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RESUMEN

El presente estudio tiene como objetivo evaluar el rendimiento en la extraccién de
compuestos fendlicos (CF) del bagazo de uva roja (Vitis vinifera) recuperados bajo
diferentes métodos de extraccion: acuoso, organica y microondas (MAE). Se
utilizé bagazo de uva roja variedad merlot, el cual se sec6, se limpid se molié y se
tamizé. Se establecieron las condiciones para realizar las extracciones acuosas y
organicas por métodos convencionales y con extraccion asistida por microondas
(MAE). Se cuantificaron los fenoles totales (FT), taninos condensados (TC) y
antocianinas totales (AT). En todos los casos se determiné el efecto de la
aplicaciéon de un tratamiento fisico de ultrasonido (sonicacion) previo a las
extracciones. Principalmente se estandarizaron las condiciones de extraccion para
el método acuoso. En el caso de extraccion organica se hizo una adaptacién a la
mezcla de disolventes y para la extraccion asistida por microondas (MAE) se
propusieron: la mezcla solventes de la extraccion organica (etanol-acetato de etilo-
agua), etanol 100%, agua 100% y mezclas etanol-agua (80:20 y 50:50) para
evaluar y comparar los métodos con un enfoque de quimica verde. Para el caso
de FT, los mejores resultados se lograron utilizando la extraccion organica
convencional y la MAE etanol-agua (80:20) por 6 min, en ambos casos con
sonicacién. Para TC, el mejor método fue la MAE, EtOH-H,0 en relacién 80:20 por
6 min sin sonicar seguido del mismo meétodo con sonicacion previa y de la
extraccion con EtOH al 100%. Con respecto a AT, el mejor método fue la MAE
EtOH-H,0 (50:50) por 6 min seguido de EtOH-H,O (80:20) por 2 min, ambos con
sonicacion previa. Los resultados sugieren que MAE es un método con potencial

para recuperar compuestos fendlicos de bagazo de uva.

Palabras clave: Bagazo de uva, Extraccién Asistida por Microondas, MAE,
compuestos fendlicos, Vitis vinifera.
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SUMMARY

This study aims to evaluate the extraction performance of phenolic compounds
(PC) from red grape bagasse (Vitis vinifera) recovered under different methods:
aqueous, organic and microwave (MAE). Red grape bagasse from merlot variety
was used, which was dried, cleaned, milled and sieved. Conditions were
established for aqueous and organic extractions by conventional and microwave
assisted extraction (MAE). Total phenols (TP), condensed tannins (CT) and total
anthocyanins (TA) were quantified. In all cases, the effect of ultrasound physical
treatment (sonication) prior to extractions was determined. Mainly there were
standardized the extraction conditions for the aqueous method. For organic
extraction the solvent mixture was adapted and for the microwave-assisted
extraction (MAE) there were are proposed: the mixture of organic extraction
solvent (ethyl acetate-ethanol-water), ethanol 100% , water 100% and mixtures of
ethanol-water (80:20 and 50: 50) to evaluate and compare the methods with a
focus on green chemistry. In the case of FT, best results were achieved using
conventional organic extraction and extraction by MAE EtOH-H,O (80:20) for 6
min, in both cases with sonication. For TC, the best method was MAE EtOH-H,O
(80:20) for 6 min without sonication followed by the same method with sonication
prior to extraction and extraction with ethanol 100%. Regarding AT, the best
methods were MAE EtOH-H,O (50:50) for 6 min followed by MAE EtOH-H,O
80:20) for 2 min, both with previous sonication. The results suggest that MAE is a

potential method for recovering grape bagasse phenolic compounds.

Key words: Grape bagasse, Microwave Assisted Extraction MAE, phenolic

compounds, Vitis vinifera.
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I. INTRODUCCION

El interés por las fuentes renovables y abundantes en antioxidantes naturales ha
crecido por su potencial bioldégico y datos toxicolégicos en comparacion con los
antioxidantes sintéticos y, por otra parte, existe también la preferencia por fuentes
naturales ricas en compuestos antioxidantes y de origen residual, en particular los
provenientes de las actividades agroindustriales y forestales. Lo anterior obedece
a que dichas fuentes son ricas en compuestos antioxidantes, como los
compuestos fendlicos (CF) (Dominguez et al., 2001). En las plantas los polifenoles
contribuyen a la resistencia ante microorganismos e insectos. Ademas, ayudan a
preservar su integridad por su continua exposicidon a ambientes estresantes como
radiacion UV, alta temperatura, sequia o falta de humedad, aire con sustancias
toxicas, en pocas palabras cambios climatolégicos extremos (Brovillard et al.,
1997).

Asimismo, se ha estudiado que los compuestos fendlicos exhiben propiedades
fisiolégicas tales como antialergénicas, antiarterogénicas, antiinflamatorias,
antimicrobianas, antioxidantes, antitrombaticas, son cardioprotectores y con efecto
vasodilatador (Benavente-Garcia et al., 1997; Samman et al., 1998; Middleton et
al., 2000; Puupponen-Pimia et al., 2001; Manach et al., 2005). La actividad
antioxidante de los CF se debe a su habilidad para estabilizar a los radicales libres
(RL) donando atomos de hidrégeno, electrones o cationes metalicos que fungen
como agentes quelantes (Afanasév et al., 1989; Amarowicz et al., 2004). Debido a
lo anterior, se les reconoce como moléculas capaces de disminuir las
enfermedades crénicas (enfermedades del corazoén, infartos, cancer,
enfermedades respiratorias, diabetes) y enfermedades degenerativas
(osteoartritis, enfermedades neurodegenerativas) por la edad (Heim et al., 2002;
Oboh et al., 2007).

Los antioxidantes provenientes de frutas y vegetales disminuyen el estrés

oxidativo causado por los RL protegen al cuerpo humano de especies reactivas de



oxigeno (ERO), impidiendo el dafio a nivel celular ocurrido por la oxidacién de
lipidos, proteinas, carbohidratos e incluso del ADN (Garcia-Gasca et al., 2009).
Adicionalmente también previenen la rancidez de los lipidos en los alimentos por
lo que, actualmente, se estudian los efectos biolégicos de los CF de diversas
fuentes en la formulacién de alimentos funcionales o por sus potenciales
aplicaciones en alimentos como conservadores, antioxidantes, mejoradores, entre
otros (Garrote et al., 2004).

La uva es un fruto con capacidad antioxidante y con potenciales efectos en la
salud. El 63% de los fenoles totales (FT) de las vides de variedades tintas se
encuentra en las semillas, el 34% en las pieles (orujo) y el 3% en el jugo (Meyer y
Hernandez, 1970; Bourzeix et al., 1986). Asimismo, los extractos obtenidos de las
semillas o de la piel de uva (el pomum) como subproductos del vino, sidra y jugos
industriales han sido considerados como ricas fuentes de antioxidantes naturales
(Revilla y Ryan, 2000; Wang et al., 2000; Jayaprakasha et al., 2001; Ahn et al.,
2002; Murthy et al., 2002).

El bagazo de uva esta constituido principalmente por semilla y piel. Se considera
una buena fuente de compuestos fendlicos ya que en el extracto de la semilla se
encuentran antioxidantes hidrofilicos (las procianidinas, y una mezcla de
oligoméricos) que tienen un alto poder antioxidante (Katiyar, 2008). Los CF
presentes en la piel de la uva se clasifican en flavonoides (flavonoles, antocianos,
catequinas, epicatequinas y resveratrol) y no flavonoides (acido benzoico, acido
cinamico y estilbenos) (Bogs et al., 2006; Wang et al., 2007). Mufoz (2009)
observd que la cantidad de FT de bagazo de uva Vitis vinifera no presento
cambios a diferentes temperaturas de incubacion hasta un tiempo de 96 horas,
siendo los taninos condensados (TC) los que mostraron inestabilidad en funcion
de la temperatura. Este extracto presentd efecto citotoxico en funcion de la

concentracion sobre células humanas de cancer de mama.



Tradicionalmente, los métodos de extraccion aplicados a la semilla o residuos de
la uva mantiene el uso de solventes organicos como el metanol, etanol, acetato de
etilo y acetona. El metanol es el solvente mas efectivo para este tipo de procesos
(Ashraf-Khorassani y Taylor, 2004). En contraparte, un estudio reciente de
extraccion de FT a partir de las semillas de vid, sefala que el agua es un buen
solvente para estos compuestos en relacidon a los solventes organicos (Paladino y
Zuritz, 2011).

En el proceso organico convencional, la obtenciéon de CF requiere comunmente
del uso de solventes y tiempos largos de extraccion. Sin embargo, a través del
tiempo se ha buscado hacer mas eficientes los procesos a partir de la
consideracion de las propiedades fisicas y quimicas de las distintas moléculas en
estudio. Tal es el caso de la extraccion con fluidos supercriticos (SFE), extraccion
por sonicacion y la extraccion asistida por microondas (MAE), entre otros. La
extraccion asistida por microondas (MAE), con respecto a los métodos
convencionales, presenta ventajas como tiempos cortos, uso de poco solvente y
alta velocidad y cinética de extraccion (Zheng et al., 2009). Hoy en dia existe una
preocupacion creciente por desarrollar o mejorar procesos quimicos en armonia
con el ambiente y, al respecto, existe poca informacién para la extraccion de CF
del bagazo de uva. Por lo tanto, el presente trabajo propone el establecimiento de
condiciones de extraccion mediante el empleo de las microondas como fuente
alterna de energia, evaluando asi la recuperacion de los compuestos fendlicos

presentes en el bagazo de uva roja Vitis vinifera.



Il. ANTECEDENTES
2.1 Antioxidantes

Los alimentos vegetales han sido encontrados ricos en CF, acido ascérbico,
carotenoides, fitosteroles, antocianinos y policosanoles, todos conocidos por su
efecto significativo en la salud humana por combatir y prevenir los efectos
negativos de los radicales libres (RL) (Ademiluyi et al., 2009), un ejemplo de ello

es la peroxidacion lipidica (Figura 1).
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Figura 1. Peroxidacion lipidica (Mathews et al., 2002)

La inhibicién de las reacciones iniciadas por especies reactivas de oxigeno (ERO)
en los alimentos es muy importante en la preservacion de la estabilidad oxidativa
de éstos ya que la peroxidacion de lipidos no soélo se lleva a cabo a nivel celular.
En los alimentos también se presenta la peroxidacion, como una escision
homolitica de peréxidos preformados y catalizadas por iones metalicos como

hierro, cobre y por las proteinas hemo (Korycka-Dahl y Richardson, 1980).



Los RL junto con otros factores de riesgo relacionados dan origen en la mayoria
de los casos a enfermedades crénicas como la obesidad, cardiopatia isquémica,
enfermedad vascular cerebral y periféricas, degeneracién de paredes arteriales,
hipertension arterial, diabetes mellitus, insuficiencia renal créonica y de las
enfermedades degenerativas por la edad como pueden ser: arteroesclerosis,
parkinson, alzheimer, algunos tipos de cancer, osteoporosis, intolerancias a los

hidratos de carbono (Casanueva et al., 2001; Ademiluyi et al., 2009).

Los antioxidantes detienen o previenen una cadena de propagacion oxidativa,
mediante la estabilizacion de los RL (Mennen et al., 2005). Estas defensas
antioxidantes se dividen en dos grandes grupos: enddgenos y exogenos (Manach
et al., 2004).

2.1.1 Antioxidantes endégenos: Estan dotados por el propio sistema
biologico, algunos ejercen un papel protector y son reemplazados por la sintesis
de éstos por el propio organismo y son subdivididos en enzimaticos (Figura 2) y no

enzimaticos (Mathews et al., 2002).

\ >SOD /

20, +2H* — H,0,+0,

2H,0, — 2H,0+0,

2 GSH + H,0, —> GSSG +2 H,0

Figura 2. Defensa antioxidante enzimatica (Adaptacion de Manach et al., 2004)



Los antioxidantes enzimaticos que estan presentes en el organismo de los seres
vivos protegen frente a las ERO producidas durante el metabolismo. Existen 3
sistemas principales que son la superdxido dismutosa (SOD), la catalasa (CAT) y
la glutation peroxidasa (GPX) y representan la primera barrera frente a la
produccion de RL (Mathews et al., 2002).

La SOD pertenece a una familia de metaloenzimas que catalizan la dismutacién
del anién superoxido (una reaccion en la que las dos moéleculas de sustrato
idénticas tienen destinos suficientes), en este caso en particular una molécula de
peroxido se oxida y la otra se reduce originando asi el peréxido de hidrogeno y
oxigeno. Existen distintas formas dependiendo del metal y del centro catalitico:
[oZn, Cu-SOD citosolica, la Mn-SOD mitocondrial y la EC-SOD extracelular
(Mathews et al., 2002; Manach et al., 2004).

La CAT es una hemoproteina tetramérica con una tasa de renovacion elevada,
que cataliza la descomposicion del peroxido de hidrogeno en agua y oxigeno. Esta
presente en la mayoria de las células eucariotas localizandose a nivel de los

peroxisomas (Mathews et al., 2002; Manach et al., 2004).

La GPX también contribuye a la eliminacion del peréxido de hidrogeno pero, a
diferencia de la CAT que usa el peroxido de hidrégeno como dador de electrones,
la GPX utiliza también el glutation reducido (GSH) para obtener asi dos moléculas
de agua junto con la oxidacion del glutation (GSSG). Existen dos formas, selenio
dependiente e independiente. En vertebrados, se encuentra en el citosol y en las
mitocondrias. Ademas esta la glutation reductasa, que se encarga de mantener la
proporcion GSH/GSSG (Mathews et al., 2002; Manach et al., 2004).

Los antioxidantes no enzimaticos enddégenos son compuestos que actuan tanto a

nivel celular como extracelular (Figura 3).
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Figura 3. Defensa antioxidante no enzimatica (Adaptacion de Manach et al., 2004;

Dominguez-Rodriguez et al., 2009)

Estos compuestos son los responsables de la actividad antioxidante de los fluidos
biolégicos como el plasma y dan proteccion a particulas y macromoléculas
circulantes. Se modifican al reaccionar con RL y necesitan ser reemplazados,
forman parte de la segunda barrera antioxidante (Manach et al., 2004). Son
moléculas reductoras de tamanos pequefios e hidrosolubles como el glutation
reducido, abundante en las células y su cometido es la proteccién antioxidante
celular y mantiene el poder antioxidante de las enzimas dependientes del
glutation. El acido urico es producto del desecho del metabolismo de purinas y
tiene la capacidad de unirse al perdéxido e inactivarlo (Mathews et al., 2002),
presenta quelacion ante RL asi como de iones metalicos (hierro y cobre). La

Melatonina es un recolector de los radicales libres, ademas de ser un cronobidtico



regulador fisiolégico del suefio. La Coenzima Q conocida como ubiquinona o
ubidecarenona, antioxidante liposoluble necesario para el funcionamiento de cada
célula del organismo dado que amortigua el efecto de los RL ejerciendo asi un

efecto protector sobre las membranas celulares (Manach et al., 2004).

2.1.2. Antioxidantes exégenos: Provienen de la dieta y para ser

reemplazados se necesita ingerirlos nuevamente (Figura 4).
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Figura 4. Defensas antioxidantes dietarios (Adaptacion de Mathews et al., 2002; Rice-
Evans et al., 1996)

Son llamados antioxidantes dietarios ya que retardan o previenen la oxidacién

(Halliwell, 1999; Manach et al.,, 2004). Pueden actuar tanto como pro o

antioxidantes ya que pueden auto-oxidarse en presencia de metales para producir

ERO. Los mas sobresalientes son el a-tocoferol, los carotenoides y los polifenoles

que también actuan como segunda barrera frente a la peroxidacién lipidica, a



diferencia de aquellos hidrofilicos como lo es acido ascdérbico que por si mismo no

se considera tan efectivo (Mathews et al., 2002).

Las vitaminas liposolubles como el a-tocoferol o vitamina E son capaces de
impedir las reacciones en cadena producidas por los radicales hidroperéxido
durante la peroxidacion lipidica por que atrapa al radical hidroxilo («OH) y al anién
superdxido (O,*) que neutraliza al oxigeno singulete ('O,) y al peréxido de
hidrogeno (H20,). El a-caroteno que ofrece una proteccion eficaz frente al oxigeno
singulete de forma directa atrapa RL, de forma indirecta quela iones de metales de
transicién reduciendo asi su capacidad oxidante y protegiéndolo de la oxidacion de
las lipoproteinas de baja densidad (LDL) y regenera también a las vitaminas Ey C
(Mathews et al., 2002).

Por otra parte el acido ascoérbico o vitamina C es un antioxidante no menos
importante debido a su hidrosolubilidad y su facil oxidacibn a acido
deshidroascorbico. En los lipidos extracelulares las concentraciones de glutation
son menores a las del ascorbato que desempeifa una proteccion antioxidante
extracelular ante la peroxidacion lipidica, mas que como acido ascérbico, que
también atrapa radicales hidroxilo y anidn superéxido, regenera la vitamina E y
neutraliza al oxigeno singulete (Mathews et al., 2002). Por su parte, la accién
antioxidante de los polifenoles se debe a la reactividad del grupo fenol (Kahkénen
et al., 2001; Robbins, 2003).

2.2 Compuestos fendlicos

Los polifenoles estan asociados a caracteristicas sensoriales (sabor, astringencia,
dureza), a las caracteristicas nutritivas (asimilacion de nutrientes y sintesis
proteica) y a las propiedades antioxidantes de los alimentos de origen vegetal
(actividad enzimatica, fotosintesis, formacion de componentes estructurales,
alelopatia y defensa ante los factores adversos del ambiente) (Kahkonen et al.,
2001; Robbins, 2003).



También son conocidos como Compuestos Fendlicos (CF) son subproductos del
metabolismo de las plantas, y su largo numero de carbonos es indicativo de que
pueden sufrir varias reacciones de hidroxilacién, metoxilacién, glucosilacién y
acilacién durante su biosintesis. Metabdlicamente dependen de la via fosfato
pentosa, shikimato y fenilpropanoide y su concentracion varia a lo largo del ciclo
vegetativo (Randhir et al., 2004).

Los polifenoles presentan acciones  molusquicidas, antihelminticas,
antihepatotoxicas, antinflamatorias, antidiarreicas, antiulcera, antivirales,
antialérgicas, vasodilatadoras entre otras. Se ha demostrado que inhiben la
replicacion del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y del virus simplex
humano (VSH), inhiben a las glucosil transferasas del Streptococcus mutans
(caries dental), inhiben la autoxidacién del ascorbato, también inhiben efectos
citotdxicos, la promocién del crecimiento tumoral y a la enzima xantina monoamina
oxidasa. Asimismo, la actividad antioxidante de los fenoles es el origen de
funciones bioldgicas tales como la antimutagénica, anticancerigena y de
antienvejecimiento entre muchas otras (Velioglu et al., 1998; Proestos et al.,
2005).

En general, los polifenoles cuentan con mas de 8000 especies quimicas en la
naturaleza, que se representan en mas de 4000 compuestos diferentes (Ferro-
Luzzi y Serafini, 1995; Dreosti, 1996; Bravo, 1998; Croft, 1998; King y Young,
1999). Todos ellos poseen al menos un anillo (Robbins, 2003) y se clasifican en 3
grupos principales (Ferro-Luzzi y Serafini, 1995): Grupo 1: Fenoles simples y
acidos fendlicos; Grupo 2: Flavonoides; Grupo 3: Derivados del acido

Hidroxicinamico.

Estructuralmente los CF comprenden un anillo aromatico con uno o mas
sustituyentes hidroxilo (Cuadro 1), desde los fendlicos simples hasta los taninos
condensados respectivamente (Bravo, 1998). Estan presentes como conjugados

con mono- y polisacaridos enlazados a uno o mas grupos fendlicos y pueden
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también ocurrir como derivados funcionales como: los ésteres de metilo
(Harborne, 1989; Shahidi y Naczk, 1995; Harborne et al., 1999).

Cuadro 1. Clases de compuestos fendlicos en plantas

‘ Clase Estructura
Fendlicos simples, benzoquinonas Ces
Acidos Hidroxibenzoico Cs- Cy
Acetofenonas, acidos fenilacéticos Cs-Co
Acidos hidroxicinnamico, fenilpropanoides  Cg- C3
Naptoquonas Ce-C4
Xantonas Cs-C1-Cs
Stibanas, antraquinonas Cs—Cs-Cg
Flavonoides, isoflavonoides Ce—C3-Cg
Neolignanos (Ce—Cs)2
Lignanos (Ce—C3s)n
Bioflavonoides (Ce—Cs3- Cé)2
Taninos condensados (C6—Cs3- Co)n

(Harborne, 1989; Harborne et al., 1999)

2.2.1 Fendlicos simples

Los acidos hidrobenzoicos (Figura 5a) incluyen al acido galico, al
p-hidroxicinamico, protocatequico, vainillico y acido siringico, que en comun tienen
la estructura Ces-Cq. Los acidos hidroxicinamicos (Figura 5b), entre otros, son
compuestos aromaticos con una cadena en el C;3 (C-C3), como los acidos cafeico,

ferulico, p-coumarico y sinaptico siendo estos los mas comunes (Bravo, 1998).
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(a) COOH COOH
HO OH OH
OH OH
Acido galico Protocatequico
(b) N COOH HO X ~COOH
OH HO
[p-CoUmarico Acido cafeico
H5CO X~ COOH H;CO X ~COOH
HO HO
OCH;
Acido ferulico Acido sinaptico

Figura 5. Estructura de compuestos fendlicos simples (Nagendran et al., 2006)
2.2.2 Flavonoides

De la clasificacion general de polifenoles, los flavonoides son compuestos de bajo
peso molecular, constituidos de 15 atomos de carbono, arreglados en la
configuracion (Cg-C3-Cs) (Figura 6). Esencialmente la estructura general consiste
en dos anillos aromaticos A y B, unidos por puente en Cs, usualmente en forma de

un anillo heterociclico C (Nagendran et al., 2006).
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Flavonoide

Figura 6. Estructura genérica de un flavonoide (Nagendran et al., 2006)

El anillo A es derivado del metabolismo de acetato/malonato, mientras que el anillo
B es derivado del fenilalanina por la via del shikimato (Bohm, 1998; Merken y
Beecher, 2000). Las sustituciones de los anillos A y B generan diferentes tipos
flavonoides (Pietta, 2000). Las sustituciones de los grupos —OH, pueden incluir
oxigenacion, alquilacién, glicosilacion, acilaciéon y sulfacion (Bohm, 1998; Hollman
y Katan, 1999).

Las variaciones en los modelos de sustitucion para el anillo C resultan en las
demas clases de flavonoides, flavonoles, flavonas, flavanonas, flavonoles,
isoflavonas, flavanonoles y antocianidinas (Hollman y Katan, 1999), algunas se
encuentran representadas en la Figura 7, de las cuales, las flavonas y los
flavonoles son los que mas extensamente ocurren y son estructuralmente diversas
(Harborne et al., 1999).

Las antocianinas pertenecen a un gran y muy distribuido grupo de metabolitos
secundarios dentro de los flavonoides y son los componentes que otorgan los
colores rojo, morado y azul presente en las frutas, vegetales y granos,
particularmente en frutos, flores y hojas, dichos pigmentos son solubles en agua
(Lee et al., 2005).
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Figura 7. Estructuras representativas de flavonoides (Nagendran et al., 2006)

El tipo de antocianinas naturales con 4 tipos de glucosilacion son: 3-monosidos, 3-
bidsidos, 3,5-diglucosidos, en donde las predominantes son 3-O-glucésidos vy las
3,5 di-O-glicésidos dentro de las cuales, 6 antocianinas son las mas comunes
(pelargonidina, cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina y malvidina) (Figura 8
y Cuadro 2), después de la glucosilacion, la unién, la naturaleza y el numero de
acidos alifaticos y aromaticos que se unen al azucar durante la acetilacion dan
mayor color y estabilidad al compuesto. Los acidos p-coumarico y caféico son
tipicos de la acetilacion de las antocianinas. Variaciones adicionales ocurren con
la acilacion de los grupos de azucar con acidos organicos (Steyn et al., 2000;
Kong et al., 2003; Lee et al., 2005; Del Carpio-Jiménez et al., 2009).
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OH glucdsido

Antocianina

Figura 8. Estructura basica de una antocianina (Lee et al., 2005).

Cuadro 2. Antocianinas comunes

Radical con su grupo Tipo de

sustituyente Antocianina
RiyR=H Pelargonidina (Pg)

R=0OH; R=H Cianidina (Cy)

R1= OCH3; R=H Peonidina (Pn)

R1=R=0H Delfinina (Df)

R1= OCHs3 ; R;= OH Petunidina (Pt)

R1y R2=OCHj; Malvidina (Mv)

(Lee et al., 2005)

Durante la degradaciéon, las polifenoloxidasas (también conocidas como
tirosinasas, fenoloxidasasas, monofenoloxidasas o cresolasas) catalizan la

hidroxilaciéon de monofenoles a ortodifenoles que posteriormente son oxidados a
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ortoquinonas, las cuales se polimerizan dando lugar a pigmentos que presentan
colores desagradables como marrén, rojo o negro (Gasull y Becerra, 2006; Espin
et al., 1995).

Ademas de su color, se ha reportado que las antocianinas tienen efectos en la
salud, como potentes antioxidantes y pueden incrementar la agudeza visual.
Asimismo también poseen actividad antineoplasica, vasotdnica, vasoprotectora,
anti-inflamatoria y hepatoprotectora, como es el caso de flavonoides como las
catequinas, que son reconocidos por su actividad anticancerigena, antiartriticas,
antiinflamatorias, antiulcériecas, antiagregantes, inmunoestimulantes o

hepatoprotectoras (Jin-Ming y Lian-Sai, 2003).
2.2.3 Taninos

Los compuestos que tienen 3 o mas subunidades fendlicas se les denomina
taninos (Robbins, 2003) (Figura 9).

HO
OH
HO o¢ OH
CHOH..O OH
0
C _
HO B Yii:%fkooc OH
O  oc
HO o¢ orOH
OH
HO on ©H

HO

Figura 9. Estructura quimica de un tanino (Nagendran et al., 2006).
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Los taninos son relativamente de alto peso molecular (>500 uma) y se subdividen
en hidrolizables y condensados. Antiguamente eran conocidos como ésteres de
acido galico, después como proantocianinas que son polimeros de mondmeros de
polihidroxiflavan-3-ol (Porter, 1989). Los no flavonoides polimerizan para formar
taninos hidrolizables, mientras que ciertos flavonoides forman taninos
condensados por la esterificacion (ejemplo, catequinas o flavan-3-oles) (Cheynier,
2005). Presentan suficientes grupos hidroxilo unidos a estructuras fendlicas que
les confieren la caracteristica de formar complejos con proteinas, minerales y otras
macromoléculas (Reed, 2010). Esto subraya la importancia de entender como sus

estructuras quimicas condicionan su actividad biolégica (Gongalves et al., 2011).
2.3 Cambios estructurales de CF y actividad bioldgica

La estructura de los CF es la llave determinante de su estabilidad y de la actividad
quelante de los metales. En el caso de los acidos fendlicos por ejemplo, la
actividad antioxidante depende del numero y de las posiciones de los grupos
hidroxilo en relacién al grupo funcional carboxil, como se muestra en la Figura 10
(Rice-Evans et al., 1996; Robards et al., 1999).

COOH

Acido galico

Figura 10. Grupos de sustituciéon con respecto al carboxilo (Nagendran et al., 2006)
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La actividad biologica de los acidos fendlicos incrementa con el grado de
hidroxilacion por ejemplo, el acido galico trihidroxilado muestra una alta actividad.
Sin embargo, la sustitucién de los grupos hidroxilo a la posicion 3 y 5 con respecto
al grupo -COOH con grupos metoxilo, como lo es el acido siringico reduce su
actividad (Rice-Evans et al., 1996). El caso de los flavonoides es diferente debido

a la complejidad relativa de la molécula (Figura 11).

Flavonoide

Figura 11. Grupos de sustitucion con respecto al anillo B (Nagendran et al., 2006).

Algunos rasgos de la estructura y la naturaleza de la sustitucion en los anillos B y

C, determina su actividad biolégica e incluye lo siguiente:

1) El grado de hidroxilacion y las posiciones de los grupos —OH en el anillo B, en
particular una estructura orto-dihidroxil del anillo B (grupo catecol) resulta en
actividades altas por que este confiere la mas alta estabilidad del radical aroxil
por la deslocalizacién (Van Acker et al., 1996) o actos como el sitio de union
preferido (Pietta, 2000).

2) La presencia de grupos hidroxilo (-OH) en posiciones de los carbonos 37, 4", y
5" del anillo B (un grupo pirogalol) ha sido reportado por realzar la actividad
biolégica de los flavonoides comparada con aquellos que tienen un simple

grupo hidroxilo. Aunque bajo las mismas condiciones, tales compuestos
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pueden actuar como pro-oxidantes (Van Acker et al., 1996). Seeram y Nair
(2002) reportaron que la conversion de la 3°,4’-dihidroxifenil a 3°,4,5"-
trinidroxifenil incrementa la actividad antioxidante para las antocianinas, por la
disminucioén de la actividad por catequinas.

3) Un doble enlace entre C,=Cs3, conjugado con el grupo 4-oxo en el anillo C
realza la capacidad secuestrante del radical en los flavonoides (Pietta, 2000).

4) Un doble enlace entre C,=C3, combinado con un 3-OH, en el anillo C, también
realza la capacidad activa secuestrante de radical, visto en el caso de
kaempferol (Van Acker et al., 1996). La sustituciéon del 3-OH resulta en un
incremento en el angulo de la torsion y la pérdida de coplanaridad, y
subsecuencialmente redujo la actividad antioxidante (Seeram y Nair, 2002).
Los grupos metoxil alternan el potencial redox, que afecta la capacidad
secuestrante radical de los flavonoides (Pietta, 2000; Seeram y Nair, 2002).

5) La sustitucion de grupos hidroxilo en el anillo B por grupos metoxil alteran el
potencial redox lo que afecta la capacidad secuestrante de radicales de los
flavonoides (Pietta, 2000; Seeram y Nair, 2002).

2.4 Papel metabdlico de los compuestos fendlicos

Para comprender las diversas actividades biologicas de estos compuestos en la
salud es importante entender su metabolismo. La dieta humana es la fuente
principal de CF. La biodisponibilidad y los niveles sanguineos e histolégicos de
polifenoles son importantes para lograr las actividades biolégicas. Hoy se
reconoce que una fraccion de los polifenoles es capturada por las células de la
mucosa del sistema digestivo proximal y ellos o sus metabolitos son detectados en
el plasma a concentraciones micromolares varias horas después de su
administracion por via oral y asi involucrarse directamente en las defensas

antioxidantes in vivo (Manach et al., 1998; Serafini et al., 1998).

La mayoria de los polifenoles son probablemente demasiado hidrofilicos para

penetrar la pared intestinal por difusién pasiva. El transporte activo que se conoce
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es dependiente de Na*. Las caracteristicas de absorcion estan determinadas por
la estructura del flavonoide. Sélo las agliconas y los glucésidos de flavonoides
(unidos a glucosa) son absorbidos en el intestino delgado donde son rapidamente
metabolizados en el epitelio intestinal a formas metiladas, glucoronisadas o
metabolitos sulfatados. De esta manera atraviesan la barrera intestinal y pasan al

higado donde se metabolizan (Ader et al., 1996).

En general, la biodisponibilidad de los flavonoides es relativamente baja debido a
la absorcién limitada y por su rapida eliminacion. Mas aun, los flavonoides son
metabolizados rapida y extensamente y por lo tanto, las actividades biolégicas de
sus metabolitos no son siempre las mismas que las de sus predecesores (Scalbert
y Williamson, 2000; Manach et al., 2004). La biodisponibilidad de los flavonoides
no esta aun bien establecida. Los escasos datos indican que solo una pequeia
parte del compuesto es absorbido y como tal encontrada en plasma y orina. Los
porcentajes de flavonoides recuperados en orina estan entre el 7% y el 25% del
compuesto ingerido. En el plasma humano, las concentraciones encontradas
después de la ingesta son del orden de 1 uM y decrecen rapidamente (Scalbert y
Williamson, 2000). Las proantocianidinas no son detectables en plasma, lo que
sugiere que la absorcion es muy baja (Clifton, 2004). Asi mismo actuan inhibiendo
la peroxidacién lipidica y presentan actividades antimutagenicas (Pedreschi y

Cisneros-Zevalos, 2006).

Algunos estudios indican que el higado es el principal sitio para el metabolismo de
los polifenoles aunque otros sitios como rindbn o mucosa intestinal podrian estar
involucrados. En el higado estos compuestos pueden sufrir (1) metilacién, (2)
hidroxilacién, (3) reduccién del grupo carbonilo en el anillo pirano, (4) o una
conjugacion de reacciones (Bourne y Rice-Evans, 1997). Asimismo, los polifenoles
son conocidos directamente o indirectamente por que inducen la fase I
enzimatica, como glutatién transferasas (GSTs), NADPH-quinonareductasas,

epoxido hidrolasas y UDP-glucuronosiltranferasas (Galijatovic et al., 2000;
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Orzechowski et al., 2002). Los polifenoles también influeyen sobre las enzimas de
Fase | como citocromo P450 (Ciolino et al., 1999). Aunque los polifenoles no
tienen una funcion conocida en la nutricion, muchos de ellos tienen propiedades
antioxidantes, antimutagénicas, anticarcinogénicas y antinflamatorias beneficiosas
en la prevenciéon de enfermedades y en la proteccién del genoma (Manach et al.,

2005) particularmente para las células epiteliales intestinales (Harborne, 1999).

En contraparte, ciertos polifenoles pueden poseer caracteristicas carcinogénicas,
genotodxicas o bien pueden interferir en la sintesis de hormonas tiroideas o afectar
la actividad hormonal. Por ejemplo, las isoflavonas afectan la actividad
estrogénica, ciertos polifenoles poseen propiedades antinutricias porque inhiben la
absorcion de hierro no heme, alteran la digestibilidad de las proteinas mientras
que otros interactuan con agentes farmacoldgicos, alterando los efectos biolégicos
de los mismos (Mennen et al., 2005). Una gran proporcion de los polifenoles
probablemente no son absorbidos a nivel de la luz intestinal pero, bien ellos o sus
productos de degradacion bacteriana, se concentran a nivel del ileon o del
intestino grueso donde pueden ejercer interacciones beneficiosas con las células

de la mucosa del intestino distal (Harborne, 1999).

Las reacciones de conjugacion facilitan la excrecion de estos compuestos. Las
bacterias que normalmente colonizan el colon también juegan un papel importante
en el metabolismo de flavonoides y su absorcion ya que los flavonoides no
absorbidos pasan al colon donde se metabolizan por la flora bacteriana. Los
compuestos absorbidos y metabolizados por higado pueden regresar al intestino
via la circulacién enterohepatica y alcanzar el colon en forma quimica diferente
(Ader et al., 1996). La ruta mas comun de degradacion para los flavonoides es por
conjugacion con acido glucurénico y sulfato. En suma, algunos metabolitos
flavonoides pueden ser reciclados por la via enterohepatica de la ruta biliar

(Bourne y Rice-Evans, 1997).

21



2.5 Bagazo de uva roja Vitis vinifera

Los efectos benéficos o adversos a la salud dependen de la fuente, del tipo de CF,
de la dosis y en la poblacion en la que se administren (Mennen et al., 2005). Los
CF son conocidos hoy en dia también como metabolitos secundarios o
fitoquimicos, debido a que se pueden encontrar unidos a otros componentes. La
necesidad de buscar fuentes naturales de estos compuestos situa en la utilizaciéon
eficiente de ciertos desechos de gran importancia no soélo para minimizar el
impacto ambiental, sino también para aumentar la rentabilidad de los procesos en

la industria (Ragauskas et al., 2000).

La industria del vino y del jugo de uva genera cantidades importantes de bagazo
de uva que generalmente no son intrinsecamente peligrosos. Sin embrago,
contienen un alto contenido de materia organica y el hecho de que la produccion
se concentre en un periodo particular del aio plantea problemas potenciales de
contaminacidn como es la reproduccion de microorganismos por su alto contenido
de glucidos. El bagazo de uva (Figura 12) representa una importante fuente de

antioxidantes debido a su alto contenido de CF.

Figura 12. Bagazo de uva roja Vitis vinifera
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Estos antioxidantes se concentran fundamentalmente en la piel u hollejo de la uva
aunque también se han encontrado otros compuestos fendlicos con propiedades
interesantes en las semillas de la uva (Flanzy, 2000; Sehirli et al., 2008). Entre las
aplicaciones del bagazo en la tecnologia de los alimentos se encuentra la
obtencion de aceite comestible de las semillas con potente capacidad antioxidante
(Goni et al., 2007; Yemis et al., 2008). También se ha encontrado que los CF
actuan como inhibidores de la oxidacion de los lipidos en carnes congeladas. En
Brasil, los fenoles extraidos del bagazo de la uva permiten aumentar la vida util de
la carne de pollo congelada o refrigerada por que retrasan la oxidacion lipidica.
Ademas, poseen propiedades antibacteriales y se han empezado a utilizar como

conservadores naturales (Ozkan et al., 2004; Goni et al., 2007).

La piel de la uva contiene altas concentraciones de CF, en particular
proantocianidinas, con efectos antioxidantes y anticancerigenos (Clifton, 2004).
Las proantocianidinas son bioflavonoides polifenolicos de tipo poliméricos vy
oligoméricos. Estos actian sobre peréxido de hidrégeno y neutralizan a los iones
superoxido e hidroxilo y al radical peroxido. Su actividad antioxidante esta
asociada con un incremento en la supervivencia de las células y su capacidad
antioxidante es superior a la vitamina E y vitamina C (Wang et al., 2007; Katiyar,
2008; Kaur et al., 2008).

La composicién en masa de la semilla de uva es basicamente del 40% de fibra,
16% de aceites esenciales, 11% de proteina y 7% de otros complejos como
compuestos fendlicos (algunos son taninos), azucares, minerales y otras
sustancias (Murga et al., 2000; Campos et al., 2008). El tallo de la uva también
contiene una considerable cantidad de taninos condensados, integrados por
unidades monoméricas flavan-3-ol. Los taninos condensados son quimicamente
reactivos, moléculas capaces de reaccionar con reactivos electrofilicos vy
nucleofilicos, proteinas o por medio de reacciones de autocondensacion. Estos
polifenoles condensados también podria convertirse en el valor afadido a ciertos
productos (Pizzi, 2006).
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Los CF de las semilla de uva incluyen los flavonoides (flavan-3-ol monoméricos,
(+) catequina, (-) epicatequina y epicatequin-3-o-galato (Figura 13) dimeros,
trimeros, tetrameros y polimeros de hasta 15-16 unidades (procianidinas
poliméricas) y acidos fendlicos (galico y elagico) y pequefas cantidades de
galocatequinas. Los polifenoles procianidinicos son los oligdmeros de catequina y
epicatequina. Las procianidinas diméricas son las mas simples y tienen uniones de
tipo C4—Cg entre los mondmeros. Los dimeros procianidinicos mas comunes son
B4, B2, B3 y Bs. Estos estan seguidos de los isémeros con uniones C4—Cg, tales
como Bs, Bs, B7 y Bg. Las procianidinas se localizan en su mayoria en la cubierta
marrén de la semilla (Castillo et al, 2000; Yilmaz y Toledo, 2004). Todas sus
procianidinas aciladas son ésteres del acido galico. En las semillas de uva también
existen cantidades sustanciales de procianidinas altamente polimerizadas; mas del
55% de las procianidinas en semillas de uva consisten en polimeros de mas de 5
unidades (Saito et al., 1998; Kennedy et al., 2000; Jayaprakasha et al., 2001;
Yilmaz y Toledo, 2004).

OH

OH Epicatequina

Epicatequina-3-galato

Figura 13. Estructura de (a) Epicatequina y (b) Epicatequina-3-galato (Adaptacion de
Bibbio y Mercadante, 2008)

Los flavan-3-oles monoméricos y poliméricos de las semillas de uva se encuentran

localizados en las células del parénquima mas externo de la semilla (capa blanda),
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el endospermo contiene muy pocos flavan-3-oles o puede carecer de ellos
(Thorngate y Singleton, 1994). Hoy en dia se sabe que los taninos condensados
del bagazo de uva son de tipo poliméricos y oligomeéricos, al igual que los del té
verde, solo que difieren en su estructura (Wang et al., 2007; Katiyar, 2008; Kaur et
al., 2008).

2.6 Extractos de bagazo de uva

Los extractos obtenidos a partir de la semilla de uva y/o de piel contienen grandes
cantidades de polifenoles monoméricos como (+)-catequinas, (-)-epicatequnas,
(-)-epicatequinas-3-O-galato y procianidinas diméricas, triméricas y tetraméricas
(Saito et al., 1998). Los extractos de semilla de uva pueden ser explotables para la
conservacion de los productos alimenticios, asi como para suplementos para la

salud y nutracéuticos (Jayaprakasha et al., 2001).

El extracto de uva contiene antioxidantes hidrofilicos, las procianidinas, mezcla de
oligbmericos y polifenoles (catequinas) (Figura 14). Los extractos de uva poseen
un amplio espectro farmacoldgico, medicinal y terapéutico. En Estados Unidos se
emplean como suplemento en problemas cardiovasculares (Wang et al., 2007).
Algunos trabajos muestran efectos favorables como disminucién en la oxidacion
de lipidos de baja densidad (LDL), reduccion de enfermedades cardiovasculares y
cancer, ademas de tener propiedades antimicrobianas (Sreemantula et al., 2005),
antiinflamatorias, antivirales, quimiopreventivas y antinociceptivas (Kaur et al.,
2008). A una concentracion de 0.1% ha demostrado inhibir la ateroesclerosis en
un 30 a 50% en conejos por inhibicién de la oxidacion de LDL y la reduccion del

25% de manoldialdehido como indice de peroxidacion lipidica (Clifton, 2004).
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Figura 14. Estructuras de otras catequinas (Bibbio y Mercadante., 2008)

Algunas de las actividades antioxidantes de los vegetales esta relacionada con los
CF (Ademiluyi et al., 2009). La concentracién de CF del vino es en promedio de
2.57 g/L para el vino tinto y entre 0.16 y 0.30 g/L para el blanco (Diaz y Pérez,
2001). En términos del poder antioxidante, un vaso de vino tinto (150 mL) equivale
a 12 vasos de vino blanco o a 2 tazas de té, 4 manzanas, 5 porciones de cebolla,

3 Y2 vasos de cerveza y a 7 de jugo de naranjas (Papanga et al., 1999).

La actividad de los extractos crudos ha reportado ser mayor que la de las
fracciones purificadas debido a la presencia de compuestos activos en pequenas
cantidades y por los efectos sinérgicos entre los diferentes compuestos que se
encuentran presentes (Onyeneho y Hettiarachchy, 1992; Rodriguez de Sotillo et
al., 1994; Kahkoénen et al.,, 1999). Es por ello que también se ha estudiado la
cuantificacion de los diversos compuestos en los extractos, los polifenoles son un
indicador de su actividad biologica por su relacion estrecha de la cantidad y el tipo
de CF.
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2.7 Extraccion de compuestos fendlicos

Los métodos de extraccion comunes estan basados en la extraccion liquido-
liquido (LLE) y posteriormente cuantificados e identificados en cromatografia de
gases (GC) donde la determinacién de CF se hace por diferentes métodos. Esto
ofrece eficiencia y resultados precisos sin embargo, consume mucho tiempo y
grandes cantidades de solventes organicos (Martinez et al.,1996; Patsias y

Papadopoulou-Mourkidou, 2000).

El analisis cuantitativo de algunos metabolitos de plantas debe ser revisado, en
particular, el método de extraccidn o bien el método analitico debe ser optimizado
y adaptado al problema bajo consideracion (Strack y Wray, 1989). Algunos
estudios reportan que las antocianinas pueden presentar muchas acilaciones por
acidos alifaticos para transformarlas a extractos suaves de pigmentos con ayuda
de metanol o etanol con acidos débiles como acético (Harborne, 1989), tartarico
(Philip, 1974) o citrico (Main et al., 1978; Strack y Wray, 1986). También se utilizan
pequefas cantidades (0.5-3%) de acidos fuertemente volatiles, trifluoroacético
(TFA) para extracciones de antocianinas poliaciladas mas complejas (Harborne,
1999). El proceso hidrolitico de material lignocelulésico propone principalmente la
distribucion selectiva de hemicelulosa para obtener azucares u oligbmeros de
azucar. Sin embargo, los CF vinculados a la pared celular también se solubilizan

durante este tipo de tratamientos (Felizon et al., 2000; Ohta et al., 1994).

Existen hoy en dia una variedad de métodos de extraccibn como los aquellos
basados en la propiedades de ciertos fluidos, el muestreo headspace, métodos de
solventes presurizados (extraccion con fluidos supercriticos SFE, extraccion
subcritica con agua SWE) y métodos selectivos aplicados a muestras sdlidas,
liquidas y gaseosas. Asi mismo, el papel de miniaturizacion y fases sorptivas
(desorcion subsecuente) o bien la participacion en fase liquida (sacudida

mecanica, sonicacion y extraccion asistida por microondas) (Rayne, 2004).
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2.7.1 Extraccion acuosa de compuestos fenodlicos

Este tipo de extraccion hace uso del agua porque ha sido considerada un solvente
ecoldgico, no toxico, no inflamable y polar. Sus propiedades lo hacen un liquido
universal, amigable con el medio ambiente hasta ser considerada como un
solvente pseudoorganico en el lugar de solventes organicos convencionales

(Dallinger y Kappe, 2007).

Wren et al. (2002) realizaron la extraccion de CF a partir de semillas de uva Vitis
vinifera secas, empleando como solvente el agua a 82° C, durante 40 min. En un
trabajo realizado por nuestro grupo de trabajo se encontré que los extractos
acuosos de bagazo de uva roja (Vitis vinifera) triturado contiene 1.86 mg
equivalentes de acido galico y 1.036 mg equivalentes de (+) catequina por g de
bagazo seco. La concentracion de FT no se afectd bajo incubacién a diferentes
temperaturas sin embargo, la concentracion de TC presenté una vida media de 19
h, 7.7 hy 43 h a 4° C, 25° C y 37° C, respetivamente con una energia de
activacion de 33 kd/mol (Munoz, 2009). Otro estudio con semillas de V vinifera,
variedad Cabernet Sauvignon prob¢ la extraccion acuosa con agua destilada a 90°
C entre otras, obteniendo el mayor contenido de fenoles totales de 11.86 mg eq
AG/g semilla seca, en comparacion con extracciones con solventes organicos
(Paladino y Zuritz, 2011).

2.7.2 Extraccion organica de compuestos fendlicos

Entre los solventes utilizados en fase organica para la extraccion de CF se
encuentra la acetona (CH3COCHS3) por su Tep, = 56.5° C, y Trs = -94° C por ser
miscible con el agua. Es poco peligroso para la salud porque se excreta del
organismo y una parte se oxida a CO, y acetato. Sin embargo, algunas de sus

propiedades quimicas no favorecen su uso (UNAM, 2011).
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Otro disolvente es el acetato de etilo (CH3COOCH;CH3) con Tep=77 °Cy T qs = -
83° C, que se solubiliza en agua (1:10), es miscible en etanol, se descompone en
CO y COy, al estar en contacto con él provoca irritacion, dolor de cabeza, pérdida

de consciencia, convulsiones, congestion de higado y rifiones (UNAM, 2011).

El etanol (CH3CH,OH) se puede obtener de forma natural de la fermentacién por
medio de levaduras a partir de frutas, cafa de azucar, cereales, tubérculos entre
otros y luego se destila para purificarlo. Tiene una Te, = 78° C y Trs= -114° C. Es
el mas empleado a nivel industrial para la obtencién de solventes, sintesis de
plasticos, lacas, perfumes, cosméticos, anticongelantes, combustible, antisépticos.
El etanol es oxidado rapidamente en el cuerpo a acetaldehido, convertido a
acetato y finalmente a CO, y H,O, el que no se oxida y se excreta por la orina y
sudor (UNAM, 2011).

Una recuperacion selectiva de los CF a partir de hidrolizados se puede lograr
mediante la extraccion de tipo soxhlet con disolventes tales como acetato de etilo
o éter dietilico. El acetato de etilo elimina fendlicos solubles en agua y productos
de la degradacion de hemicelulosa mientras que la lignina e hidratos de carbono

complejos permanecen en la fase acuosa (Bouchard et al., 1991).

Un estudio compard diferentes mezclas de disolventes: acetona-agua-acido
acético (90:9.5:0.5) y acetato de etilo-etanol-agua (60:30:10) aplicado a semilla y
piel de uva por separado para determinar su contenido de FT y sus actividades
antibacterianas. En la semilla el contenido de FT en la relacion 0:9.5:0.5 fue de
627.98 y para 60:30:10 fue de 667.87 mg eq AG/g. La piel reporté 29.55 y 45.44
mg eq AG/g respectivamente. Estos extractos a una concentracion del 1, 2, 4 y
20% mostraron su efecto antibacterial, reportando inhibicion de todas las bacterias
empleadas excepto B. amiloliquefaciens, siendo el mas efectivo en todos los
casos el extracto de acetona-agua-acido acético (90:9.5:0.5) al 20 % (Gokturk et
al., 2004).
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Paladino y Zuritz (2011), compararon la eficiencia de diferentes disolventes en la
extraccion de compuestos fendlicos de V. vinifera trabajando metanol al 70% a 30°
C, acetona al 75% a 30° C y etanol al 20% a 30° C, con un tiempo de tratamiento
de 4 h, siendo inferiores los resultados de FT con respecto al acuoso pero mayor

poder reductor en comparacion con la extraccion acuosa.
2.7.3 Extraccion de CF Asistida por Microondas

La quimica de las microondas consiste en la habilidad para hacer mas eficiente la
reaccion de la mezcla por la absorcion de la energia por microondas. El
aprovechamiento dieléctrico de las microondas puede ser por polarizacion dipolar
o por mecanismos de conduccioén iénica. Esto produce una calefaccion interna
rapida (desde el centro): interaccion directa de irradiacion electromagnética de la
muestra con las moléculas (solventes, reactivos, catalizadores) que estan
presentes en la mezcla de reaccién (Larhed y Olofsson, 2006; Loupy, 2006;
Leadbeater, 2010).

Las microondas son ondas electromagnéticas en una frecuencia de 0.3 a 300
GHz, entre menor sea frecuencia que emplee la fuente, esta radiacion sodlo
afectara la rotacion molecular y no el rompimiento de los enlaces quimicos
(Hoogenboom et al., 2009). El calentamiento con microondas aprovecha la
habilidad de algunos compuestos liquidos o soélidos para transformar la energia
electromagnética en calor. La magnitud del calentamiento depende de las
propiedades dieléctricas de las moléculas. La radiacidn de microondas es una

forma de calentamiento selectivo (De la Hoz et al., 2005).

Un estudio de extraccion de CF de Vitis vinifera en semilla y piel por las técnicas
de extraccion soélido-liquido (SLE), extraccion asistida por ultrasonido (UAE),
extraccion asistida por microondas (MAE) y extraccion a alta presion y
temperatura (HPTE) mostré el contenido mas alto de FT, o-difenoles y flavonoides

fue en semilla (108.3 de FT, 47.0 mg eq AG/g de materia seca y 47.2 mg eq Cat/g
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de materia seca), en piel (34.2 de FT, 10.1 mg eq AG/g de materia secay 21.6 mg
eq Cat/g de materia seca) con HPTE, mientras que el mas alto poder antiradical
fue en semilla por MAE (78.6 uL extracto/ug por DPPH) (Casazza et al., 2010).

El método de extraccidén asistido por microondas (MAE) se ha ido desarrollado
para la extraccion de polifenoles de semillas de uva Vitis vinifera, obteniendo las
mejores condiciones en etanol al 47.2%, en un tiempo de 4.6 min. Bajo esas
condiciones los fenoles fueron determinados por el método de Folin, recuperando
hasta el 92 % de FT lo que presume ser el mejor método de extraccion y el mas
rapido (Li et al., 2011).

Miranda et al., (2011) sefialan que este tipo de extraccion evita el uso de
disolventes organicos lo que ha sido una de las principales aportaciones
ecoamigables en quimica, ya que la gran mayoria de los disolventes organicos
empleados son toxicos. Actualmente, en caso de que una reaccion requiera de
uso de disolvente, se debe dar preferencia al uso de agua como tal o a otros
disolventes menos contaminantes (liquidos i6nicos) o de condiciones de

extraccion menos contaminantes como los fluidos supercriticos.

Al respecto, no es menos importante el uso de fuentes alternas para la activacion
de reacciones (microondas, ultrasonido, infrarrojo) en lugar de la energia térmica
convencional, ya que se ha podido demostrar que estas formas alternas de
energia disminuyen los tiempos de reaccion y llegan a ser mas selectivos que por
métodos térmicos, de esta forma reducen el consumo de energia eléctrica
(Miranda et al., 2011).

2.7 Importancia de las extracciones en Quimica Verde

Es evidente el incremento de contaminantes en el planeta asi como los multiples
problemas que se derivan de ello. Esto ha obligado al ser humano a preocuparse

por la conservacion medioambiental. A partir de los afos setenta se han
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implementado una serie de leyes relacionadas con su proteccion, lo que ha
despertado un gran interés por el tema. Lo anterior dio origen al concepto de
Quimica Verde (Green Chemistry), que se integré formalmente a la agencia de
Proteccion Ambiental (EPA) en 1991 y cuyo objetivo principal es la prevencién de

la contaminacién (Miranda et al., 2011).

La Quimica Verde es una filosofia de trabajo, cuyo objetivo primordial es prevenir
la contaminacion, no remediarla; reducir al minimo, o de ser posible eliminar por
completo la contaminacion desde su inicio mediante el uso de procesos “limpios”,
evitando al maximo el desperdicio o uso indiscriminado de materias primas no
renovables asi como el empleo de materiales peligrosos o contaminantes en la
elaboracion de productos quimicos que atenten contra la salud o el ambiente
(Morales et al., 2011). Los planteamientos de la Quimica Verde se regulan por 12
principios (Cuadro 3), que fueron desarrollados por Anastas y Warner (1998), con
el fin de contribuir a evaluar qué tan verde puede llegar a ser un proceso, producto

O reaccion.

Una serie de disciplinas se ven vinculadas de manera apropiada que a su vez
conforman el contenido curricular resumido de la Quimica Verde, el cual deberia
ser tratado con la profundidad y el tiempo necesario de acuerdo al nivel al que se
desee acceder. A partir de la sostenibilidad y de la sustentabilidad, es posible
entender que varias de estas disciplinas o formas de trabajo experimental
empleadas regularmente en la Quimica, relacionadas entre si o de forma
independiente, pueden dar lugar a la generacion de productos y procesos

quimicos enmarcados con la etiqueta de verdes (Miranda et al., 2011).
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Cuadro 3. Los 12 Principios de la Quimica Verde

Principio Descripcion

1. Prevencién

Es preferible prevenir la generacién de residuo que tratarlo o
eliminarlo después de haberlo generado.

2. Economia atémica

Los métodos de sintesis deberan incorporar al maximo los sustratos
empelados en el proceso, en el producto final.

3. Metodologias que
generan productos
no peligrosos

Los métodos de sintesis deberan utilizar y generar sustancias que
presenten baja o nula toxicidad para el ser humano y el ambiente.

4. Productos eficaces
pero no toxicos

Los productos quimicos se disefiaran de manera que mantengan su
eficacia y baja toxicidad.

9. Uso de disolventes
seguros o auxiliares

Evitar el empleo de sustancias auxiliares (disolventes, reactivos de
separacion, etc) o bien que sean inocuos.

6.Eficiencia energética

Los requerimientos energéticos en un proceso quimico se catalogan
por su impacto econdmico y al medio ambiente.

7. Materias primas
renovables

La materia prima debe ser renovable en lugar de agotable, siempre
que sea técnica y economicamente viable

8. Reducir derivados

Se evitara, en lo posible, la formacién de derivados (grupos de
bloqueo, de proteccion-desprotecion o la modificacién temporal de
procesos fisicoquimicos) por requerir reactivos adicionales y
generan residuos.

9. Catalisis

Catalizadores selectivos de origen natural.

10. Sustancias
biodegradables

Los productos al final de su vida 0til no deberan persistir en el
ambiente.

11. Metodologias de
analisis en tiempo
real.

Metodologias analiticas desarrolladas en el momento del proceso, lo
que permitira un seguimiento y control en tiempo real previo a la
formacion de sustancias peligrosas.

12. Potencial de
accidentes quimicos

Elegir las sustancias y la forma de uso en un proceso quimico, para
reducir el riesgo de accidentes quimicos, incluyendo las
emanaciones, explosiones e incendios.

(Anastas y Warner, 1998)
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ll. JUSTIFICACION

La uva es uno de los cultivos frutales mas comunes en el mundo con mas de 60
millones de toneladas producidas anualmente (FAO-STAT, 2010). Asimismo, la
industria del vino constituye una parte importante de la economia de varias
regiones del mundo. Esta industria genera grandes cantidades de bagazo de uva

como subproducto, que hasta el momento no ha sido totalmente aprovechado.

El bagazo de uva es rico en semilla y piel que, a su vez, contienen cantidades
importantes de CF. Estos compuestos presentan actividades biolégicas como
antioxidante, carcinogénica, antimutagénica, antialergénica, antienvejecimiento,
entre otras (Moure et al., 2001). Su recuperacién significa una oportunidad para
obtener compuestos antioxidantes a partir de desechos agroindustriales por lo que
se hace necesaria la optimizacion de las condiciones de extraccion. El empleo de
extractos crudos es debida no solo a la relacion estructura-estabilidad, sino
también del sinergismo entre ellos y con otras moléculas, asi como la afinidad de
estos con solventes polares y no polares para su elucion. Es importante considerar
la estabilidad de los polifenoles a diversos factores como el pH, la temperatura, el

oxigeno, la luz, enzimas, agentes nucleofilicos, glucidos y copigmentos.

Por su parte, la Quimica Verde puede proporcionar una metodologia fundamental
puede representar una alternativa de menor riesgo para la salud humana y el
ambiente ya que se ocupa de estudiar y modificar todos los aspectos de los
procesos quimicos que generen impactos negativos y lograr asi un desarrollo
sostenible. Por lo anterior, el presente estudio propone utilizar la extraccion
asistida por microondas como fuente de energia alterna basado en la Quimica
Verde para la recuperacion de los CF del bagazo de uva roja (Vitis vinifera) con la
finalidad de aprovechar esta fuente natural de antioxidantes con el menor impacto

ambiental.
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IV. HIPOTESIS

Dado que la extraccion asistida por microondas aprovecha las propiedades
fisicoquimicas de los disolventes para la extracciéon de compuestos de diferentes
naturalezas, este método permitira disminuir el tiempo de extraccidn y aumentar la
recuperacion de compuestos fendlicos de bagazo de uva de forma mas eficaz y

sostenible en relacion al método térmico convencional.

V. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el perfil general de los compuestos fendlicos del bagazo de uva roja Vitis
vinifera obtenidos por tres métodos extraccion: extraccion asistida por microondas,
extraccion acuosa y extraccion organica para hacer un analisis comparativo de la

recuperacion de estos compuestos asi como de su rendimiento.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estandarizar las condiciones para la extraccion acuosa por maceracion de
los compuestos fendlicos (CF).

2. Establecer nuevas condiciones para la extraccidn organica por soxhlet de
CF.

3. Hacer una propuesta de mezclas de solventes y de condiciones en la
extraccion asistida por microondas (MAE).

4. Evaluar por separado los fenoles totales (FT), los taninos condensados
(TC) y las antocianinas totales (AT) de los extractos obtenidos por los
diferentes métodos.

5. Analizar la recuperacion de CF en general y los rendimientos de los

diferentes métodos de extraccion empleados.
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VI. MATERIALES Y METODOS
6.1 Materiales

El bagazo de uva roja Vitis vinifera variedad Merlot fue donado por Freixenet-
México. Se sec6 a 57° C en un horno de conveccion por 48 h. Se eliminé el tallo y
el bagazo restante presenté una composicion de 46.19% de semilla y el 53.81%
de piel el cual se molié en un molino de cuchillas Laboratory Will Modelo 4, con
criba a la salida con una abertura de 0.5 mm, a velocidad de alimentacion en la
molienda constante. Se tomaron 3 muestras de 100 g para tamizar en un agitador
de tamices Rotap, RX-29 mediante una serie de tamices Tyler durante 10 minutos.
El analisis granulométrico mostré un diametro promedio de Ila muestra

Dp=0.14224 mm, el resto se almacend en un lugar fresco, seco y libre de luz.
6.2 Métodos de extraccion

Las condiciones generales para cada uno de los sistemas de extraccion utilizados

se resumen en el Cuadro 4.
6.2.1 Método de extracciéon acuosa (maceracion)

En 12 tubos Falcon previamente pesados, cubiertos con aluminio y etiquetados, se
agregaron 25 mL de agua HPLC a punto de ebullicion en cada uno y 4 g de
bagazo. Los primeros 6 tubos se sonicaron a 42 KHz en un equipo Branson 1510,
a 40° C y finalmente todas las muestras se dejaron reposar durante 7 min. Se
centrifugaron en un equipo Hermle Z 323 K, a 6000 rpm por 3 min a 21° C. El
volumen de la fase acuosa obtenida se midié y filtré con papel filtro Whatman No.
40 y se congelaron a -40° C para ser liofilizados en un equipo Labconco a 75 X

10 Mbar y refrigerados hasta su uso.
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Cuadro 4. Condiciones experimentales utilizadas para la extraccion de los diferentes compuestos fendlicos

de bagazo de uva.

Relacion
Solvente muestra/solvente Temperatura Soniciacion  Tiempo (min)
(g/mL)

Convencional Agua 0.16 Punto de ebullicién Si 7

Convencional Agua 0.16 Punto de ebullicién No 7
Soxhlet Etanol- Acetato de Etilo-Agua 60:35:5 0.16 60°C Si 480
Soxhlet Etanol- Acetato de Etilo-Agua 60:35:5 0.16 60°C No 480
MAE Agua 0.158 58°C Si 206
MAE Agua 0.158 58°C No 266
MAE Etanol absoluto 0.158 69°C Si 206
MAE Etanol absoluto 0.158 69°C No 206
MAE Etanol-Agua 80:20 0.158 68.5°C Si 2066
MAE Etanol-Agua 80:20 0.158 68.5°C No 2066
MAE Etanol-Agua 50:50 0.158 53°C Si 266
MAE Etanol-Agua 50:50 0.158 53°C No 266
MAE Acetato de Etilo-Etanol-Agua 60:35:5 0.158 69°C Si 2066
MAE Acetato de Etilo-Etanol-Agua 60:35:5 0.158 69°C No 2066
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6.2.2 Método de extraccidon organica mediante Soxhlet

Primero se seleccioné una mezcla de solventes amigable con el medio ambiente,
que fue acetato de etilo, metanol y agua (EtOAc:MeOH:H,O en 60:30:10),
posteriormente se propuso cambiar el metanol por etanol, porque puede provenir
de una fuente de origen natural, ademas de sus propiedades y su relacion con el

medio ambiente.

Se modifico la relacion anterior a etanol, acetato de etilo y agua EtOH: EtOAc:H,0,
en relaciéon de 65:30:5 con la finalidad de bajar la concentracion de acetato de etilo
para disminuir su peligrosidad y facilitar la solubilidad de compuestos fendlicos
solubles en agua. Se instalaron 4 sistemas de soxhlet con una relacion bagazo-
solvente de 1:6, 2 fueron sonicados a 42 KHz a 40° C durante 2 min en un bafio
Branson 1510. Luego de colocaron en los 4 sistemas las muestras, a 60° C por 8
h. Transcurrido el tiempo de extraccion se mididé el volumen de extracto, se
concentré en un rotavapor (Heidolph, Laborota 4000) a 40° C a 30 rpm, las
muestras fueron liofilizadas en un equipo Labconco a 75 X 10 Mbar y finalmente

se cubrieron con papel aluminio y fueron refrigeradas hasta su uso.
6.2.3 Método de extraccion asistida por microondas (MAE)

En 16 viales se colocaron 38 mL de solvente puro y 6 g de bagazo por vial, 8 de
ellos se sonicaron (Branson, Mod.1510) a 42 KHz a 40° C por 2 min y los
siguientes 8 no fueron sonicados. Los 16 viales se colocaron dentro de las
chaquetas de peek en el carrusel del equipo de microondas (Anthon Paar, Synthos
3000), a 60° C, a una presion de 0.8 bar con una potencia 1200 W. Una vez
alcanzados los 60° C se mantuvieron por 2 6 6 min, de acuerdo al tiempo de
extraccion establecido (la reaccién en promedio alcanzé 58° C). Trascurrido el
tiempo se enfriaron, se liberd la presion para recuperar los sobrenadantes que se
midieron y se filtraron. Las muestras se congelaron para ser liofilizados, se

cubrieron con papel aluminio y fueron refrigeradas hasta su uso.
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Todas las extracciones con los diferentes solventes y sus mezclas fueron

sometidos a las mismas condiciones (Figura 15).

Temperatura= 60 °C
tiempo= 2 0 6 min
Presion= 0.8 bar
Potencia= 1200 W

(80:20)

\ 4

(80:20)

7~ N\
EXTRACCIONASISTIDA
Condici POR MICROONDAS
ondaiciones (MAE)
—~ —~ 42 KHz
Sin Sonicar Sonicado T=40 °C

~— ~——— t=2 min
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M -bl Rota vapor Io J00 %,

Etanol-Agu Et@u a

Temperatura= 60 °C
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Potencia= 1200 W

Etanol-Agua Etanol-Agua
(50:50) Liofilizador 50:50
7N\
{gu\a' Agua
100 % .

Figura 15. Diagrama de la extraccion asistida por microondas (MAE)

6.3 Cuantificacion de los Compuestos Fenodlicos

6.3.1 Determinacion de Fenoles Totales

1994), la

concentracion de polifenoles se detecté mediante formacion de sales de tungsteno

Con el (Waterman y Mole.,

método Folin-Ciocalteu adaptado

y molibdeno cuantificables por métodos espectrofotométricos a 760 nm. La curva
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de calibraciéon se realizé6 de acuerdo al Cuadro 5 utilizando viales cubiertos con

papel aluminio.

Cuadro 5. Diluciones de acido galico para curva de calibracion

Concentracion (mg/mL) Acido galico (uL) Agua HPLC (uL)
0.20 250 2250
0.18 225 2275
0.16 200 2300
0.14 175 2325
0.12 150 2350
0.10 125 2375
0.08 100 2400
0.06 75 2425
0.04 50 2450
0.02 25 2475

La cuantificacién de fenoles totales se realizd por triplicado en una microplaca de

96 pozos de la siguiente forma:

* Blanco de calibracion: Colocar en la placa 12.5 uL de agua HPLC
* Blanco muestra: Colocar en la placa 12.5 yL de muestra (sin reactivos)
* Curva: Colocar 12.5 uL de cada concentracion

* Muestra: Colocar 12.5 uL de cada muestra

En obscuridad se adicionaron a todos los pozos 50 uL de agua HPLC con la pipeta
multicanal. Se colocaron 13 yL de agua HPLC a todos los blancos y 13 uL de
reactivo de Folin sélo a los de curva y muestras. Se dejo reposar la placa por 6
min protegida de la luz. Se agregaron 125 pyL de Na,CO3; al 7% a todos los pozos
(incluidos los blancos). Se agregaron 100 uL de agua de HPLC (incluidos los
blancos). Se tapd, se dejo reposar 1 h 30 min a temperatura ambiente. Se ley6 a
492 nm en el lector de ELISA (Thermo, Multiskacan Ascent). Se verificd la
linealidad y reproducibilidad de la curva de calibracidn. Los resultados se

expresaron en mg equivalentes de acido galico (mg eq AG)/g de bagazo.
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6.3.2 Determinacion de Taninos Condensados

Los TC se determinaron mediante el método de Desphande y Cheryan (1985).
Para elaborar la curva patrén se marcaron y cubrieron con papel aluminio 10

viales de vidrio con cada una de las concentraciones senaladas en el Cuadro 6.

La cuantificacion de taninos condensados se realizé por triplicado en una

microplaca de 96 pozos de la siguiente forma:

* Blanco de calibracion: Se colocé en la placa 40 uL de metanol
* Blanco muestra: Se colocé en la placa 40 pL de muestra
* Curva: Se coloco 40 uL de cada concentracion

* Muestra: Se coloc6 40 pL de cada muestra

Cuadro 6. Diluciones de Catequina para curva de calibracion

\ Concentracion (mg/mL) (+) Catequina (uL) Metanol (uL)
0.20 500 2000
0.18 450 2050
0.16 400 2100
0.14 350 2150
0.12 300 2200
0.10 250 2250
0.08 200 2300
0.06 150 2350
0.04 100 2400
0.02 50 2450

Se coloco en cada uno de los pozos de la placa con multicanal lo siguiente:

» Blanco de calibracion: Se colocé en la placa 5 veces 40 uL de HCl al 4%

* Blanco muestra: Se coloco en la placa 5 veces 40 pL de HCI al 4%.

Preparar la solucién (1:1) de HCI al 8% (6000 pL) y Vainillina al 1% (6000 pL) en

una charola:

* Curva: Se colocaron 5 x 40 pL de solucién de HCI al 8%:Vainillina al 1%.
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* Muestra: Se colocaron 5 x 40 yL de solucion de HCI al 8%:Vainillina al 1%.

La placa protegida de la luz se coloco en el lector de ELISA (Thermo, Multiskacan

Ascent) y se incubd por 20 min a 30° C.

Se tomo la lectura de absorbancia a 492 nm de longitud de onda. Se verifico la
linealidad y reproducibilidad de la curva de calibracién. Los resultados se
expresaron en mg eq de (+) Catequina/g de bagazo. Todo el proceso se llevd en

oscuridad.
6.3.3 Determinacion de Antocianinas Totales

La cuantificacion de antocianinas se realiz6 conforme al método desarrollado por
Lee et al., (2005). La reaccion que se lleva a cabo durante la cuantificacion se
realizé a un pH de 1 con la finalidad de llevar a las antocianinas a la forma de i6n

flavilio colorido.

En un tubo Falcon con aluminio, se pesaron 10 mg de muestra y se anadieron 4.8
mL de etanol acidificado, se agité en un voértex a 8000 rpm por 30 min. Se
determind el pH del extracto y de ser necesario, se ajusto el pH a 1.0 con HCI 4 N.
Se centrifugod la solucién a 5000 rpm durante 15 min. El sobrenadante se decanté
en otro tubo y se afor6 a 10 mL con etanol acidificado. Se agité el tubo en el
vortex. Se ley6 la muestra a una absorbancia a 535 nm en el espectrofotometro.
La concentraciéon de antocianinas totales en la muestra se calculd segun la

siguiente ecuacion.

C= (A ®x PM x FD x 1000 mg)
EXx Ex1g

C = Concentraciéon de antocianinas totales (mg/L)

A = Absorbancia de la muestra

¢ = Absortividad molar de cianidina-3-glucdsido (25, 965 cm'M™'L)
FD = Factor de dilucion

E = Espesor de la celda
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PM = Peso molecular de cianidina 3-glucdsido (449.2gmol™)
Analisis estadistico

Se calcularon las medias + desviaciones estandar entre las repeticiones de cada
cuantificacion. Se realizé una comparacion de medias por ANOVA, mediante una
prueba de Tukey (p<0.05) para encontrar diferencias estadisticamente
significativas. Después se aplicdé una prueba de t-student para comparar las

medias entre dos tratamientos.
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VIl RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Fenoles Totales (FT)

En estudios previos se emplearon mezclas de bagazo de uva triturado de la
cosecha 2007 (Cabernet Sauvignon/Tempranillo/Syrah en proporcion 80:10:10 y
se obtuvo un rendimiento de FT de 1.86 mg eq AG/g de bagazo seco (Mufioz,
2009). Posteriormente se realizé una comparacién con bagazo de la cosecha 2008
de Cabernet Sauvignon/Tempranillo/Malbec (25:25:50) triturado y molido en donde
se observd que el bagazo molido presentd mejores resultados que el triturado con
5.60 mg eq AG/g de muestra seca, lo que significo un rendimiento 3.5 veces
mayor al obtenido con el bagazo triturado (datos no publicados). Lo anterior
sugiere que el tamano de particula, el tipo y variedad del bagazo de uva son
factores determinantes asi como su proporcion en semilla-piel. Ademas del
tamano de particula, la agregacion de las mismas y la capacidad de disolucion del
solvente juegan un papel importante durante la extraccién para la recuperacion de
los CF (Luthria y Pastor-Corrales, 2006; Rocha-Guzman et al., 2007). De acuerdo
a lo anterior, las condiciones de extraccion en un determinado sistema asi como el
sistema de solventes empleado determinan la cantidad y calidad de los CF
recuperados (Jayaprakasha et al., 2001; Gokturk et al., 2004; 2007; Paldino y
Zuritz, 2011).

En pruebas preliminares se determin6é la variedad a trabajar en el presente
proyecto. Se decidié por el bagazo de la variedad Merlot por ser una muestra de
bagazo pura, es decir que no se combiné con otras variedades y, ademas,
presentd mayor contenido de FT y menor variacion con respecto a la mezcla, tanto
en el presente estudio como en los resultados obtenidos en 2009 (datos no

mostrados).

En la Figura 16 se muestran los resultados obtenidos en la recuperacion de FT
mediante la extraccion acuosa convencional y por MAE. En todos los casos la
extraccion acuosa de FT por método de calentamiento convencional fue superior a

la extraccion mediante MAE, independientemente del tiempo de extraccion.

44



A
e [ Acuoso convencional
’§ 0.16 - I Acuoso MAE 2 min
g I Acuoso MAE 6 min
£
[
E
*
S 012- cd d
<
o
(]
oy b,c
£ .08
'_
L
(]
e
S
‘s 0.04 4
S *
= a
[]
[&)
S
O 0.00
Sin sonicar Sonicado
Pretratamiento
B
56 [JAcuoso convencional
] C I Acuoso MAE 2 min
§ 42 T Il Acuoso MAE 6 min b*
o 4
8 28 E
> |
O 14
< |
8 =
ey a
E
l_
0.7 1
3 a*
o
=
Q@
£
=]
[
(&)
o
0.0
Sin sonicar ) Sonicado
Pretratamiento

Figura 16. Extraccion acuosa de Fenoles Totales de bagazo de uva roja Vitis vinifera
por método convencional y por MAE. A) Concentracién de FT extraida, B) Rendimiento
obtenido. Las letras minusculas representan diferencia estadistica significativa entre
tratamientos (Tukey, p<0.05). El asterisco representa diferencia estadistica significativa
entre muestras extraidas por el mismo método con o sin sonicacion.
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En la extraccién acuosa convencional sin sonicar y sonicada se obtuvieron 0.153 y
0.109 mg eq AG/mL de extracto respectivamente, superando a lo obtenido por
MAE por casi el doble. En consecuencia, el rendimiento de FT para la extraccidn
acuosa fue la mas alta con 41.597 mg eq AG/g bagazo seco sin sonicar y 30.458

mg eq AG/g bagazo seco en el caso del pretratamiento con sonicacion.

Paladino y Zuritz (2011) realizaron una comparacion entre distintos solventes para
la extraccion de FT en semilla de Vitis vinifera. La extraccion se realizé con agua a
90° C por 20 min alcanzando 5.0 mg AG eq AG/g semilla seca. A las 3 h de
tratamiento se logré extraer la maxima cantidad que fue de 11.860 y a las 4 h fue
de 12.87 mg eq AG/g semilla seca. En el presente trabajo se observa que el
meétodo acuoso convencional con 41.597 mg eq AG/g bagazo seco de FT superé
al estudio anterior por alrededor de 4 veces mas en tan so6lo 15 minutos de
extraccion en comparacion con el tratamiento a 3 h. Lo anterior confirma que la
composicidn y variedad del bagazo al igual que las condiciones de extraccion son

determinantes en la recuperaciéon de los FT.

Los resultados obtenidos con MAE en la extraccion acuosa principalmente son
atribuidos a las propiedades dieléctricas del agua ya que presenta una baja
tangente de delta Tan 6= 0.1229 (Dallinger y Kappe, 2007). Esta resulta ser baja
con respecto a otros disolventes lo que resulta en es su baja capacidad para
transformar la energia eléctrica en calor. A pesar de ser una molécula de
naturaleza dipolar, su polarizacion es la que disminuye su potencial como

disolvente en la extraccion asistida por microondas.

En cuanto a la extraccion organica por soxhlet y MAE (Figura 17), se utilizé una
relacion de bagazo-solvente de 1.6 y una mezcla de solventes de
EtOH:EtOAc:H,0 en relacién de 65:30:5, respectivamente. La extraccion organica
convencional presenté la mayor cantidad de FT (0.169 y 0.186 mg eq AG/mL de
extracto), un rendimiento de 4.660 y 7.994 mg eq AG/g de bagazo seco sin sonicar

y sonicando, respectivamente.
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Figura 17. Extracciéon organica de Fenoles Totales de bagazo de uva roja Vitis vinifera por
método convencional y por MAE. A) Concentracidon de FT extraida, B) Rendimiento obtenido.
Las letras minusculas representan diferencia estadistica significativa entre tratamientos (Tukey,
p<0.05). El asterisco representa diferencia estadistica significativa entre muestras extraidas por el
mismo método con o sin sonicacion.
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En un estudio comparativo de mezclas de solventes: acetona-agua-acido acético
(90:9.5:0.5) y acetato de etilo-etanol-agua (60:30:10), ambas en semilla y piel de
uva V. viniera, los mejores resultados de extraccidon de FT se observaron en
semilla de 667.87 mg eq AG/g y en piel de 45.44 mg eq AG/g de muestra seca al
con el sistema acetato de etilo-etanol-agua (GoOkturk et al., 2004). Estos
investigadores, en un estudio posterior, evaluaron el contenido de FT, el potencial
antiradical y antioxidante de estos compuestos y observaron una cantidad de FT
de 704 mg eq AG/g de semilla (Gokturk, et al., 2007).

La mezcla de disolventes en esta extraccion organica presentd cambios a la
recuperacion de FT, siendo el etanol el disolvente mayoritario y de acuerdo a la
composicion del bagazo que fue del 46.19% de semilla y 53.81 % de piel. Por otra
parte se sabe que los flavonoides son solubles en disolventes organicos como el
etanol, lo que sugiere que la cantidad de FT recuperados por la extraccion

organica convencional fue principalmente de flavonoides.

La extraccion por MAE fue realizada con disolventes puros y con mezclas de
éstos. En las Figuras 18 y 19 se presentan los resultados para los sistemas
Etanol-Acetato de etilo-Agua 65:30:5, Etanol 100%, Etanol-Agua 80:20, Etanol-
Agua 50:50 y Agua 100%. La mayor recuperacion de FT por MAE se obtuvo con
Etanol-Agua 80:20 con 0.186 y 0.166 mg eq AG/mL de extracto, seguido de la
mezcla 50:50 con 0.117 y 0.118 mg eq AG/mL de extracto sin sonicar y sonicada,

respectivamente.

El tiempo de extraccion y la sonicacion fueron importantes para todas las
extracciones por microondas ya que, de forma general y excepto para el extracto
acuoso, un mayor tiempo de extraccion mejoro la concentracién de FT obtenida.
Lo anterior puede estar relacionado con el hecho de que cuando los disolventes
tienen diferencias dieléctricas que favorecen la transferencia de calor en la
extraccion y por lo tanto aumentar no sélo la disolucion sino también la solubilidad
de los compuestos fendlicos, mientras que por un método de calentamiento

convencional (térmico) dificilmente se alcanzaria esto (De la Hoz et al., 2005).

48



>

MAE EtOH:EtOACc:H20 (65:30:5) 2 min f
MAE EtOH:EtOAc:H20 (65:30:5) 6 min
MAE EtOH (100) 2 min

MAE EtOH (100) 6 min

MAE EtOH:H20 (80:20) 2 min

MAE EtOH:H20 (80:20) 6 min

MAE EtOH:H20 (50:50) 2 min

MAE EtOH:H20 (50:50) 6 min

MAE H20 (100) 2 min

MAE H20 (100) 6 min

o
N
|

- NIUAURENN

cde

Concentracion de FT (mg eq AG/mL extracto)

o
o
|

Sin sonicar Sonicado
Pretratamiento

Figura 18. Concentracién de Fenoles Totales en extractos de bagazo de uva roja Vitis vinifera mediante MAE utilizando
diferentes sistemas de disolventes. Las letras minusculas representan diferencia estadistica significativa entre tratamientos (Tukey,
p<0.05). El asterisco representa diferencia estadistica significativa entre muestras extraidas por el mismo método con o sin sonicacion.
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Figura 19. Rendimiento de la extraccion de Fenoles Totales de bagazo de uva roja Vitis vinifera mediante MAE utilizando
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Casazza et al. (2010) probaron la recuperacién de FT de semilla y/o piel utilizando
la extraccion solido-liquido, extraccion asistida por ultrasonido (UAE), la extraccién
asistida por microondas (MAE) y extraccion a alta presion y temperatura (HPTE).
Los resultados obtenidos mostraron que el contenido de FT mas alto se alcanzé
en semilla con HPTE, seguido de MAE con 83 mg eq AG/g de materia seca a los

90 minutos de tiempo de extraccion y en piel de18 mg eq AG/g de materia seca.

Por su parte, Li et al. (2011) establecieron condiciones para el método de MAE de
polifenoles de semillas de uva Vitis vinifera, obteniendo las mejores condiciones
con etanol al 47.2%, en un tiempo de 4.6 min, logrando recuperar un 92% de FT.
Lo anterior sugiere que MAE tiene posibilidades de ser utilizado como un método
eficiente en la recuperacion de CF y que aun las condiciones de extraccion

pueden ser mejoradas.

7.2 Taninos Condensados

Para el caso de la extraccion acuosa (Figura 20), el método convencional presenté
una baja recuperaciéon de TC sin mostrar diferencia significativa con los extractos
acuosos obtenidos con MAE sin embargo, la cantidad de extracto obtenido fue alta
para este tipo de extraccion lo que aumentd el rendimiento hasta 6.146 y 7.576 mg
eq (+) Cat/g de bagazo seco, en la extraccion acuosa convencional sin sonicado y
sonicada, respectivamente. El agua no es el solvente de eleccion para extraer TC
a pesar de que para los flavonoides y antocianinas el agua es uno de los medios

en los cuales se solubilizan (Nagendran et al., 2006).

El agua no es el disolvente mas eficiente para extraer TC a pesar de que para
algunos flavonoides, y en el caso especifico de las antocianinas, el agua es uno
de los mejores medios en los cuales se pueden solubilizar este tipo de

compuestos (Nagendran et al., 2006).
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Figura 20. Extraccion acuosa de Taninos Condensados de bagazo de uva roja Vitis
vinifera por método convencional y por MAE. A) Concentracion de TC extraida, B)
Rendimiento obtenido. Las letras minusculas representan diferencia estadistica
significativa entre tratamientos (Tukey, p<0.05), El asterisco representa diferencia
estadistica significativa entre muestras extraidas por el mismo método con o sin
sonicacion.
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En el estudio de Mufioz et al. (2009) la cantidad de TC de bagazo seco de uva roja
fueron expresados en mg eq de (+) Cat y determinaron que la extraccion maxima
se logré a partir de 15 g /250 mL de agua a punto de ebulliciéon, con un tiempo de
7 min para la extraccion. Las concentracion obtenida fue de 1.036 mg eq (+) Cat

por gramo de bagazo seco.

Los resultados alcanzados en el presente estudio superaron por mas de 5 veces al
estudio de Mufioz en el 2009. Lo anterior se atribuye a diversos factores como el
uso e una solo variedad de uva, el bagazo compuesto de semilla y piel no
contenia el raspon dado que fue eliminado previamente, el tamafo de particula fue
fino y la relaciéon bagazo-agua fue un poco mas del doble siendo esta de 4 g de
bagazo seco/25mL de agua a punto de ebullicion es decir en una relacion de 0.16.

Estas condiciones de extraccidn mejoraron la recuperacion de TC.

Respecto a la extraccion organica, la Figura 21 muestra los resultados para la
extraccion organica convencional y por MAE de TC. La mayor la concentracion de
TC se logré cuando se utilizaron las microondas como fuente de energia respecto
al método convencional térmico, presentando diferencias significativas en todos
los casos. Los resultados obtenidos sugieren que los taninos condensados son
sensibles y pueden sufrir degradacion, por tal motivo en condiciones menos
extremas se conservan y esto permite su recuperacion y tanto el pretratamiento

con sonicacion, como el tiempo de extraccion pueden favorecer su extraccion.

Por otra parte, se obtuvo una mayor la cantidad de extracto total por el método de
extraccion organica convencional y, en consecuencia, el rendimiento final fue

superior.

Al respecto Dallinger y Kappe (2007) han senalado que para lograr mayor
eficiencia en la extraccion asistida por microondas, dada las limitaciones de la
solubilidad de este tipo de compuestos, a menudo se emplean cosolventes

organicos, derivacion idnica, surfactantes, o grupos hidrofilos.
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Figura 21. Extracciéon organica de Taninos Condensados de bagazo de uva roja Vitis
vinifera por método convencional y por MAE. A) Concentracion de TC extraida, B)
Rendimiento obtenido. Las letras minusculas representan diferencia estadistica
significativa entre tratamientos (Tukey, p<0.05), El asterisco representa diferencia
estadistica significativa entre muestras extraidas por el mismo método con o sin
sonicacion.
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El bagazo de uva utilizado (semilla-piel) permite la recuperacion de los
compuestos fendlicos tanto de tipo poliméricos, como los oligoméricos (Katiyar,
2008) y en forma de flavonoides (Cheynier, 2005). Sin embargo, se sugiere hacer
la cuantificacion de flavonoides totales por espectrometria y por cromatografia de
HPLC para identificar estas asi como su estabilidad y la de los estos compuestos

fendlicos.

Los resultados obtenidos en la recuperacion de TC mediante la extraccion asistida
por microondas con respecto a los solventes puros y mezclas de ellos se
presentan a continuacion en la Figura 22. La relacion Etanol-Agua 80:20 por 6 min
y sin pretratamiento de sonicacion mostré la mayor extraccion con 0.479 mg eq (+)
Cat/mL de extracto, seguida de Etanol al 100% con 2 min y sin sonicacién con una
cantidad de 0.348 mg eq (+) Cat/mL, esta ultima no mostré diferencia significativa
respecto al tiempo de extraccion ni con respecto al pretratamiento fisico. Las
cantidades de extracto obtenido para cada uno de los solventes y mezclas fue
diferente, por lo tanto el comportamiento del rendimiento de TC (Figura 23) fue
muy variable. La relacién 80:20 sobresalié del resto dado que la cantidad de
extracto obtenido fue el tercero mas alto de todas las extracciones por

microondas.

Este resultado sugiere que las propiedades de estos compuestos favorecen su
recuperacion con etanol. La relacion etanol-agua (80:20) fue la mayor y mejoré
con el tiempo de extraccion, lo que sugiere que esta relacion es adecuada en el
uso de las microondas como una fuente de energia al aprovechar las propiedades
dieléctricas de la mezcla para favorecer la transferencia de calor y, en este caso,
también podrian influir en las propiedades de los taninos condensados para poder

ser recuperados.
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Figura 22. Concentracion de Taninos Condensados en extractos de bagazo de uva roja Vitis vinifera mediante MAE utilizando
diferentes sistemas de disolventes. Las letras minusculas representan diferencia estadistica significativa entre tratamientos (Tukey, p<0.05).
El asterisco representa diferencia estadistica significativa entre muestras extraidas por el mismo método con o sin sonicacion.
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Figura 23. Rendimiento de la extraccion de Taninos Condensados de bagazo de uva roja Vitis vinifera mediante MAE utilizando
diferentes sistemas de disolventes. Las letras minusculas representan diferencia estadistica significativa entre tratamientos (Tukey,
p<0.05). El asterisco representa diferencia estadistica significativa entre muestras extraidas por el mismo método con o sin sonicacion.
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7.3 Antocianinas Totales

Las antocianinas son altamente inestables y facilmente susceptibles a la
degradacion. La estabilidad de su color es fuertemente afectada por el pH, la
temperatura, la concentracion de antocianinas, el oxigeno, la luz, las enzimas,
sustancias como el acido ascorbico, azucares, sulfitos, copigmentos, iones
metalicos (Bibbio y Mercadante, 2008).

En la Figura 24 se muestran los datos de antocianinas totales (AT) obtenidos en la
extraccion acuosa comparando los dos métodos de extraccion. El método acuoso
convencional presentd 1.008 y 1.293 mg de AT/L de extracto sin sonicar y
sonicado, para MAE fue de 1.016 y 0.969 en 2 min y de 1.427 y 1.522 mg de AT/L
de extracto para 6 min, sin sonicar y sonicado, respectivamente. Estos resultados
sugieren independencia a la sonicacion. El rendimiento final fue mayor para los

extractos acuosos convencionales como en los casos anteriores.

En estos casos ninguno de los dos acuosos fue el mejor método de extraccion en
la recuperacion de las antocianinas, a pesar de que estos compuestos son
solubles en agua. En todos los casos se obtuvo la menor cantidad de AT cuando
se extrajeron por el método convencional, probablemente debido a degradacion
por la temperatura elevada (Espin et al., 1995; Gasull y Becerra, 2006) en el caso

del acuoso convencional.

Otros factores que hacen inestables a las antocianinas pueden ser aspectos
propios del extracto como algunos componentes del bagazo, otros externos como
la manipulacion y en especial el tipo de disolvente durante la extraccion. Este
ultimo lleva a pensar que la eleccion del disolvente puede contribuir a la
estabilidad de estos compuestos, debido a la estructura y naturaleza de cada
antocianina. Ademas el numero de grupos hidroxilo y metoxilo (grupo radical) en el
anillo B no sélo diferencian al tipo de antocianina, sino que afectan el

comportamiento quimico de la molécula debido a la hidroxilacion (Rein, 2005).
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Figura 24. Extraccion acuosa de Antocianinas Totales de bagazo de uva roja Vitis
vinifera por método convencional y por MAE. A) Concentracion de AT extraida, B)
Rendimiento obtenido. Las letras minusculas representan diferencia estadistica
significativa entre tratamientos (Tukey, p<0.05), El asterisco representa diferencia
estadistica significativa entre muestras extraidas por el mismo método con o sin
sonicacion.
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En la Figura 25 se presentan las concentraciones de antocianinas para las
extracciones organicas con la mezcla de solventes EtOH-EtOAc-H,O en la
relacidon 65:30:5, la cual presento el doble de cantidad con respecto a los acuosos.
La cantidad de AT recuperadas por extraccion organica convencional fue superior
a la obtenida por microondas, con un valor de 3.56 y 4.031 mg AT/L de extracto
para sin y con sonicacion. El etanol es capaz de interactuar con estos compuestos
por sus grupos radicales ya que logra formar complejos que les confiere
estabilidad (Van Acker et al., 1996). EI mayor rendimiento se obtuvo con el método

convencional con previa sonicacion.

En las Figuras 26 y 27 se muestran los resultados para las extracciones con
microondas. Se determind que la mayor cantidad de antocianinas se obtuvo con la
mezcla Etanol-Agua 50:50 en un tiempo de extraccidon de 6 min y con previa
sonicaciéon (13.563 mg AT/L de extracto) seguida de Etanol-Agua 80:20 sonicado
a 2 min de extraccion (10.155 mg AT/L).

Lo anterior sugiere que las mezclas EtOH-H,O aumentan la solubilidad de las
antocianinas, ademas de hacer un mejor empleo de la fuente de energia y de
moderar la temperatura, parametro critico para las antocianinas. Por otra parte,
parece ser que los tiempos cortos de extraccion asi como el resto de las
condiciones no afectan la estabilidad de las antocianinas. Se reconoce que la
extraccion por microondas puede ser una alternativa en preservar este tipo de

compuestos (Li et al., 2011).

Se puede considerar a la extraccion asistida por microondas (MAE) como un
método susceptible de mejoras que aumente su eficiencia, que sea eficaz y que
proporcione compuestos fendlicos de calidad con actividad biolégica y superar los

rendimientos hasta el momento alcanzados.
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Figura 25. Extraccidon organica de Antocianinas Totales de bagazo de uva roja Vitis
vinifera por método convencional y por MAE. A) Concentracion de TC extraida, B)
Rendimiento obtenido. Las letras minusculas
significativa entre tratamientos (Tukey, p<0.05), El asterisco representa diferencia
estadistica significativa entre muestras extraidas por el mismo método con o sin
sonicacion.
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Figura 26. Concentracion de Antocianinas Totales en extractos de bagazo de uva roja Vitis vinifera mediante MAE
utilizando diferentes sistemas de disolventes. Las letras minusculas representan diferencia estadistica significativa entre
tratamientos (Tukey, p<0.05). El asterisco representa diferencia estadistica significativa entre muestras extraidas por el mismo
método con o sin sonicacion.
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A manera de comparacion general y en forma de resumen, en el Cuadro 7 se
muestran todos los resultados obtenidos para los diferentes métodos. Se observa
que la mayor cantidad de extracto liofilizado se obtuvo al realizar la extraccion
acuosa convencional, lo cual puede deberse a que se extrae mayor cantidad de
materia soluble en agua, que no corresponde Unicamente a compuestos fendlicos.
Esto ocasion6 que, de manera general, el rendimiento final fuera mayor al utilizar

este método a pesar de que en ningun caso fue el mejor método de extraccion.

Para el caso de FT, los métodos mas eficientes fueron la extraccion organica
convencional y para MAE la relacion EtOH-H,O al 80:20 por 6 min, en ambos
casos con sonicaciéon. Para TC, MAE EtOH-H,O 80:20 por 6 min sin sonicar
seguido del mismo método durante 6 min con sonicacion previa asi como la
extraccion con etanol al 100%, en este caso de forma independiente al tiempo de
extraccion. Con respecto a AT, la extraccion fue mejor por MAE con EtOH-H,O
50:50 por 6 min de extraccion seguido por MAE EtOH-H,O 80:20 por 2 min,

ambos con sonicacion previa.
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Extraccion

Cuadro 7. Resumen de resultados de los CF para los diferentes métodos de extraccidn.

Sonicacion

42 KHz

Tiempo de
extraccion

min

Extracto
obtenido

mg ES/g BS

Concentracion de

FT
mg EAG/mL E

Rendimiento de
FT

Concentracion de

TC

mg EAG/g BS ‘ mg ECat/mL E

Rendimiento de
TC

mg ECat/g BS

Concentracion de

AT
mg ATILE

Rendimiento de
AT

mg AT/g BS

Acuoso No 15 271.39 0.153 = 0.012  41.507 = 3.422 0.023:0002  6.146 = 0.577 10080079 0.264 % 0.020
convencional Si 15 278.95 0.109= 0.004  30.458 = 1.361 0.027=0004  7.576= 1.178 12930095 0361 = 0.029
Organico No 8 54.79 0.170 0.003  4.661 = 0.091 0.053=0003  1539=0.103 3564=0232  0.193=0.014
convencional S 8 85.62 0.187=0.000  7.995 = 0.015 0.091=0014 3901 =0.623 40310195  0.346= 0.017
Acuoso MAE No 2 775 009420019 0.733 = 0.151 002020003 02280026 10160030 0.008 = 0.029
S 6.33 0.050=0028  0.35 0.178 0.028=0001  0.177 =0.007 0.969=0.110 __ 0.006 = 0.000

No 6 9.68 0.046 0002 0.448 = 0.020 0.031=0004 0298 = 0.041 142720061 0014 0.000

S 9.24 0.018=0001  0.169 = 0.010 0.026=0001 02440015 15220048 0014 0.000

Organico MAE No 2 1053 0.064 0003 0.339 = 0.047 0.084=0013 044520072 335220012 0.035=0.008
S 12.45 0.078 20000  0.487 = 0.081 0.103=0004 06400029 2197 %0073 0.027 = 0.003

No 6 18.89 0.086=0.005  0.813 = 0.050 0.024=0004 02220040 28290770 00530014

S 19.46 0.089=0006  0.870 = 0.058 013320066 1292 = 0.646 238720197 0.046 = 0.003

EtOH:H:0 No 2 3.75 0.089=0023  0.129=0.034 0.034=0004 0050 = 0.006 5060 =0812 0017 = 0.002
(50:50) MAE S 5.62 0.083=0024 04270127 004320003 0224 =0.020 52250582 0.054 = 0.006
No 6 5.67 0.117= 0003 0.493=0.015 026420033 1.116=0.143 724920613 0.061= 0005

Si 6.18 0.118 = 0.007  0.537 = 0.032 023220014 1055z 0.065 13.563= 0,949  0.123=0.008

EtOH:H:0 No 2 8.12 0.093=0004 03790016 008220005 03320022 441220352 0036 = 0002
(80:20) MAE Si 9.37 0.108=0.013 0507 = 0.061 0.089=0002 0417 =0.009 10155= 2790 0.095 = 0.026
No 6 1557 0.166=0.007  1.295 = 0.059 0479 = 0022 3.731=0173 647020769  0.101= 0011

Si 16.62 0.186 = 0.043 1543 = 0.364 033120036 2753 = 0.306 391420287  0.065 = 0.004

EtOH (100) No 2 2.91 0.089=0002 0126 = 0.080 0.348 = 0.040  0.652=0.075 10120043 0.003 = 0.001
MAE S 10.32 0.065=0.002  0.139 = 0.087 032120033 0904 =0.094 1881=0501  0.008 = 0.003

No 6 8.46 0.096 =0.004 020220125 0.340 = 0.040  0.964 =0.113 0593=0.195  0.002 = 0.000

S 9.1 0.081=0003 0191z 0.120 0320=0033  1018=0.103 05750462 0.002 = 0.001
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VIIl. CONCLUSIONES

El método de extraccion acuosa convencional permitié obtener la mayor cantidad
de extracto liofilizado, presentando en general los mayores rendimientos con
respecto al método de extraccion con solventes convencional y al de la extraccion
asistida por microondas. Sin embargo, los contenidos en FT, TC y AT fueron

bajos. Se propone poner especial atencién a la temperatura de extraccion.

La mezcla de disolventes Etanol-Acetato de etilo-Agua es una propuesta que
puede modificarse para la recuperacion de FT ademas de que favorecié la

recuperacion de TC y permitié obtener mayores cantidades de extracto en la MAE.

De acuerdo con la mas alta recuperacion de FT obtenida mediante MAE (Etanol-
Agua 80:20), AT con Etanol-Agua (50:50) y (80:20) y para TC Etanol-Agua (80:20)
se sugiere la mezcla de EtOH-H,O para el uso de MAE para la recuperaciéon de

CF del bagazo de uva.

Se propone que el empleo de ultrasonido se estudie a profundidad como un
método de extraccion debido a que la sonicaciéon en este estudio aumento las

concentraciones de CF.

En general, las condiciones de extraccion mediante los diferentes métodos ofrecen
distintas alternativas de recuperacion donde MAE presenta potencial para ser

utilizado como un método de bajo impacto ambiental.
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ANEXO 1. Tablas de ANOVA

Tabla de ANOVA de FT para la extraccién acuosa convencional y por microondas

ANOVA
Sumade Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.

EficAcuososFT Inter-grupos .066 5 .013 40.482 .000

Intra-grupos .007 22 .000

Total 073 27
RendAcuososFT  Inter-grupos 10319.423 5 2063.885 302.797 .000

Intra-grupos 149.953 22 6.816

Total 10469.376 27

Tabla de ANOVA de TC para la extraccion acuosa convencional y por microondas

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.

EfciAcuososTC Inter-grupos .000 5 .000 4.054 .009

Intra-grupos .000 22 .000

Total .000 27
RendAcuososTC  Inter-grupos 288.965 5 57.793 97.268 .000

Intra-grupos 13.072 22 594

Total 302.037 27

Tabla de ANOVA de AT para la extraccion acuosa convencional y por microondas

ANOVA
Sumade Media
cuadrados ol cuadratica F Sig.

EficAcusosoAT Inter-grupos 797 5 159 11.561 .000

Intra-grupos 193 14 .014

Total 990 19
rendAcuososAT  Inter-grupos 460 5 .092 109.445 .000

Intra-grupos .012 14 .001

Total 472 19

82




Tabla de ANOVA de FT para la extraccion organica convencional y por

microondas
ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
EficOrganFT Inter-grupos .054 5 .011 192.826 .000
Intra-grupos .001 18 .000
Total .055 23
RendOrganFT Inter-grupos 196.324 5 39.265 124 577 .000
Intra-grupos 5.673 18 315
Total 201.998 23

Tabla de ANOVA de TC para la

extraccidn organica convencional y por

microondas
ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
EficOrganTC Inter-grupos .034 5 .007 19.846 .000
Intra-grupos .006 16 .000
Total .040 21
RendOrganTC  Inter-grupos 35.281 5 7.056 32.864 .000
Intra-grupos 3.435 16 215
Total 38.717 21

Tabla de ANOVA de AT para la extraccion organica convencional y por

microondas
ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
EficOrganAT Inter-grupos 10.129 5 2.026 7.819 .000
Intra-grupos 4.664 18 259
Total 14.793 23
RendOrganAT Inter-grupos 329 5 .066 83.468 .000
Intra-grupos .014 18 .001
Total .343 23
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Tabla de ANOVA de FT para las extracciones por microondas

ANOVA
Suma de Media
cuadrados ql cuadratica F Siq.
EficMAEFT Inter-grupos .106 19 .006 19.215 .000
Intra-grupos 017 60 .000
Total 123 79
RendMAEFT  Inter-grupos 11.120 19 .585 40.878 .000
Intra-grupos 859 60 .014
Total 11.979 79
Tabla de ANOVA de TC para las extracciones por microondas
ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
EficMARTC Inter-grupos 1.599 19 .084 160.363 .000
Intra-grupos .030 58 .001
Total 1.629 77
RendMAETC  Inter-grupos 64.030 19 3.370 | 210.932 .000
Intra-grupos 927 58 .016
Total 64.956 77
Tabla de ANOVA de AT para las extracciones por microondas
ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
EficMAEAT Inter-grupos 881.426 19 46.391 67.971 .000
Intra-grupos 38.221 56 .683
Total 919.647 75
RendMAEAT  Inter-grupos .096 19 .005 71.034 .000
Intra-grupos .004 56 .000
Total .100 75
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