas oportunidades para el desarrollo de
productos alimenticios mds sanos pueden abrirse a través de la investigacién continua en esta

area.
2.6 Aplicaciones para la extraccion de compuestos de subproductos agroindustriales.

Los componentes bioactivos que se encuentran en los subproductos de origen vegetal son
liberados a través de diferentes métodos de tratamiento; algunos de ellos incluyen la extracciéon
supercritica, por microondas, por solventes (Kumar et al., 2021), por B-ciclodextrina, por
extraccion liquida presurizada, y por agua sobrecalentada (Babazadeh et al., 2017). Estos
métodos de tratamiento convencionales, por su principio de calentamiento, consumen una gran
cantidad de energia provocando la disminucién de los compuestos de ineterés (Barba et al.,2016).
Mientras que, la EAU y la EAM son tecnologias verdes para extraer y aprovechar Ilos
compuestos valiosos del orujo de uva debido al bajo consumo energético, versatilidad de solvente

y la duracién del proceso (Freitas et al., 2021).
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2.6.1 Extraccion asistida por ultrasonido (EAU)

Frente a estos métodos, EAU aplicada en los alimentos tiene la ventaja de sustraer compuestos
fendlicos, vitaminicos (Minjares-Fuentes et al. 2014), carotenoides, aromas, y polisacdridos de
subproductos (Kumar et al, 2021) de los tejidos vegetales; esta técnica no requiere de grandes
cantidades de solventes, ni demasiada energia de extraccion (Minjares-Fuentes et al., 2014; Beres

et al., 2017).

En la EAU para el subproducto de uva, se han reportado en algunas investigaciones el efecto de
condiciones como la temperatura, el tiempo de sonicacién, la amplitud y el tipo de solvente
utilizado, como es el caso de Kaleem et al. (2019), quienes investigaron la extracciéon de
compuestos biactivos del subproducto de uva bajo las condiciones de temperatura (40 °C, 50 °C
y, 60 °C), y tiempo (15 min, 20 min y, 25 min). Sus mejores condiciones fueron sefaladas en el
tiempo de 25 min y temperatura de 60 °C. Mientras que se registrd, para la variedad de uva
tempranillo, tiempo de 3 minutos y tempratura de 50 °C. Por otro lado, Benbouguerra et al.

(2020) indic6 un tiempo de 5 minutos y Chimshirova et al. (2021) de 240 minutos.

Bruno Romanini et al. (2021) investigaron el efecto del solvente (agua), mientras que Poveda et
al. (2018) estudiaron el impacto de la temperatura (25°C, 40 °C y 55 °C), la amplitud (20 %, 30
9% y 40 %) y el tiempo de sonicacién (2,5 min, 5 min, y 10 min) en ultrasonidos para extraer
fendlicos de subproducto de uva. El estudio registré las mejores condiciones: una temperatura de

55 °C, una amplitud del 40 % y un tiempo de sonicacion de 6 minutos.

2.6.2 Extraccion asistida por microondas (EAM)

Asi como en el ultrasonido, la EAM tiene como ventaja no requerir grandes cantidades de energia
para la extraccién, ni una cantidad elevada de solventes. Ademds de verse favorecido por la
versatilidad de manejar diferentes tipos del este ultimo (Minjares-Fuentes et al., 2014; Beres et
al., 2017). Para la recuperacion de elementos valiosos del subproducto de uva por medio de
EAM, Da Rocha & Noreiia (2020) estudiaron el efecto de la potencia (600 W, 800 W y, 1,000
W) y el tiempo (5 min, 7 min y, 10 min). Las mejores condiciones reportadas fueron en el tiempo
de 15 min y la potencia de 450 W. Asimismo, Chimshirova et al. (2021) indicaron que realizaron

una extraccionde 60 minutos.
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Por otro lado, Spinei & Oroian (2022) analizaron la potencia de microondas (280 W, 420 W y
560 W), el tiempo de extraccion (60 s, 90 s, y 120 s), y tipo de disolvente (etanol y agua).
Registraron condiciones 6ptimas de potencia, 560 W, tiempo de extraccién, 120 s, y agua como
disolvente. Ademads, Azaroual et al. (2021) estudiaron la EAM, tipo de solvente (metanol, etanol,
acetona y agua), potencia (100-500 W) y tiempo de extraccién (5 a 20 minutos). Las mejores
condiciones reportadas fueron: solvente, 65% metanol en agua, potencia de 500 W, y un tiempo
de extraccion de 5 min. También es posible identificar fenoles estables durante estas condiciones

de extraccion.
2.7 Optimizacion de procesos

El diseno Box-Behnken y la metodologia de superficie de respuesta (RSM) se utilizan con
frecuencia para optimizar la extraccion elementos valiosos en el subproducto de uva. En este
sentido, autores como Li et al. (2019) establecieron algunas condiciones a través de la EAU tales
como: temperatura (40-60 °C), tiempo de sonicacién (10-20 min) y tipo de solvente (etanol y
agua); de acuerdo con los autores, las mejores condiciones reportadas fueron: temperatura de

50.79 °C, tiempo de 14.82 min y etanol como solvente.
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3 FUNDAMENTACION TEORICA
3.1 Extraccion por ultrasonido

En las dltimas décadas, la recuperacién de compuestos fendlicos en alimentos, y sus
subproductos, se ha realizado mediante el tratamiento por ultrasonido (Goula et al. 2016). Esto
ocurre como consecuencia de la elevada transferencia de masa en un medio semiliquido y el
colapso de microburbujas producidas durante la cavitacion, representado en la Figura 2.1; esto
aumenta la reactividad quimica y provoca rupturas en el material s6lido, que liberan sus

componentes quimicos (Barba et al., 2015).

Formacion  Propagacion
de la consecutiva Tamarfo inestable
burbuja

Temperatura y presion maxima

Figura 2.1. Colapso de microburbujas por cavitacion (modificada de Medina-Torres et al., 2017)

El ultrasonido se clasifica en sonicacion de baja intensidad con una potencia <1 W/em? y >100
kHz, y de alta intensidad >1W/ cm’ y de 20 a 100 kHz. Ambos son usados para fines diferentes,
La técnica de baja intensidad se utiliza para conservar la estructura y las propiedades
fisicoquimicas de la materia de manera no destructiva. La técnica de alta intensidad se utiliza

para extraer compuestos y procesarlos (Tiwari et al., 2015).

La cavitacidn acustica es un proceso en el que las ondas sonoras de alta frecuencia presionan y
descomponen un liquido, produciendo burbujas de vapor. Este es el principio detrds del ultrasonido de alta
intensidad. Luego, estas burbujas colapsan violentamente, lo que provoca altas temperaturas y presiones
en el lugar. Durante el proceso, este fenémeno facilita la transferencia de masa y energia, lo que resulta en
una extraccion mds eficiente de los fenoles en periodos de tiempo mds cortos (Bhargava et al., 2021;

Panda & Manickam, 2020).
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La EAU se puede realizar por medio de un sistema de sonda, o por un bafio con termostato. Los
componentes que integran al sistema de sonda ultrasénica en la Figura 2.2 (a) contiene un
generador de poder, un transductor, un amplificador, y una sonda. Para el ultrasonido con bafio de
agua y termostato en la Figura 2.2 (b) se cuenta con un generador de poder, el cual origina
generalmente una frecuencia de 40 KHz; los transductores se encargan de disipar la energia
acustica en el bafio de agua en forma de ondas. La diferencia entre ambos métodos reside en ese
ultimo punto, ya que en el bafio con termostato las muestras no reciben las ondas de forma directa

como ocurre con el sistema de sondas (Martins Strieder et al., 2019).

Censrador de w4 Transductor

- -r:e«rn:ulificr;-:cr
- Sonds

Solvente + extracto

Solute

o=

- Muestra da medicion ()

Bahe de agua

GEnerados di
Dentro dal bafio I-—--“—“-"-E-'—i (B)
A

vV

Transductores

Figura 2.2. Sistema de ultrasonido (a) sonda ultrasénica, (B) ultrasonido con bafio de agua y termostato (Modificada de Martins
Strieder et al., 2019).

3.2 Extraccion asistida por microondas (EAM).

Una forma sostenible de recuperar compuestos fendlicos es la extraccion asistida por microondas.
Se basa en la interacciéon de las microondas con los alimentos, lo que crea un campo
electromagnético que polariza las moléculas de agua en la matriz alimentaria (Da Rocha &

Noreiia, 2020).
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La eficiencia en la recuperacion de los compuestos de interés aplicando la EAM, se ve
influenciada por el campo eléctrico que interactia con las moléculas dipolares y especies i6nicas
presentes en la mezcla de extraccion. Al penetrar en los materiales so6lidos, las microondas
generan calor distribuido volumétricamente mediante friccion molecular, lo que mejora el
coeficiente de transferencia de masa de los ingredientes objetivo. El impacto de las microondas
transforma la energia de las microondas en energia térmica a través de la polarizacién dipolar y la
conduccién iénica. Esto hace que la muestra se caliente casi de inmediato para extraer los

compuestos relevantes de la matriz del material hacia la solucién (Mirzadeh et al. 2020).
3.3 Influencia de los parametros fisicoquimicos en la extraccion por EAU.
3.3.1 Temperatura

La temperatura en la extraccion por ultrasonido es critica debido a la sensibilidad de algunos de
los compuestos como el contenido fendlico. Las temperaturas registradas en la extraccién por
ultrasonido oscilan de 20 a 80 °C, ya que, mediante el aumento de la temperatura se registran
tensiones superficiales del solvente y viscosidad menores, lo que facilita la extraccion. Por otro
lado, compuestos como las antocianinas se degradan al incrementarse la temperatura a partir de

los 50 °C (Ramon et al. 2021).
3.3.2 Influencia del pH

El efecto del pH en la extraccion de los compuestos de interés no mantiene un registro amplio
(Kumar et al., 2021). Rodrigues et al., 2015, Para extraer compuestos fenolicos de la céscara de
coco, evaluaron el pH entre 4,5 y 6,5. Por otro lado, la extraccién de antocianinas disminuia
cuando el valor del pH se incrementaba més de 6.5, por lo que los valores del pH registrados para

obtener la mejor extraccion oscilan entre 1 a 3.
3.4 Capacidad antioxidante por captacion de radicales 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) y ABTS

Las técnicas DPPH y ABTS son las mds utilizadas por su estabilidad de extraccién. La
capacidad de eliminar los radicales libre, o DPPH, permite evaluar la capacidad antioxidante de
una muestra mediante el andlisis de las caracteristicas de la luz y su frecuencia, para lograrlo, se

utilizan herramientas especializadas como el espectrofotometro (Musa et al., 2016).
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El DDPH en la Figura 2.3 al contener un dtomo despareado de nitrégeno es capaz de reaccionar
con compuestos dadores de hidrégeno, conocidos como compuestos antioxidantes; originando
que el cromégeno purpura se reduzca a la hidracina y de lugar a una coloracién amarillo pélido

(Kedare et al., 2011; Musa et al., 2016).

DPPH oxidada DPPH reducida
Plrpura Amarille

Figura 2.3. Reaccion del compuesto DPPH y el antioxidante dando lugar a su forma reducida que vira del color ptrpura al
amarillo.

Este método es facil, rdpido, econdmico y tiene la vida util de hasta seis meses, siendo muy
utilizado en la valoracién de la capacidad antioxidante en alimentos (Kedare et al., 2011;
Luchian, et al., 2019). La técnica de ABTS es usado también para valorar la capacidad
antioxidante a partir de la eliminacion de radicales libres y donaciéon de atomos de hidrogenos

(Ren et al., 2018).
3.5 Contenido de fenoles totales (CFT) utilizando la técnica Folin- Ciocalteu.

Este método, aunque inicialmente se pensé para el andlisis de proteinas, finalmente fue destinado
a la evaluaciéon de fenoles totales, siendo el mas sencillo para la medicion de los fenoles en
productos (Agbor et al., 2014). La técnica es de facil manejo, rapida y no requiere de equipos
especializados. Este ensayo se inicia oxidando los compuestos fendlicos en una solucién base,
dando como resultado una sustancia teflida y medida a una absorbancia de 765 nm (Berker et al.,

2013).
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3.6 Contenido de antocianinas por CAbdel-CAl- and Hucl

La extraccién y cuantificacion de antocianinas es generalmente realizada con solventes orgdnicos
como son el metanol o el etanol, adicionando una cantidad minima de acido (15 %, HC1 1N) con
la finalidad de conseguir el cation flavilio, el cual es vuelve estable en un medio muy &cido.
Actualmente se sabe que no existen diferencias importantes en las lecturas de la absorbancia al
usar solventes como etanol y metanol (Abdel-CAl y Hucl, 1999); sin embargo, es recomendable

usar etanol, ya que presenta menos toxicidad, particularmente en eldrea de alimentos.

Ademas del tipo de solvente, el tiempo de extraccion (ET) también desempeiia un rol importante
en la recuperacion de antocianinas. Se ha observado que un tiempo de extraccion mas prolongado
facilita una mayor liberacion y difusién de las antocianinas en la solucién. Mientras que, la
potencia utilizada durante la extraccién por microondas tiene un efecto destacado en la eficiencia
de recuperacion de antocianinas, el aumento en la potencia puede calentar la muestra de manera

mas homogénea y acelerar su liberacion. (Chimshirova et al., 2021; Coelho et al., 2020).
3.7 Diseiio experimental

Un disefio factorial fraccionado completo 2" permite una menor cifra de experimentaciones para
su optimizacion; ademds este disefio permite encontrar y evaluar las variables mas significativas
y la influencia de sus interacciones (Myers et al., 2014). En este sentido, un disefio experimental
del tipo factorial fraccionado es una estrategia avanzada que se basa en el principio de seleccionar
un subconjunto estratégico de los niveles de los factores de interés dentro de un experimento.
Este enfoque se desarrollé para abordar la complejidad de los disefios factoriales completos,
evaluando todos los niveles de factores mezclados aleatoriamente; por lo que puede resultar en
una cantidad significativa de experimentos, especialmente cuando se exploran multiples factores

con sus respectivas interacciones (Montgomery, 2004).
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3.8 Optimizacion por metodologia de superficie de respuesta (MSR’s)

La metodologia de superficie de respuesta, MSR s, es una herramienta estadistica y matemdtica
que permite mejorar u optimizar los procesos. La aplicacion de este tipo de método se encuentra
en mayor medida en el sector industrial, en donde una o mds variables de entrada tienen
influencia en el rendimiento o calidad del proceso (Casagrande et al., 2019). Esta metodologia se
utiliza con mayor frecuencia en los disefios central compuesto y Box-Behnken, por su eficiencia

(Myers et al., 2014).

El disefio Box-Behnken (BBD) representado en la Figura 2.4, se emplea un disefio factorial de
tres niveles, en donde cada uno de ellos se encuentra en un punto central equidistante; aunque no
todos sus disefios son giratorios, como en el caso del disefo central compuesto (CCD), tiene una
extensa aplicaciéon para modelar los procesos bioquimicos frente a otros métodos en el sector

alimenticio, al contar con beneficios como los bajos costos en disefio (Yolmeh et al., 2017; Myers

et al., 2014; Swamy et al., 2014).

Esta metodologia es crucial para maximizar la extracciéon de compuestos del orujo de uva
mediante técnicas como el ultrasonido (Casagrande et al., 2019; Cucuz et al., 2021). Para aplicar
la MSR se debe establecer el disefio experimental adecuado que designe el tratamiento que se
debe realizar en la region experimental de estudio; estos son el disefio central compuesto (CCD) y
Box-Behnken (BBD) (Yolmeh et al., 2017). En los estudios de optimizacién empleando MSR,
los investigadores precisan de disefios espaciados de manera uniforme, por lo cual, una

alternativa del CCD es el BBD por su eficiencia (Myers et al., 2014).
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Figura 2.4. Diseflo experimental Box-Behnken (Modificado de Bezerra et al., 2008).
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4 HIPOTESIS

La optimizaciéon por el disefio Box-Behnken aplicada en el tiempo, temperatura y
amplitud/potencia, mediante el uso de ultrasonido y microondas como tecnologias emergentes,
mejora la extraccion de compuestos con mejor capacidad antioxidante en el extracto del

subproducto de la industria vitivinicola.

5 OBJETIVOS

Establecer, mediante modelos estadisticos de superficie de respuesta, las condiciones ideales para
extraer compuestos en el subproducto de la industria vitivinicola a partir de ultrasonido y

microondas como tecnologias emergentes.

Objetivos especificos

1) Establecer las condiciones (tiempo, temperatura, amplitud y potencia) de la extraccion de
compuestos antioxidantes de subproducto de la industria vitivinicola utilizando
ultrasonido y microondas.

2) Aplicar un disefio factorial fraccionado PAR para determinar el efecto de los factores sobre
las variables de extraccion de compuestos de interés en el subproducto de la uva.

3) Aplicar un disefio Box-Behnken para la optimizacién de la extraccion del subproducto de
la industria vitivinicola.

4) Demostrar la capacidad antioxidante del extracto mediante suaplicacion en tres bebidas

comparando con un antioxidante comercial.

21



6 METODOLOGIA

La Figura 3.1 muestra el procedimiento de investigacién que comienza con la obtencién de la
muestra y su preparaciéon. Después de eso, se utilizd un disefio factorial fraccionado 2k-1 para
EAU y EAM. Las combinaciones se establecieron para extraer los compuestos de interés del
subproducto agroindustrial. Posteriormente, se determinaron los compuestos fendlicos totales
(CFT), las antocianinas y la capacidad antioxidante (CA). Seguidamente, se seleccion6 el mejor
equipo de extraccion y se aplic6 MSR para su optimizacion a través de DBB. Se cuantificé CFT,
CA y antocianinas para obtener las mejores condiciones de extraccion; finalmente, se prepararon
tres bebidas (jugo de zanahoria, jugo de manzana y suero de leche) adicionadas con el extracto

del subproducto agroindustrial, a las cuales se les evalué CA, pH y color visible al 0jo humano.

Preparacion v prucha de mejores
condiciones en bebidas

Medicion de CAPOX. pH ¢
Obtencion del subproducto y percepcion del color

Obtencion de mejores
condiciones

Caracterizacion de muestras (CFT,

Secaido de Ia muestra Extraccion por ultrasonido CAPOX. antocianinas)
1 F 9

Disefio factorial
fraccionado

v
Caracterizacion de
Moliend b Tamizado muestras (CFT, CAPOX, ey Optimizacion (MISR)
antocianinas) Analisis
comparative
Diseiio factorial
fraccionado 1

Extraccion por microondas J

Figura 3.1 Diagrama de la metodologia propuesta
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6.1 Obtencion del producto agroindustrial.

El subproducto de la uva de variedad roja procedente de la industria vitivinicola fue una donacién
de Vifiedo Azteca, ubicado en carretera San Juan del Rio Cadereyta, km 40.4, Los Pérez, 76686
Ezequiel Montes, Qro. Como resultado de su produccién, ellos desechan el residuo de la uva a
campo abierto, los cuales fueron recolectados en el lugar de su disposicion final para su uso en la
investigacion. El traslado se realiz6 en un vehiculo personal, en donde el producto se mantuvo en
contenedores refrigerados (aproximadamente a 4 °C), hasta su llegada al laboratorio en la
Universidad Auténoma de Querétaro. Dentro de sus instalaciones se almacend en un congelador

a una temperatura de -18 (+2) °C, hasta su posterior analisis.
6.2 Preparacion de la muestra

Las muestras fueron secadas en un horno de conveccion a una temperatura de 60 °C, hasta
obtener un peso contaste en la balanza analitica (A&D Weighing, Orion HR-200 model).
Posteriormente, las muestras se molieron utilizando un molino de café y se tamizaron a través de
un tamiz estdndar de malla 40 obteniendo un tamafio de particula de 420 um; el polvo obtenido
fue colocado en recipientes cerrados y almacenados en la oscuridad a una temperatura -18 (£2)

°C, asegurando su preservacion durante el proyecto.
6.3 Condiciones de extraccion
6.3.1 Extraccion asistida por ultrasonido (EAU)

La extraccion de CFT se realiz6 mediante un ultrasonido (Cole Palmer, Instruments Company,
EE. UU., modelo de 750 W y 20 kHz) con sonda (titanio de 13 mm de didmetro) de pulso
continuo. En un recipiente se mezcl6 1.5 £ 0.001 g de la muestra en polvo con 100 mL de agua
purificada (w/v, g/mL) y se cubrié con aluminio como proteccién contra la luz. La temperatura se
control6 usando un termostato con termopar (HI 9063, Hanna Instruments Ltd. Texas, EE. UU.) y
un bafio de agua fria. Después de la extraccion, los extractos se filtraron en papel filtro (0.20-0.25
pm, papel filtro Whatman N° 4), y se almacenaron en oscuridad a -18 (+2)

°C. Todos los experimentos se realizaron en tres repeticiones.
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6.3.2 Extraccion Asistida por Microondas (EAM)

Los compuestos fendlicos del subproducto de la uva (tempranillo) se extrajeron mediante un
reactor de microondas (ETHOS EASY Microwave Digestion Platform-Milestone Srl)
funcionando a una frecuencia continua de 2.45 GHz. Para cada extraccion, 0.750 + 0.001 g de la
muestra de polvo se mezclé con 50 mL de agua purificada (p/v, g/mL). Después de la extraccidn,
se extrajo con papel filtro (0.20-0.25 pum, papel filtro Whatman No. 4) y se almacend en la
oscuridad a -18 (£2) °C.

6.4 Disefio experimental

Para encontrar las mejores condiciones de CFT y CA se realizé un modelo de primer orden para
EAU y EAM; para ello, se desarrolld6 un disefio factorial fraccionado de tres variables
independientes, siendo éstas superiores a las reportadas por Romanini et al. (2020) y Spinei &
Oroian (2022). Las condiciones de extraccion para cada equipo fueron las siguientes: tiempo de
sonicacion (X1, TS): 5 min, 10 min y 15 min, Temperatura de ultrasonido (X2, TU): 35°C, 50°C
y 65 °C vy, amplitud de ultrasonido (X1, AU): 30 %, 50 % y 70 %, tiempo de extracciéon de
microondas (Y1, TEM): 5 min, 10 min y 15 min, temperatura de microondas (Y2, TM): 45 °C,
72.5 °C y 100 °C, y potencia de microondas (Y3, PM): 100 W, 350 W y 600 W.

6.5 Analisis del modelo de primer orden

Se hizo un andlisis comparativo por medio del software Minitab (Minitab versién 18) entre
ambos métodos de extraccion para encontrar el mejor. Por lo tanto, el modelo se evalué en

funcién de los resultados de R* y R? ajustada, la significancia de los coeficientes P, y el valor p.
6.5.1 Optimizacion por modelo de segundo orden

Se utilizé6 MSR para optimizar el equipo seleccionado para la extraccion de CFT y CA realiz6
una optimizacion en el equipo seleccionado a través de la metodologia de superficie de respuesta
(MSR) para obtener las mejores condiciones en la extraccion de CFT y CA, desarrollando un
modelo Box-Behnken de tres factores y tres repeticiones centrales. Los datos experimentales

establecidos en los métodos anteriores fueron: tiempo de sonicacién (Z1, TS): 15
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min, 17:30 min, 20 min, temperatura (Z2, TU): 65°C, 75°C y 85°C y amplitud (Z3, AU): 70 %,
80 %, y 90 %. Todos los factores tuvieron tres niveles con valores reales y codificados (-1, O,
+1). Se ajustd la ecuacion 1.1 de regresion polindmica de segundo orden para ilustrar la relacién

entre las variables independientes y las respuestas.

Y =pBo+ 2 BXi+ ) BuX%+ ) BiiXiX; (1.1

6.6 Cuantificacion de contenido fenélico total (CFT)

Se utiliz6 la técnica colorimétrica Folin-Ciocalteu, descrita por Garrido et al. (2019) con algunas
modificaciones para valorar el CFT del orujo de uva. Se realizé una dilucién de la muestra con
agua purificada en una relacién 1:10 para las cuantificaciones de DFF y 1:20 para el DBB.
Después, 20 pL el extracto se mezclé con 100 pL del reactivo Folin- Ciocalteu diluido en una
proporcién 1:4 y 75 uL de solucion de carbonato de sodio al 20 %. Las muestras se dejaron en
oscuridad y a temperatura ambiente (25 + 2 °C) durante 30 min, luego se ley6 la absorbancia a
750 nm en un espectofotometro UV-Vis (Multiskan GO Thermo Scientific). Se us6 4cido galico
para crear una curva de calibracién, por lo que, los resultados se expresaron como equivalentes de

acido galico por gramo de muestra seca.
6.7 Capacidad antioxidante por ABTS y DPPH

La capacidad antioxidante (CA) del orujo de uva se determiné usando el ensayo 2,2-Diphenyil-1-
picrylhydrazyl (DPPH) mediante el método descrito por Brand Williams et al. (1995) con algunas
modificaciones. Se realiz6 una dilucion de las muestras 1:10 para las cuantificaciones del DFF y
1:20 para el DBB. Posteriormente, se mezclé 200 pL de la solucién DPPH de 0.60 uM diluido en
metanol, con 20 pL del extracto liquido de subproducto de la uva. Todas las muestras fueron
incubadas a temperatura ambiente (25 £ 1 °C) y en la oscuridad durante 6 minutos. Después, se
midi6 la absorbancia a 517 nm en un espectofotémetro UV-Vis (Multiskan GO Thermo

Scientific).

El porcentaje de eliminacién por el método DPPH se calculard a partir de la ecuacion 1.2.

Ap—A1

% eliminacion = X100 (1.2)

Ao
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En donde, Ao representa el blanco y A1 son los valores de absorbancia obtenidos de la muestra.

La CA de 2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulféonico) (ABTS) se determiné por el método de
Re et al. (1999), con algunas modificaciones. El catién radical ABTS-+ se produjo a partir de la
reaccion de soluciéon madre 7 mM de ABTS y persulfato de potasio 140 mM. Posteriormente, se
mantuvo en oscuridad y a temperatura ambiente durante 12-16 h. La solucién de ABTS se diluy6
para obtener una absorbancia de 0.7-1 a 734 nm. Después, se mezcl6 20 uL de extracto con 200
pL del reactivo preparado de ABTS. Antes de medir su absorbancia a 734 nm mediante un
espectofotometro UV-Vis (Multiskan GO Thermo Scientific), todas las muestras fueron

incubadas en oscuridad a temperatura ambiente durante 6 minutos.

El porcentaje de captacion se calculard por medio de la ecuacion 1.3.

A inicial—A final

% de captacion de ABTS = x 100 (1.3)

Ainicial
En ambas determinaciones se utiliz el reactivo Trolox como curva de calibracion, por lo que, los
resultados se expresaron como mg de capacidad antioxidante equivalente de trolox por gramo de

muestra seca.
6.8 Contenido total de antocianinas

El contenido total de antocianinas presentes en las muestras de subproducto de uva se determiné
por el método de Abdel-CAl et al. (1999) con modificaciones de Salinas et al. (2005). Todas las
muestras fueron previamente diluidas usando agua purificada en una relacion 1:10 para DFF y
1:20 para DBB, midiéndose la absorbancia a 520 nm en un espectrofotometro UV-Vis (Multiskan
GO Thermo Scientific). Finalmente, se elabor6 una curva de cianidina 3-glucésido
(Extrashintase, FR) para representar el contenido de antocianinas totales en mg equivalentes de

cianidina 3-glucésido (ECG) por kg de muestra seca.

6.9 Desarrollo de jugo de zanahoria, manzana y suero de leche.

Los jugos se prepararon utilizando una concentracion del 15% de zanahoria y manzana en 100
mL, generando tres tratamientos para cada bebida. El jugo de zanahoria se dividié en jugo de
zanahoria adicionada con extracto del subproducto de la uva (JZE), jugo de zanahoria adicionada

con acido ascorbico (JZA) y jugo de zanahoria control (JZC). Similarmente, los tratamientos del
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jugo de manzana se denominaron jugo de manzana con extracto (JME), jugo de manzana con
dcido ascoérbico (JMA) y jugo de manzana control (JMC). Por otro lado, la bebida de suero de
leche se prepar6 con una concentracién del 3.6% de suero en polvo en 100 mL, y se establecieron
los tratamientos: suero de leche con extracto (SLE), suero de leche con dcido ascérbico (SLA) y
suero de leche control (SLC). Todas las bebidas fueron almacenadas a 4 °C por 5 dias. Ninguna
de estas bebidas fue adicionada con saborizantes o endulzantes, y no se realizaron paneles

sensoriales para su evaluacion.
6.10 Determinaciones fisicoquimicas
6.10.1 pH

El pH en las muestras de las bebidas de jugo y suero de leche se determiné con un potenciémetro
(HANNA HI 99163). Las mediciones se realizaron con 20 mL de muestra y a temperatura

ambiente (25 =2 °C).

6.11 Capacidad antioxidante en jugos de zanahoria, manzana y suero de leche con
extracto de subproducto de uva.

La capacidad antioxidante (CA) del jugo de zanahoria, manzana y suero de leche se determiné

mediante el ensayo DPPH y ABTS. Todas las muestras fueron mezcladas con el reactivo DPPH y

ABTS descrito en el punto 6.7, almacendndose en la oscuridad y a una temperatura ambiente (25

+ 2 °C) durante 6 min. La absorbancia se midi6 a 517 nm y 734 nm para DPPH y ABTS

respectivamente, en un espectrofotometro UV-Vis (Multiskan GO Thermo Scientific.) El

porcentaje de actividad eliminadora de radicales DPPH se calcul6 de acuerdo con la ecuacion 1.4.

AtO - At180
DPPH% = x100 (1.4)
t0

Todos los tratamientos se realizaron por triplicado.

27



6.12 Analisis estadistico.

El Andlisis de Varianza (ANOVA) con un intervalo de confianza del 95 % y la prueba de
TUKEY (p = 0.05) implementando el software Minitab version 18, se utilizaron para analizar
los resultados. Si el valor estimado del valor p fuera menor a la significancia (o) definida (0.05),
se rechazaria la hipétesis nula, lo que indica que el efecto tiene influencia sobre la variable de

respuesta. Cada andlisis se completd en tres réplicas.
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7 RESULTADOS Y DISCUSIONES

7.1 Compuestos fenolicos totales de subproducto de la uva

La extraccién asistida por ultrasonido de orujo de uva tempranillo se modelé mediante un disefio
factorial fraccionado de tres variables descritos en la Cuadro 2.1 Para la técnica EAU las
variables son: Xi: 30-70 %, X»: 35-65 °C, X3: 5-15 para las evaluaciones de la extraccion de

CFT, CAmedia por el ensayo DPPH y ABTS y CAT.

Cuadro 2.1 Matriz experimental del disefio factorial fraccionado para ultrasonido y microondas y disefio box-Behnken
paraultrasonido.

Variables Niveles de factores
Meétodo independientes

-1 0 1

Tiempo (min) 5 10 15

EAU Amplitud (%) 30 50 70

Disefio Factorial Temperatura (°C) 35 50 65
Fraccionado Tiempo (min) 5 10 15
EAM Potencia (W) 100 350 600
Temperatura (°C) 45 72.5 100

Tiempo (min) 15 17.5 20

Disefio Box-
EAU Amplitud (%) 70 80 90
Behnken

Temperatura (°C) 65 75 85
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Los valores de los CFT en la EAU se detallan en la Cuadro 2.2. Los valores obtenidos oscilaron
entre 48.27 y 81.12 mg GAE/g peso seco, con condiciones de X1:15 min, X2: 35°C y X3: 30 %
para los valores mds bajos, y X1: 5 min, X2: 65 °C y X3: 30 % para los valores més altos. Estos
hallazgos corroboran los hallazgos de investigaciones anteriores que han examinado la
composicion fendlica de varios subproductos de la uva, incluidas las semillas y la piel, que son
abundantes en compuestos fendlicos. Por ejemplo, Benbouguerra et al. (2020) descubrieron que
la concentracién de CFT era de 63 mg GAE/g de peso seco. Por otro lado, Poveda et al. (2018)
describieron una gama de concentraciones de CFT en el subproducto de la uva variedad

tempranillo de 43.08 a 89.15 mg GAE/g.

Los anélisis estadisticos revelaron que la variable mas influyente en la concentracion de
contenido fendlico total fue el tiempo de extraccion, seguido de la temperatura que se encuentra

ilustrada en la Figura 4.2 en la grafica de MSR.

(a) Factor Nombre
B A liempa
B Temperatura
A (= Amplitad
A
=
0 1 2 3 4 5
(¢) (d)
[
e ®
54 T
] 0
56 1 435
) = a0 * o 50 = = Amplitud
Tiempao = Temperatura Temperatura

Figura 4.2. (a) Diagrama de Pareto del disefio factorial fraccional de EAU sobre el CFT del subproducto de uva; (b) Grafico de
superficie de respuesta del disefio factorial fraccional de tiempo- temperatura de extraccién en CFT del subproducto de uva; (c)
Gréfico de superficie de respuesta del disefio factorial fraccionadode amplitud-tiempo de extraccion en CFT del subproducto de
uva; (d) Grafico de superficie de respuesta del disefio factorial fraccionado de temperatura-amplitud de extraccién en CFT a
partir de subproducto de uva.
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La ecuacion de regresion desarrollada se presenta a continuacion.
TPC =329.7-3.16 ST + 6.91 UT — 0.0520 UA — 27.3 Cntrl (3.1

La variabilidad en los valores de CFT entre diferentes estudios puede atribuirse a multiples
factores, como a la influencia en el tipo de solvente, las variaciones de temperatura, la amplitud
utilizada, las disparidades en la composicion de la uva, asi como en los métodos de recuperacion
que son empleados, pueden tener un impacto importante en las concentraciones de CFT en los
subproductos de la uva. Ademads, factores como el momento del cultivo y la cosecha, que tan
madura estd la fruta y el clima pueden ejercer una influencia en estas concentraciones (Tao et al.,
2014; Gonzélez- Centeno et al., 2015; Spinei & Oroian, 2022; Pérez-Porras et al., 2023). Por otro
lado, la cavitacion acustica en la EAU ha sido identificada como uno de los principales
mecanismos que mejora la recuperacion de los dichos compuestos. No obstante, algunos
estudios han demostrado que la cavitacion puede generar radicales libres y especies oxidantes,
resultando en la descomposicion de estos compuestos sensibles al calor. Ademads, se observé que
una amplitud de ultrasonido demasiado alta puede inducir la formacion de espumas y
emulsiones, dificultando su extraccion (Goula et al., 2016), por lo anterior, optimizar los

procesos de extraccion esde gran importancia.

La temperatura (TU) también influy6 en el proceso; hay una correlacion entre la temperatura y la
trasferencia de los CFT de la uva al solvente. Ademds, la temperatura aumenté la cinética de
extraccion al cambiar las interacciones dentro de la matriz vegetal y mejorar la movilidad de los
CFT al reducir la viscosidad del medio y aumentar su permeabilidad celular. No obstante, es
importante tener cuidado con las temperaturas demasiado elevadas porque pueden dafiar algunos

compuestos sensibles. (Media-Torres et al., 2017; Chemat, et al., 2019).
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Por otro lado, se ha analizado que el tiempo de extraccion ejerce una influencia significativa en

los CFT recuperados usando ultrasonido, segin lo informado por Medina-Torres et al. (2017).

Segin sus hallazgos, el proceso de extraccion puede dividirse en dos etapas principales. La

primera etapa, conocida como "lavado", en el cual, durante los primero 10 a 20 minutos de

extraccion se produce la pérdida de los componentes solubles presentes en las superficies de la

matriz de las uvas. Es interesante destacar que en esta etapa se puede lograr una recuperacion de

hasta el 90% del CFT. Mientras tanto, la segunda etapa llamada “extraccién lenta” ocurre

después de los 60 y hasta los 100 minutos.

Cuadro 2.2 Disefio factorial fraccionado y resultados de variables dependientes en EAU.

Condiciones de extraccion

Resultados analiticos

Tiempo Temperatura Amplitud CFT DPPH ABTS CAT
(min) °C) (%)
Corrida  [X1] [X2] X3] Gg‘%%g) e " . o ECG
[TS] [TU] [AU]
1 15 65 70 68.25+£0.91 48.15+0.37 58.85+1.40 63.26£1.40
2 10 50 50 61.81£9.35 47.41£1.74 73.97£1.43 62.13+£1.43
3 5 35 70 52.16£1.05 50.27£1.97 55.51+0.88 55.73+0.88
4 10 50 50 63.6949.35 4691+1.74 58.46+£1.43 62.13+£1.43
5 15 35 30 55.11£2.80 45.55£0.41 55.67+£1.45 56.86+1.45
6 10 50 50 71.7449.35 46.38+1.74 57.2+1.43 62.89+1.43
7 5 65 30 73.62£3.80 46.71£0.97 57.43+0.77 67.03+£0.77
8 15 35 30 48.27+2.80 45.76+0.41 55.44+1.45 60.25+1.45
9 5 65 30 72.61£3.80 48.82+0.97 56.79+0.77 68.16£0.77
10 5 35 70 50.55£1.05 4591£1.97 59.33+0.88 57.61+0.88
11 10 50 50 50.4949.35 45.93+1.74 57.43+£1.43 64.02+1.43
12 10 50 50 77.24+9.35 47.82+1.74 57.73x1.43 61.0+1.43
13 10 50 50 53.749.35 46.63+1.74 57.43+1.43 61.0+1.43
14 15 65 70 70.4£0.91 49.06+0.37 59.83+1.40 64.39+1.40
15 15 65 70 69.86+0.91 48.67+0.37 60.2+1.40 66.65+1.40
16 10 50 50 50.8249.35 51.04+£1.74 57.77£1.43 60.25+1.43
17 15 35 30 52.3+2.807 46.52+0.41 56.7+£1.45 57.61+1.45
18 5 65 30 81.13£3.80 46.78+0.97 57.54+£0.77 68.91+0.77
19 10 50 50 57.2649.35 46.55+1.74 57.13£1.43 64.02+1.43
20 5 35 70 53.1£1.052 46.28+1.97 56.74+0.88 57.61+0.88
21 10 50 50 49.2149.35 44.08+1.74 56.83+1.43 59.87+1.43
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15 15 65 70 69.86 48.67 60.20 66.65

16 10 50 50 50.82 51.04 57.77 60.25
17 15 35 30 52.30 46.52 56.70 57.61
18 5 65 30 81.13 46.78 57.54 68.91
19 10 50 50 57.26 46.55 57.13 64.02
20 5 35 70 53.10 46.28 56.74 57.61
21 10 50 50 49.21 44.08 56.83 59.87

*Los resultados se presentan como promedios de tres repeticiones. El contenido fendlico total es representado por
CFT. La capacidad antioxidante es medida por el ensayo DPPH, y ABTS, y CAT es cantidad de antocianinas. GAE
se utiliza para expresar los resultados de CFT como equivalentes de dcido gélico. PS es peso seco, TEAC expresa la

capacidad antioxidante equivalente a Trolox y ECG se expresa como mg equivalentes de cianidina 3-glucésido.
7.1.1 EAU contenido de antocianinas (CAT) en el subproducto de la uva.

El subproducto de la uva tempranillo tenia un CAT de 55.73 a 68.91 mg ECG/kg. Estos
resultados son semejantes a los hallazgos de Poveda et al. (2018) en su investigacion sobre el
orujo de uva tempranillo. En este estudio, se describe que el uso de un tratamiento de ultrasonido

a 50 °C reflej6 un aumento importante en las antocianinas recuperadas siendo estos resultados de

33.07 a 187.57 mg (ECG).

Los andlisis estadisticos revelaron que la variable que mads influy6 en la concentracién de
antocianinas fue la temperatura. Las variables TS, AU, TU se ajustaron mediante regresion lineal

a la ecuacién 3.2, con R? de 88.87.
ANT =51.15+0.151 TS + 0.2176 TU — 0.00398 AU — 0.23 Cntrl (3.2)

El valor més bajo de antocianinas en esta investigacion, se encontrd en la amplitud mas alta (AU:
70 %), pero en la temperatura y tiempo mas bajos (TU: 35 °C y TS: 5 min). Mientras que, el
contenido de antocianinas mds alto se obtuvo en las condiciones de temperatura mds alta (TU: 65
°C), siendo la temperatura el efecto mds influyente en la extraccion de TAC. Castellanos-Gallo et

al. (2022) reportd que un aumento moderado en la temperatura durante la extraccién puede
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favorecer la cinética de liberaciéon de los compuestos bioactivos, incluyendo las antocianinas.
Esto se debe a que la aplicacion de ultrasonido produce ondas de alta frecuencia que generan un
efecto mecdnico sobre el material, aumentando la permeabilidad de las membranas celulares y
favoreciendo la propagacion de los compuestos bioactivos en el solvente. Esta técnica permite
una extraccion eficiente de los compuestos deseados sin comprometer su integridad y actividad
bioldgica. Es importante destacar que, el uso de temperaturas muy altas comprometerd la calidad
y cantidad de antocianinas asi como su actividad biolégica. Por otra parte, aunque una mayor
amplitud de ultrasonido suele acrecentar la eficiencia de extraccion debido a la mayor intensidad
de las ondas ultrasonicas generadas y a la induccién de la fragmentacion de las estructuras
celulares, no es recomendable utilizar amplitudes excesivas debido a la degradacion de

compuestos sensibles.

De acuerdo con estudios previos, la degradacion del TAC estd relacionada con efectos de
oxidacion originadas por las interacciones de radicales libres que se han formado en la EAU. De
Andrade et al. (2021) reportaron que el incremento a la temperatura se encuentra relacionada
negativamente con el incremento de las antocianinas. Por otro lado, Tiwari et al. (2010) sefialan

cambios en las concentraciones de TAC bajo diferentes condiciones de TS, TU Y AU.
7.1.2 Influencia de la EAU en la capacidad antioxidante.

La actividad de eliminacion de radicales del extracto del orujo de la uva, se valoré6 mediante el
ensayo de ABTS y DPPH. La capacidad antioxidante por ABTS tuvo una variacion en los valores
de 55.44 a 59.83 mg TE/g peso seco como se indica en la Cuadro 2.2. Las condiciones en las
cuales se encontr6 el mejor valor de ABTS fueron las mds altas (TS= 15 min, TU=65 °C y AU=
70 %). Estos resultados indican la presencia de compuestos con capacidad para neutralizar los

radicales libres generados por el radical ABTS.

En la Figura 4.3 se indica como la CA aumenta gradualmente en funcién al TS y la TU. Sin
embargo, la influencia que tiene la temperatura puede llegar a ser dependiente a la clase de

compuesto antioxidante y al tiempo de exposicion (Gonzélez et al., 2020).
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Figura 4.3. (a) Diagrama de Pareto del disefio factorial fraccional de extraccién asistida por ultrasonido en la CA del subproducto
de uva. Técnica por ABTS de subproducto de uva; (b) Grafico de superficie del disefio factorial fraccional de tiempo-temperatura
de extraccién en el ensayo ABTS del subproducto de uva; (c) Grafico de superficie del disefio factorial fraccionado de amplitud-
tiempo de extraccion en el ensayo ABTS del subproducto de uva; (d) Gréfico de superficie del disefio factorial fraccional de
temperatura-amplitud de extraccién en el ensayo ABTS del subproducto de uva.

La ecuacion 3.3 se ajusto a los efectos de las variables ST, AU, TU, con R? de 89.50.

ABTS = 51.391+ 0.0717 TS + 0.07955 TU + 0.002846 AU + 0.205 Cntrl  (3.3)

Los valores registrados para DPPH se muestran en la Cuadro 2.2, con variacion de 45.73 a 48.82
mg TE/g peso seco. La mayor extraccion de antioxidantes por el ensayo DPPH se obtuvo bajo las
condiciones mds altas de temperatura (TU=65 °C), tiempo de sonicacion (TS=15 min) y amplitud

(AU=70 %).

Los resultados en la Figura 4.4. muestran que el TS, TU y AU son factores significativos que

afectan la capacidad antioxidante del subproducto de la uva.
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Figura 4.4. (a) Diagrama de Pareto del disefio factorial fraccional la EAU sobre la CA mediante ensayo DPPH de subproducto de
uva; (b) Grifica de superficie del disefio factorial fraccionado de tiempo-temperatura; (c) Grafico de superficie del disefio
factorial fraccional de amplitud-tiempo de CA mediante el ensayo DPPH del subproducto de la uva; ( d ) Gréfico de superficie del
disefio factorial fraccional de temperatura-amplitud de la CA mediante el ensayo DPPH del subproducto de la uva.

La relacién matematica entre las variables independientes (TS, TU y AU) con su punto central y

la CA por el ensayo de DPPH se describe en la ecuacion 3.4.
DPPH = 42.650 + 0.0516 TS + 0.0679 TU + 0.001189 AU — 0.274 Cntrl  (3.4)

El coeficiente positivo asociado al tiempo, temperatura y amplitud indican que un aumento en el
tiempo de extraccidn se correlaciona con un incremento en la capacidad antioxidante medida por
DPPH. Esto puede atribuirse a una mayor liberaciéon de antioxidantes en los productos derivados
en el subproducto acorde se extiende el tiempo, temperatura y amplitud de extraccion (Ky et al.,

2014).
7.2 Compuestos fenolicos totales de subproducto de uva EAM

Se model6 un disefio factorial fraccionado con tres variables para la EAM del subproducto de uva
tempranillo como se muestra en la Cuadro 2.1, de las cuales EAM; Y1:5-15 min, Y2:45-100 °C,

Y3: 100-600 W. Para la evaluacion de tiempo de
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extraccion (ET), Temperatura (MT) y potencia (MP) en la relacién de extraccion del CFT,

antocianinas y CA en DPPH y ABTS.

Los resultados de CFT en EAM que se muestran en la Cuadro 2.3, variaron entre 27.55 a 77.64
mg GAE/g peso seco, con Y1:5 min, Y2:100 °C Y3: 100 W y Yi: 10 min, Y2:73

°C y Y3 350 W respectivamente. Estos resultados fueron ligeramente superiores a los de

Chimshirova et al. (2021) en cuanto a la cantidad promedio de CFT de 62.14 mg GAE/g peso

seco extraidos. Esto sugiere que las condiciones de extraccion utilizadas en esta investigacion

podrian ser mds efectivas en términos de recuperacion de compuestos fendlicos en comparacion

con la extraccion aplicada en el estudio anterior. Es relevante notar que, las disparidades en los

procedimientos de recuperacion de compuestos, como la TU, TE y la PM, asi como a la variedad

de las uvas utilizadas en ambos estudios, pueden ser responsables de las variaciones en los

resultados.

Cuadro 2.3. Diseifio factorial fraccionado y resultados de variables dependientes en EAM.

Condiciones de extraccion Resultados analiticos

Tiempo Temperatura Potencia CFT DPPH ABTS CAT
(min) °C) (%)
Corridas  [Y1] [Y2] [Y3] Gfxn;:%g) TE(IT(% " TE(X‘(% o ECG
[TE] [MT] [PM]
1 5 45 600 52.7+%0.43  74.59+12.52 53.68+1.64 54.22+0.91
2 15 100 600 45.1949.15 46.37+0.94 55.87+2.93 55.7+2.50
3 5 100 100 27.56+12.1 45.0+1.15 55.48+0.81 55.33+x0.91
4 10 72.5 350 70.67£5.42 56.22+7.19 56.86x1.24 59.76+4.32
5 10 72.5 350 69.59+5.42 48.07+£7.19 58.5+1.24 65.29+4.32
6 10 72.5 250 68.25+5.42  63.5+7.19 57.02+1.24 64.18+4.32
7 15 45 100 43.45+5.53 46.14+0.63 55.62+1.53 55.7+2.16
8 10 72.5 350 56.99+5.42 47.33+7.19 56.49+1.24 58.65+4.32
9 10 72.5 350 70+5.42 46.94+7.19 57.22+1.24 61.23+4.32
10 5 100 100 31.78+12.1 42.48%1.15 55.99+0.81 53.12+0.91
11 15 100 600 66.64+9.15 48.59+0.94 62.09+2.93 60.13+2.50
12 10 72.5 350 T74.15+£5.42 44.23+7.19 53.68+1.24 50.54+4.32
13 5 45 600 52.16+0.43 45.39+12.5 57.27+1.64 53.49+091
14 15 45 100 31.51+5.53 44.59+0.63 57.02+1.53 54.22+2.16
15 10 72.5 350 77.64+£5.42  63.27+£7.19 57.59+1.24 59.76+4.32
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16 15 100 600 61.55+£9.15 48.05+0.94 62.09+2.93 61.6+2.50
17 10 72.5 350 66.91+£5.42 46.14+7.19 57.45+£1.24 55.7+4.32
18 15 45 100 43.04+£5.53  45.18+0.63 53.29+1.53 50.54+2.16
19 5 100 100 55.11+12.1 44.85+1.15 57.41+0.81 54.59+0.91
20 10 72.5 350 65.77£5.42  46.06£7.19  56.9+1.24 55.33+4.32
21 5 45 600 53.23+0.43 51.81+12.5 53.91+1.64 52.01+0.91

*Los resultados se presentan como promedios de tres repeticiones. El contenido fendlico total es representado por
CFT. La capacidad antioxidante es medida por el ensayo DPPH, y ABTS, y CAT es cantidad de antocianinas. GAE
se utiliza para expresar los resultados de CFT como equivalentes de 4dcido gélico. PS es peso seco, TEAC expresa la

capacidad antioxidante equivalente a Trolox y ECG se expresa como mg equivalentes de cianidina 3-glucésido.

Los andlisis estadisticos demuestran que el tiempo de extraccion tiene el mayor impacto en la
concentracion de CFT. A través de un anélisis de regresion, se desarrolld la ecuacion 3.5 que

permite modelar esta relacion.
CFT = 2972+ 3.14TE + 0.356 TM + 0.3301 PM + 218.9 Cntrl (3.5)

El TE mostré un mayor impacto en los resultados obtenidos. Bajo las condiciones de Y1:10 min,
Y2:73 °C y Y3: 350 W, se obtuvo un mayor contenido de CFT de

77.64 mg GAE/g peso seco. Esto sugiere que un tiempo de extraccion mds prolongado puede
facilitar la liberacion de los compuestos fendlicos (Chimshirova et al., 2021). Mientras que, la
potencia utilizada durante la extraccién también demostré tener un impacto en los resultados
obtenidos. Se observé que una mayor potencia de 350 W condujo a un contenido mds alto de

CFT en comparacion con una potencia de 100 W.

La potencia utilizada en la extraccion por microondas tiene un impacto importante en la cantidad
de CFT en la variedad de uva tempranillo que se utilizé en el estudio, ya que al aumentar la
potencia, las ondas electromagnéticas tienen una capacidad mdés alta para trasferir energia de

manera mas eficiente en la matriz alimentaria del subproducto de la uva.
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Esto se traduce en un proceso de extraccion més rapido, donde se reduce el tiempo necesario para
extraer los CFT del subproducto. Ademads, el incremento de la potencia contribuye a elevar las
temperaturas de manera mds eficiente, lo que a su vez aumenta los coeficientes cinéticos de
difusion. Esta combinacion de un menor tiempo de extraccién y una mayor temperatura facilita
una mayor difusién del solvente a través del subproducto de la uva, permitiendo una extraccién

mds eficiente y efectiva de los CFT (da Rocha& Norefia, 2020).
7.2.1 Contenido de antocianinas en el subproducto de la uva EAM

El subproducto de la uva tempranillo sometido a extraccion asistida por microondas presentd un
contenido de antocianinas totales (CAT) que vari6 entre 50.54 y 65.29 mg CGE/kg. Estos valores
son mayores a los alcanzados por Chimshirova et al., (2021) quienes registraron que en una
condiciéon de TE= 20 min se obtuvo una extraccion de 25.52 CGE/kg de semillas de uvas. Este
déficit de CAT se debe a que el contenido de antocianinas es mayor en la pulpa y en el hollejo de

la uva que en las semillas.

El andlisis estadistico realizado revel6 que las variables de temperatura (TM), tiempo (TE) y
potencia (PM) tuvieron un efecto importante sobre el CAT en el subproducto de la uva. Para
cuantificar su efecto, se ajustaron mediante regresion lineal, representada por la ecuacion 3.6, que

mostro un coeficiente de determinacién (R2) de 92.47.
ANT = 46.49 + 0.252 TE 4+ 0.0615TM + 0.00455 PM + 3.88 Cntrl 3.6)

Durante la EAM, que la temperatura suba se encuentra estrechamente relacionado con la potencia
y el tiempo utilizados. Da Rocha & Norofa (2020) reportaron que el aumento de la temperatura
beneficia a la mejora de los coeficientes de propagacion del solvente a través de la matriz celular,

lo cual conlleva a un mayor rendimiento en la extraccion.

Por otra parte, estudios como el de Khan et al. (2018) han demostrado que al incrementar los

tiempos de extraccion y la potencia de la EAM se puede tener efectos negativos en el TAC
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presentes en la muestra. Este aumento en la potencia y tiempo de irradiacion puede generar un
calentamiento excesivo, lo que podria llevar a la degradaciéon de estos compuestos.
Especificamente, se ha observado que los compuestos fendlicos unidos a glucésidos, como 1o son
los 4cidos fendlicos esterificados y glucésidos, pueden ser susceptibles a la descomposicion bajo
las condiciones de EAM. En este sentido, a bajas potencias de extraccion Coelho et al. (2020)

reportaron que se encuentran mayores concentraciones de TAC.
7.2.2 Efecto de la EAM sobre la capacidad antioxidante.

En la Cuadro 2.3 se muestra como aplicando EAM, la CA del extracto de subproducto de la uva
se cuantificé por medio el ensayo de ABTS y DPPH. Los efectos de la eliminacion de radicales
libres por ABTS variaron de 53.61 a 62.09 mg TE/g peso seco. Para los valores bajos y altos, las
condiciones de extraccion evaluadas fueron Yi: 15 min, Y2: 45 °C y Y3: 100 W, y Yi: 15 min,

Y2: 100 °C y Y3: 600 W, respectivamente.

Se ajusté un modelo de regresiéon para analizar los efectos de TE, TM, y PM, en la CA, medida

con ABTS.
ABTS = 45.885 + 0.3590 TE + 0.07488 TM + 0.004897 PM + 0.477 Cntrl (3.7)

El coeficiente para el TE, TM y PM de la ecuacién 3.7 indica que un aumento en el tiempo de
extraccion, temperatura y potencia estd asociado con un incremento proporcional en la capacidad

antioxidante medida por ABTS.

Los valores obtenidos para DPPH se muestran en la Cuadro 2.3, con variacion de 42.48 a 48.59
mg TE/g peso seco y un valor promedio de extraccion de 48.47 mg TE/g peso seco en las
condiciones mas altas en tiempo (TE=15 min) y potencia (PM=600 W), y un valor medio en la
temperatura (TM=45 °C). Por otro lado, la menor extraccién de capacidad antioxidante se midi6
en las condiciones mds bajas de tiempo y potencia evaluadas en el disefio experimental (TE=5
min, PM=100 W) y el valor mas alto en temperatura (TM=100 °C). Este hallazgo indica que, a

diferencia del ensayo de ABTS, el tiempo y potencia son variables de mayor influencia para
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extraccion de la CA por DPPH, mientras que, la temperaturatiene menor influencia.

Estos datos son consistentes a lo registrados por Da Rocha & Noroifia et al., (2020) quienes
midieron la capacidad antioxidante por DPPH en orujo de uva con condiciones de extraccion de
TE= 10 min y PM=1000 W, lo cual result6 en una mayor capacidad antioxidante en comparacion
con tratamientos que emplearon condiciones de extraccion mds bajas. Este aumento en la
capacidad antioxidante se puede atribuir a los efectos de la EAM, en la cual las ondas de
microondas generan diferentes radicales libres, como hidroxilo y peroxilo, entre otras. Estas
reacciones pueden liberar precursores relacionados con el estrés oxidativo que estdn vinculados a

la ruptura de las estructuras poliméricas (da Rocha & Noroiia et al., 2020).

De acuerdo con los las condiciones analizadas por el ensayo de DPPH en la ecuacién 3.8, los

términos de tiempo y potencia fueron significativos (p<0.05).
DPPH = 44.81 + 0.0224 ET — 0.0129 MT + 0.00653 MP + 0.457 Cntrl (3.8)

Chimshirova et al., (2021) reportaron que el CFT estd relacionado directamente con la capacidad
antioxidante presente en la extraccion del subproducto de la uva. De acuerdo con su
investigacion, a TE muy elevados se origina la destruccion de las paredes celulares. Coelho et al.
(2020) sefialan un patron ascendente en la capacidad antioxidante equivalente de Trolox; sin
embargo, cuando la potencia super6 los 400 W, se observé una disminucién gradual en este
valor. También sefiala que otros estudios previos han informado sobre una mejora en la
extraccion de polifenoles con aumentos de potencia en el rango de 100 a 200 W, pero también
una degradacion de los mismos al combinar aumentos de temperatura y potencia de 200 W. Estos
hallazgos podrian atribuirse a la aceleracion del movimiento del solvente causado por la EAM.
La ruptura de las células y una mejor difusiéon de los compuestos extraibles hacia los disolventes

son el resultado de esta técnica.

Los resultados de CFT, antocianinas y capacidad antioxidante por ABTS y DPPH mediante EAU
y EAM que se muestran en las Cuadros 2.2 y 2.3, obteniendo cantidades similares que no fueron

significativas al evaluarse mediante la prueba de TUKEY. Sin embargo, se aplicé la optimizacion
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por medio de EAU de acuerdo con la facil manipulacién del equipo, los tiempos mds cortos de
extraccion y menor energia utilizada. Estos valores son consistentes con los reportados por
Medina- Torres et al., (2017) quienes también reportaron una mejor extracciéon por EAU en

comparacion con EAM.
7.3 Optimizacion de CFT del subproducto de la uva mediante EAU

En este estudio se us6 la MSR para estimar y cuantifica los CFT, antocianinas y CA en DPPH y
ABTS. Para la optimizaciéon del modelo, se aplic6 el diseio Box- Behnken (BBD) de tres

variables descritas en la Cuadro 2.1.

Los CFT fueron de 7.09 a 47.07 mg de GAE/g de peso seco. Con un TS de 17:30 minutos, una
TU de 85 °C y una AU del 70 %, se observo una extraccion de CFT mds alta. Estos hallazgos
superan los de Kaleem et al. (2019), que encontraron valores de CFT entre 12.77 y 34.39 mg
GAE/g con tiempos de 25 minutos y temperatura de 60 °C.

El efecto del tiempo de extraccion sobre el CFT estd relacionado con el tiempo de unién entre el
solvente y el material de extraccion. Un mayor tiempo de extraccion permite una mayor
interaccion entre los CFT en el material y el solvente, lo que mejora la difusion y aumenta la
cantidad de compuestos extraidos. Por otro lado, el efecto de la temperatura puede ser
significativo debido al fendmeno de cavitacion en el medio liquido-sélido. Esto se refiere a la
formacion y disipacion de microcavidades en liquidos por energia. El colapso de estas
microcavidades puede producir ondas de choque locales y microcorrientes, lo que puede mejorar
la energia entre el material sélido y el medio de extraccién. La cavitacién inducida por la
temperatura durante la recuperacién de CFT puede mejorar la desintegracion de las estructuras
celulares del material de extraccion, lo que facilita la liberacion y difusion de los CFT el solvente

(Kaleem et al., 2019).
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Los efectos de las variables sobre CFT y sus interacciones se describen en la ecuacidn polinomial

de segundo orden 3.9.

CFT = —5320 + 88 TS + 86.5 TU + 40.0 AU — 1.79 TS2 — 0.469 TU? + 0.077 AU?
+1.351TS *TU — 1.527 TS« AU — 0425 TU x AU (3.9)

Las variables independientes, tiempo, temperatura y amplitud, tienen una influencia significativa
en la cantidad de compuestos fendlicos totales (CFT) extraidos del subproducto de la uva, como
se muestran en las graficas de superficie en la Figura 4.5. Sin embargo, es importante destacar
que los efectos cuadraticos de estas variables y las interacciones tiempo-amplitud y temperatura-
amplitud tienen un efecto negativo en la extraccion de CFT. Esto implica que, aunque un
aumento en el tiempo, la temperatura y la amplitud ultrasénica por separado pueden resultar en
una mayor extraccion de compuestos fendlicos, existe un punto optimo en el cual estos efectos
positivos se vuelven menos significativos. A partir de ese punto, un incremento adicional en estas
variables no necesariamente conduce a un acrecentamiento proporcional en la extraccion de
compuestos fendlicos, e incluso puede ocasionar una degradacion. Ademds, las interacciones
tiempo-amplitud y temperatura-amplitud también tienen un efecto negativo en la recuperacion de
compuestos fendlicos. Esto sugiere que la combinacion de ciertos niveles de tiempo, temperatura
y amplitud ultrasénica puede afectar disminuyendo la eficiencia de extraccidon de compuestos

fenolicos.
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Figura 4.5. (a) Diagrama de Pareto del disefio Box-Behnken de extraccién asistida por ultrasonido del contenido fendlico total
(CFT) del subproducto de uva; (b) Grifico de superficie de respuesta de optimizacion de tiempo-temperatura de la extraccién de
CFT del subproducto de uva; (c) Gréfico de superficie de respuesta de optimizacién tiempo-amplitud de la extraccion de CFT del
subproducto de uva; ( d ) Gréfico de superficie de respuesta de optimizacién de temperatura-amplitud de la extraccién de CFT del
subproducto de uva.

7.3.1 Efecto de EAU sobre el contenido de antocianinas

Los resultados de la extraccion de antocianinas por la optimizacion de EAU variaron entre 56.48
a 76.44 mg CGE/kg como se observa en la Cuadro 2.4. Estos valores fueron obtenidos utilizando
una combinacién especifica de condiciones de proceso, en donde, TS: 17.5 min, TU: 65 °C y AU:

90 % y TS: 15 min, TU: 85 °C y AU: 80 % para los valores bajo y alto respectivamente.

Cuadro 2.4. Disefio Box-Behnken y resultados de variables dependientes en EAU.

Condiciones de extraccion Resultados analiticos
Tiempo Temperatura Amplitud CFT DPPH ABTS CAT
(min) °O) (%)
Corrida  [Z1] [Z2] [Z3] (mg (mg (mg BCG

GAE/ TEAC/ TEAC/
(TS| (TU] (AU 2) 2) )
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1 15
2 17.5
3 20
4 20
5 17.5
6 15
7 17.5
8 17.5
9 17.5
10 20
11 20
12 15
13 17.5
14 17.5
15 15

65
65
75
85
85
75
65
85
75
75
65
85
75
75
75

80
90
90
80
70
90
70
90
80
70
80
80
80
80
70

25.62+1.55
10.99+1.85
23.34+7.98
28.87+2.39
44.79+£1.47
27.57£2.22
28.54+0.66
16.19+2.45
31.79£2.98
39.59+2.69
6.12+0.93
31.14£1.00
27.89+2.98
31.79£2.98
13.27+3.51

42.71+0.18
44.05+0.05
44.97+0.16
44.52+0.02
43.56+0.22
44.82+0.05
42.86+0.12
42.19+0.023
44.49+0.23
44.140.14
42.69+0.20
45.46+0.34
44.13+0.23
45.02+0.23

57.9240.15
58.22+40.13
58.87+0.13
60.16+0.28
60.83+0.21
59.61+0.17
60+0.16
59.19+0.18
60.59+0.11
60.76+0.010
58.94+0.15
60.87+0.023
60.53+0.11
60.32+0.11

43.85+£0.050 58.62+0.23

62.51+1.71
56.48+0.77
59.87+0.17
65.52+0.81
64.39+1.95
64.77£1.10
61.38+0.81
62.51+0.53
60.63+1.00
62.51+0.46
63.26+1.53
76.44+0.46
61.76x1.00
62.76%1.00
62.89+1.69

*Los resultados se presentan como promedios de tres repeticiones. CFT hace referencia al contenido de fenoles

totales, DPPH se refiere a la capacidad antioxidante por ensayo DPPH, ABTS es la capacidad antioxidante evaluada

por el ensayo ABTS y CAT es cantidad de antocianinas. GAE se utiliza para expresar los resultados de TPC como

equivalentes de acido gélico. PD es peso seco, TEAC expresa la capacidad antioxidante equivalente a Trolox y ECG

se expresa como mg equivalentes de cianidina 3-glucésido.

El andlisis estadistico revelé que las variables de amplitud (AU), asi como los efectos cuadraticos

de tiempo (TS) y temperatura (TU) y la interaccién temperatura y amplitud tuvieron un impacto

significativo en la concentracion de antocianinas en el subproducto de la uva, mostrado en la

Figura 4.6.
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Figura 4.6. (a) Diagrama de Pareto del disefio Box-Behnken de extraccién del contenido total de antocianinas (CAT) asistida por
ultrasonido a partir de subproductos de uva; (b) Gréfico de superficie de respuesta de optimizacién de tiempo-temperatura de la
extraccion de CAT del subproducto de uva; (c) Gréfico de superficie de respuesta de optimizacién tiempo-amplitud de la
extraccion de CAT del subproducto de uva; ( d ) Gréfico de superficie de respuesta de optimizacion de temperatura-amplitud de la
extraccién de CAT del subproducto de uva.

Para cuantificar este efecto, se realizé un ajuste utilizando una ecuacion polinomial de segundo

. ., ., , . . . .z 2
orden, que se expresa a continuacion. Esta ecuacion mostré un coeficiente de determinacion (R”)

de 92.02.

ANT =51.0 — 8.20 ST — 0.458 UT + 2.608 UA + 0.4871 ST?+ 0.02134 UT? —
0.01789 UA? — 0.1368 ST = UT + 0.0075 ST » UA — 0.00094 UT * UA (3.10)

7.3.2 Efecto de EAU sobre la capacidad antioxidante.

Se realiz6 la evaluacion de la actividad de eliminacion de radicales del extracto de orujo de uva

utilizando los ensayos de ABTS y DPPH, tal como se describe en la Cuadro 2.4.

La capacidad antioxidante medida mediante el ensayo ABTS en el subproducto de la uva mostré
una variacion de 57.72 a 60.92 mg TE/g de peso seco. Estos valores fueron obtenidos utilizando
una combinacion especifica de condiciones de proceso, en donde, TS: 15 min, Tu: 85 °C y AU:
80 %. Estos resultados son mds altos en contraste con los reportados en el estudio de Li et al.

(2019), donde la capacidad antioxidante médxima reportada fue de 44.59 mg TE/g DW. En ese
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estudio, se sugirié que este descenso en la capacidad antioxidante podria estar relacionado con un

aumento en la temperatura durante el proceso de extraccion.

La ecuaciéon 3.11 es polinomial de segundo orden, obtenida a partir de las variables
independientes, incluyendo sus términos cuadraticos y las interacciones relevantes como muestra

la Figura 4.7, basdndose en los coeficientes estadisticamente significativos.

ABTS =—77.6 + 5.512TS + 1.073TU + 1.205 AU — 0.0659 TS?— 0.00489 TU? —
0.00493 AU? — 0.01398 TS «TU — 0.02587 TS » AU — 0.00025TU * AU (3.11)
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Figura 4.7. (a) Diagrama de Pareto del disefio Box-Behnken de extraccidn asistida por ultrasonido sobre la actividad antioxidante
del ensayo ABTS de subproducto de uva a partir de subproducto de uva; (b) Gréfico de superficie de respuesta del tiempo-
temperatura de extraccion en el ensayo ABTS del subproducto de uva; (c) Gréfico de superficie de respuesta del tiempo-amplitud
de extraccién en el ensayo ABTS del subproducto de uva; (d) Gréfico de superficie de respuesta de temperatura-amplitud de
extraccion en el ensayo ABTS del subproducto de uva.

Los resultados obtenidos en el ensayo DPPH se presentan en la Cuadro 2.4, mostrando una
variacion en los valores de 42.24 a 45.46 mg TE/g de peso seco en las condiciones de tiempo y
temperatura mas altas (TS: 15 min y TU: 85 °C), con un valor intermedio para la amplitud (AU:
80 %). Estos valores son consistentes con los informados por Li et al. (2019), quienes también
observaron una variacion en los valores de DPPH que oscilaron entre 10.91 a 46.19 mg TE/g de

peso seco. Esta variabilidad se atribuye a la degradacion de la capacidad antioxidante, la cual
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puede ser causada por el incremento de la temperatura en el proceso de extraccién y también por

el tipo de solvente utilizado en el estudio.

Se desarroll6 la ecuacién 3.12 para ajustar y modelar los efectos de las variables independientes,

términos cuadrdticos y sus interacciones en la capacidad antioxidante medida por el ensayo de

DPPH.

DPPH =-79.2—-042TS + 2.177TU + 1.090 UA + 0.0349 TS?2— 0.01022 TU? —
0.00411 AU? — 0.01021 TS xTU — 0.00033 TS * AU — 0.00539TU * AU (3.12)

Los coeficientes asociados a cada término de la ecuacion reflejan la magnitud y direccion de
dichos efectos. Por ejemplo, en la Figura 4.8 se observa que un incremento en la TU y la AU
resulta en un aumento positivo en la capacidad antioxidante, mientras que un incremento en el TS
muestra un efecto negativo. Ademds, los términos cuadrdticos y las interacciones entre las

variables también influyen en la capacidad antioxidante.
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Figura 4.8. (a) Diagrama de Pareto del disefio Box-Behnken de extraccion asistida por ultrasonido sobre la actividad antioxidante
mediante ensayo DPPH de subproducto de uva a partir de subproducto de uva; (b) Grafico de superficie de respuesta del tiempo-
temperatura de la actividad antioxidante mediante el ensayo DPPH del subproducto de la uva; (c) Grafico de superficie de
respuesta de amplitud-tiempo de la actividad antioxidante mediante ensayo DPPH de subproducto de uva; ( d ) Grafico de
superficie de respuesta de temperatura-amplitud de la actividad antioxidante mediante ensayo DPPH de subproducto de uva.
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7.4 Capacidad antioxidante de extractos de subproducto de uva en bebidas.

La Cuadro 2.5 muestra los resultados de la influencia del extracto acuoso del subproducto de la
uvaen la capacidad antioxidante de tres tipos de bebidas: jugo de zanahoria, jugo de manzana y

suerode la leche.

Las bebidas evaluadas con 400 mg/kg del extracto de subproducto de uva mostraron mayor
capacidad antioxidante que las muestras tratadas con dcido ascorbico comercial y las bebidas de
control; esto indica que el tiempo de almacenamiento influye en la degradacién de la capacidad
antioxidante medida por ABTS y DPPH y demostrando que en ambos ensayos hay diferencias
estadisticas entre sus mediciones a través del tiempo. Estos resultados revelan que el extracto del
subproducto de uva puede mejorar la capacidad antioxidante del jugo de zanahoria, manzana y el
suero de leche, durante el dia 1 hasta el dia 5. Esto se debe a que la extraccién por ultrasonido, al
emplear ondas sonoras de alta frecuencia, podria haber facilitado la liberacién y extraccidén
eficiente de estos compuestos antioxidantes del subproducto de la uva (Nadeem et al., 2018). Por
otro lado, las bebidas adicionadas con 4cido ascorbico pudieron haber obtenido una capacidad
antioxidante inferior a causa de la posible degradacion de 4acido ascorbico durante el
almacenamiento; este efecto puede atribuirse principalmente a la oxidacién causada por la
exposicion al oxigeno, asi como a la influencia de la temperatura y otros compuestos reactivo

presentes en la bebida (Castro-Lopez et al., 2016).

Cuadro 2.5. Capacidad antioxidante por DPPH y ABTS y pH de jugos de zanahoria, manzana y suero de leche con extracto de
subproducto de uva, y dcido ascérbico.

Tiempo de almacenamiento (Dias)

0 1 2 3 4

Tratami-
DP AB pPH D A
ento DPP ABT DPP ABT DPP ABT
pH pH pH PH TS DP BT pH
H S H S H S
H S
JZE 52.8 57.6 645 478 565 635 40.1 515 6.02 20. 45. 57 19. 40. 5.5
8 6 2 8 9 7 85 08 2 46 19 9
JZA 50.7 759 643 474 593 632 388 506 592 19. 43. 56 17. 38. 55
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JZC

JME

IMA

IMC

SLE

SLA

SLC

9 6 3 7 5 8 01 8 8 38 38
505 63.0 6.65 459 53.0 66 459 489 641 35 41. 58 0.8 35.

2 1 3 9 3 1 6 % 3 42 77
83.5 847 399 816 844 405 712 844 406 54. 82. 4.0 49. B8l.
3 2 9 4 4 1 97 89 47 24
833 950 392 825 830 402 772 805 404 77. 80. 4 70. 79.

8 3 4 7 1 4 05 08 28 50
748 819 401 735 768 41 608 762 411 39. 74. 4.0 23. 73.

1 4 1 5 7 1 62 26 9 22 34

- 41.0 5.89 - 149 593 - 889 594 - 83 59 - 78
112. 9 52.7 1 43.0 96 4 2 50 6
55 8 0 5 02

- 33.6 5.76 - 142 5.87 - 8.84 59 - 88 58 - 17
62.7 6 46.1 1 32.0 14. 2 5 10. 1
5 7 1 85 89

- 28.5 5.94 - 10.7  5.98 - 871 604 - 79 59 - 55
118. 4 18.3 7 156 4 12. 9 7 11. 1
65 0 6 55 04

5.7

4.0

3.9

4.0

5.9

5.8

59

*Los tratamientos se realizaron por triplicado expresandose como medias. Los
resultados de DPPH y ABTS se expresan en % de inhibicién. El extracto adicionado

del subproducto de uva fue: TS: 15 min, TU: 65 °C y AU: 70 %.

7.4.1 pHYy color perceptible en bebidas adicionadas con subproducto de uva.

Los resultados de pH de los 3 tratamientos de bebidas adicionadas con extracto de subproducto

de uva se muestran en la Cuadro 2.5.

El jugo de zanahoria registr6 un pH mads 4cido en el tratamiento con dcido ascérbico que la
muestra adicionada con extracto de subproducto de uva, mientras que, el tratamiento de control
obtuvo un pH mayor. Los valores de pH para los tres tratamientos en los cinco dias de evaluacion
tuvieron una disminucién gradual como consecuencia a la presencia de dcidos orgdnicos

naturales en las
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zanahorias durante el almacenamiento (Naik et al., 2023). Por otro lado, el jugo de manzana y el
suero de la leche mostraron un aumento en el pH durante el almacenamiento (dia 1 y 2); Qian et
al.,, 2023 lo atribuy6é a la actividad microbiana y a la produccién de compuestos alcalinos.
Ademds, el pH puede influir en la estabilidad de los antioxidantes presentes en las bebidas, ya
que algunos compuestos antioxidantes pueden ser mds estables y efectivos en un rango de pH
especifico. Por lo tanto, nuestros resultados respaldan la importancia de controlar el pH durante la
formulacién y almacenamiento de estas bebidas para mantener la estabilidad de los componentes

antioxidantes y garantizar su calidad y efectividad.

El color de los tres tratamientos de jugo de zanahoria, manzana y el suero de leche, durante el dia
0 al 4 se muestra en la Figura 4.9. El andlisis comparativo del color perceptible al ojo humano
entre el suero de leche (Figura 4.9 c) y el jugo de zanahoria (Figura 4.9 a) revel6 resultados
similares, sin presentar diferencias significativas. Por otro lado, se observé que el jugo de
manzana (Figura 4.9 b) con extracto de subproducto de uva exhibié una coloracién mads intensa
en comparacién con el jugo de manzana adicionado con 4cido ascoérbico. Estos hallazgos
sugieren que la adiciéon de extracto de subproducto de uva puede tener un efecto positivo en la
intensidad del color del jugo de manzana, superando incluso la influencia del 4cido ascérbico y el

jugo natural.
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Figura 4.9. Color perceptible al ojo humano durante su almacenamiento en los dias 0, 1, 2, 3 y 4 del; (a) Jugo de zanahoria con
extracto de subproducto de uva (JZE), Jugo de zanahoria con dcido ascérbico (JZA) y jugo de zanahoria control (JZC); (b) Jugo
de manzana con extracto de subproducto de uva (JME), Jugo de manzana con 4cido ascérbico (JMA) y jugo de manzana control
(JMCO); (c) suero de leche con extracto de subproducto de uva (SLE), suero de leche con dcido ascérbico (SLA) y suero de leche

control (SLC).
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8 CONCLUSIONES

La investigacién actual ha demostrado que la técnica EUA es efectiva para extraer CFT del
subproducto de uva. Los resultados registrados a través del disefio factorial fraccionado y la
optimizacion con el diseiio Box-Behnken revelaron que las condiciones de extraccion lograron el

objetivo establecido.

En particular, se observo que los valores altos de temperatura (TU: 85 °C), tiempo de sonicacion
bajo (TS: 15 min) y amplitud media (AU: 80 %) eran las mejores condiciones para la extraccion
de CA. La temperatura més elevada mejord la solubilidad de los compuestos, mientras que el
tiempo de extraccion (TS) afectd la cantidad extraida, por lo que, la temperatura, el tiempo y la
amplitud fueron variables independientes que causaron un efecto importante en la extraccion de

estos micronutrientes.

Ademds, los extractos resultantes de esta investigacion reportaron una buena capacidad
antioxidante en comparacion a los estudios reportados anteriormente. Este descubrimiento es
relevante ya que, se sugiere que estos extractos podrian aprovecharse como ingredientes en la
formulacion de bebidas saludables. Especificamente se demostré que, al incorporar el extracto de
subproducto de uva en bebidas como jugo de zanahoria, jugo de manzana y suero de leche, se
mejord la capacidad antioxidante durante el almacenamiento en comparacion con los aditivos
quimicos tradicionales; por lo que, los extractos naturales derivados de la uva superaron en

calidad y eficiencia.

La viabilidad del uso de subproducto de la uva a escala industrial se ve respaldada por la
eficiencia del proceso de EAU en conjunto con la disponibilidad del residuo agroindustrial. Esto
sugiere que, la produccién a gran escala de extracto de subproducto de uva es factible y
econdmicamente viable. Ademads, la demanda creciente de ingredientes naturales y saludables en
la industria de alimentaria hace que estos extractos sean ain mds atractivos como ingredientes

funcionales.
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ANEXOS

Cuadro 3.1. Analisis de varianza (ANOVA) de CFT, DPPH, ABTS DE extraccion asistida
por ultrasonido

Respuesta
CFT DPPH ABTS CAT

Principales

Efectos

TS 10.5" 0.031° 02209° -2.024"
TU 56.6° 0.336°  0.7425° 273"

UA 6317 0224° -05472° -1.93"
Efectos

cuadraticos

TS? 1120 02187 -0412°  3.044
TU? 469"  -1.022° -0.489" 2.134
UA? 7.7 04117 -0493  -1.789"
Efectos

Interacciones

TS*TU 33.8 -0.255 -0.35 -3.421

TS*UA 38.2 20.008  -0.647 0.188

TU*UA 425 0.539  -0.025  -0.094

Analisis de
varianza de

modelo

cuadratico

R? 54.46 60.04 84.04 92.02
R? adj 39.28 46.72 78.72 89.35

*Significancia en p < 0.05.
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