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Resumen

El creciente volumen de residuos agroindustriales generado por la industria de berries plantea la
necesidad de estrategias de revalorizacién orientadas a recuperar compuestos bioactivos de alto
valor. En particular, el orujo de ardandano contiene una fraccién importante de polifenoles y otros
fitoquimicos con actividad antioxidante, susceptibles de ser recuperados mediante procesos de
extraccion adecuados. En este trabajo se estudio la revalorizacion del orujo de arandano mediante
maceracion hidroetandlica convencional y extraccién asistida por ultrasonido (UAE).

La maceracién se evalué mediante metodologia de superficie de respuesta, utilizando un diseno
central compuesto centrado en las caras, con el fin de optimizar el contenido de polifenoles
totales extraidos (TPC, mg GAE/g DW) y el rendimiento total de extraccién. Como variables
independientes se consideraron el tiempo de extraccion, la temperatura y la concentracién de etanol
en la mezcla hidroetandlica. El tiempo de extraccion se evaluo en el intervalo de 20 a 60 min, la
temperatura en el rango de 20 a 60 °C, y la concentracién de etanol entre 20 y 80% v/v. Los modelos
ajustados permitieron determinar condiciones 6ptimas distintas para ambas respuestas. La mayor
recuperacion de polifenoles se obtuvo a ¢t = 60 min, 7' = 60 °C y 40 % v/v de etanol, alcanzando
aproximadamente un 42 % del TPC extraible determinado mediante extraccién metandlica dcida.
En cambio, el mayor rendimiento total de extraccion se obtuvo a las mismas condiciones de tiempo
y temperatura, pero con 60 % v/v de etanol, alcanzando cerca de un 33 % de la masa inicial de
orujo en base seca.

Posteriormente, se evalué la UAE considerando como factores el tiempo de sonicacion y la
potencia ultrasénica. En las condiciones de mayor energia especifica (¢ = 60 min, P = 70 W),
la UAE permitié recuperar 37,94 + 0,42 mg GAE/g DW, equivalente a un 73,78 £+ 0,82 % de
rendimiento respecto del TPC extraible, y obtener un rendimiento total de extraccion de 45,07 +
0,08% respecto de la masa inicial utilizada de orujo en base seca. En el rango estudiado, tanto el
TPC como el rendimiento total aumentaron con la potencia y el tiempo, alcanzando sus valores
maximos en 70 W y 60 min. En comparaciéon con la maceracion, la UAE permitié una mayor
recuperacion fendlica y un mayor rendimiento total de extracto, lo que respalda su uso como

estrategia de intensificacién para la valorizacién del orujo de arandano.
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Abstract

The increasing volume of agro-industrial residues generated by the berry industry highlights the
need for valorization strategies aimed at recovering high-value bioactive compounds. In particular,
blueberry pomace contains a significant fraction of polyphenols and other antioxidant phytochemicals
that can be recovered through suitable extraction processes. In this work, blueberry pomace
valorization was studied through conventional hydroethanolic maceration and ultrasound-assisted
extraction (UAE).

Maceration was evaluated using response surface methodology and a face-centered central
composite design to optimize total phenolic content (TPC, mg GAE/g DW) and total extraction
yield. The independent variables were extraction time, temperature, and ethanol concentration
in the hydroethanolic mixture. Extraction time was evaluated over the range of 20-60 min,
temperature from 20 to 60 °C, and ethanol concentration between 20 and 80% v/v. The fitted
models showed different optimum conditions for each response. The highest polyphenol recovery
was obtained at ¢ = 60 min, T' = 60 °C, and 40 % v/v ethanol, reaching approximately 42 % of the
TPC determined by acidified methanolic extraction. In contrast, the highest total extraction yield
was obtained at the same time and temperature conditions, but with 60 % v/v ethanol, reaching
about 33 % of the initial dry-basis pomace mass.

Subsequently, UAE was evaluated considering sonication time and ultrasonic power as factors.
Under the conditions of highest specific energy (¢t = 60 min, P = 70 W), UAE allowed the recovery
of 37.94 4+ 0.42 mg GAE/g DW, equivalent to a 73.78 £+ 0.82% yield relative to the extractable
TPC, and a total extraction yield of 45.07 + 0.08% based on the initial blueberry pomace dry
weight used. Within the studied range, both TPC and total yield increased with power and time,
reaching their maximum values at 70 W and 60 min. In comparison with maceration, UAE provided
a higher phenolic recovery and a greater total extract yield, supporting its use as an intensification

strategy for blueberry pomace valorization.
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Capitulo 1
Introduccién

La industria del ardandano ha adquirido una creciente relevancia econémica en Chile durante las
ultimas décadas. De acuerdo con ODEPA, entre 2002 y 2011 el volumen de las exportaciones
chilenas de ardndanos frescos aumenté en 1,1%, mientras que la participacién de Chile en el
mercado mundial pasé de 5,4% a 30,9%, consolidando al pais como uno de los principales actores del
comercio internacional de esta especie. Mas recientemente, ODEPA informé que, entre septiembre
de 2025 y enero de 2026, las exportaciones chilenas de arandano fresco alcanzaron USD 374 millones
y 73 mil toneladas, con incrementos de 41% en valor y 32% en volumen respecto del mismo
periodo de la temporada anterior. En este contexto, el dinamismo productivo y comercial del rubro
refuerza la pertinencia de estudiar la valorizacion de subproductos agroindustriales derivados de su
procesamiento, tal como el orujo o la fruta de descarte [1, 2].

Estos residuos agroindustriales suelen presentar una elevada fraccion de materia organica
biodegradable y, cuando no son valorizados ni gestionados adecuadamente, pueden transformarse en
una fuente relevante de impacto ambiental. El Panel Intergubernamental sobre Cambio Climatico
(IPCC, por sus siglas en inglés) senala que los residuos orgénicos dispuestos en sistemas de
eliminacion final generan emisiones de metano asociadas a su degradaciéon anaerobia, mientras que
una gestion deficiente de residuos y aguas residuales incrementa las descargas no tratadas hacia
aguas superficiales, aguas subterraneas, suelos y zonas costeras. En la misma linea, el Programa de
las Naciones Unidas para el Medio Ambiente (PNUMA; en inglés, United Nations Environment
Programme, UNEP) advierte que la mala gestién de residuos provoca contaminacién del aire, del
agua y del suelo, y que los vertederos abiertos o insalubres pueden contaminar incluso fuentes de
agua de consumo; adicionalmente, se ha documentado que la escorrentia puede arrastrar lixiviados
desde sitios de disposicién hacia cuerpos de agua. En un marco mas amplio, la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO, por sus siglas en inglés) ha mostrado
que la biomasa alimentaria descartada genera impactos sobre el clima, el recurso hidrico, el uso de

la tierra y la biodiversidad, lo que refuerza la pertinencia de estrategias de prevencion, tratamiento



y valorizacién de subproductos como orujos [3-6].

Dentro de estos residuos, el orujo de arandano se caracteriza por contener una fraccién importante
de compuestos fendlicos de alto valor agregado, tales como antocianinas, flavonoles y dcidos fendlicos,
que permanecen en la matriz solida después de la extraccion primaria de jugo o del proceso de
fermentacién [7]. Diversos estudios han mostrado que el orujo de ardndano conserva una capacidad
antioxidante comparable a la pulpa original, lo que lo convierte en una materia prima atractiva para
la obtencién de extractos con aplicaciones en alimentos funcionales, nutracéuticos y cosméticos [7-9].
La valorizacién de este residuo, por ende, contribuye tanto a la generacién de nuevos productos
como a la reduccién del impacto ambiental de la cadena productiva.

Desde el punto de vista tecnolédgico, la extraccion de polifenoles desde matrices vegetales puede
llevarse a cabo mediante diferentes estrategias, que incluyen métodos convencionales como la
maceracion y la extraccién Soxhlet, asi como tecnologias emergentes basadas en intensificacién
de procesos, entre ellas la extraccién asistida por ultrasonido (UAE), la extraccion con fluidos
supercriticos y el uso de solventes eutécticos profundos naturales [10-12]. Los métodos convencionales
de extraccién se caracterizan por su robustez operativa, simplicidad instrumental y amplia
aplicabilidad a distintas matrices vegetales. Sin embargo, estos procedimientos suelen requerir
tiempos de extraccion prolongados, elevadas relaciones solvente:sélido y, en consecuencia, un mayor
consumo de solventes y energia. Ademas, la exposicién extendida a ciertas condiciones de proceso,
particularmente temperatura y tiempo, compromete la estabilidad de compuestos sensibles y reducir
parcialmente su bioactividad. En contraste, las tecnologias emergentes de extraccion han sido
desarrolladas con el objetivo de intensificar la transferencia de materia y mejorar la eficiencia global
del proceso, favoreciendo una recuperacion mas rapida y selectiva de compuestos de interés. En este
contexto, tecnologias emergentes como la extraccién asistida por ultrasonido, microondas, fluidos
supercriticos o liquidos presurizados permiten, en muchos casos, disminuir el uso de solventes,
acortar los tiempos de operacion y reducir la demanda energética, al mismo tiempo que contribuyen
a preservar la integridad de compuestos bioactivos como los polifenoles [13, 14].

La extraccién asistida por ultrasonido se ha consolidado como una alternativa particularmente
interesante para la recuperaciéon de compuestos fendlicos, debido a que la cavitacion acustica
generada por las ondas ultrasonicas provoca la formacién, crecimiento y colapso violento de
microburbujas en el seno del liquido. Este fenémeno genera microchorros y ondas de choque que
favorecen la ruptura de paredes celulares, incrementan la accesibilidad del solvente a los solutos y
reducen las resistencias difusivas internas y externas [10, 11]. En el caso de matrices de berries y
sus subproductos, se han reportado incrementos cercanos al 50% en el rendimiento de extraccién
y, en muchos casos, una mejor preservacion de la estructura de los compuestos fendlicos frente a
tratamientos térmicos més agresivos [8, 15].

No obstante, la respuesta del sistema de extraccion depende de diversas variables de operacién,



tales como el tiempo de contacto, la temperatura, la composicion del solvente, la relacién
solido:liquido vy, en el caso de UAE, la potencia ultrasénica y la amplitud de la sonda. En
particular, el porcentaje de etanol en la mezcla hidroetandlica modula la polaridad del medio y, por
tanto, la solubilidad relativa de diferentes familias de polifenoles; al mismo tiempo, la temperatura
influye tanto en la difusividad como en la estabilidad de los compuestos termolabiles [16].

En este contexto, el presente trabajo aborda la revalorizacién del orujo de ardndano mediante la
recuperacion de compuestos bioactivos por extraccion hidroetandlica convencional y por extraccion
asistida por ultrasonido. Para ello, se evalua el efecto de variables operacionales relevantes sobre el
contenido de polifenoles totales extraidos y sobre el rendimiento total de extraccién, empleando
metodologia de superficie de respuesta como herramienta para modelar y optimizar el proceso. De
este modo, la investigacion no solo busca comparar el desempeno de una tecnologia convencional y
una emergente, sino también establecer condiciones de operacion que contribuyan al aprovechamiento

de este subproducto agroindustrial desde una perspectiva de valorizacion funcional y tecnoldgica.



Capitulo 2

Objetivos y Alcances

2.1 Objetivos

El objetivo general de este trabajo es revalorizar el orujo de arandano mediante la recuperacion de
compuestos bioactivos por extraccion asistida por ultrasonido, comparando su rendimiento con una

extraccién convencional por maceracion en medio hidroetandlico.

2.2 Objetivos especificos
Los objetivos especificos de la memoria son los siguientes:

e Evaluar el rendimiento total y el rendimiento de polifenoles totales de la extraccién realizada
al orujo de ardndano mediante métodos convencionales de maceracion, utilizando una mezcla

hidroetandlica como solvente.

e Optimizar la extraccién de compuestos bioactivos desde orujo de arandano en funcién del
tiempo de maceracion, la temperatura y la concentracion de etanol en el solvente mediante

un modelo estadistico.

e Evaluar el efecto de la asistencia ultrasonica sobre el rendimiento total y el rendimiento de
polifenoles totales de la extraccion realizada al orujo de arandano, empleando como referencia

las condiciones éptimas obtenidas para la maceracion convencional.

2.3 Alcances del estudio

El trabajo experimental se llevd a cabo integramente a escala de laboratorio, utilizando orujo

de arandano proveniente de un proveedor local de Lautaro, Regién de la Araucania, y bajo
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condiciones controladas de extraccién. Las extracciones se realizaron empleando tnicamente
mezclas hidroetandlicas como solvente y relaciones sélido/liquido fijas en los disenos experimentales
definidos, por lo que los resultados deben interpretarse dentro de esos rangos operacionales y para la
matriz estudiada. El analisis se centré en la cuantificacién de polifenoles totales mediante el método
de Folin—Ciocalteu y en la determinaciéon del rendimiento total de extraccién por via gravimétrica,
asi como en el ajuste de modelos estadisticos a partir de los datos experimentales obtenidos. En
consecuencia, este estudio no aborda la identificacién individual de compuestos fendélicos mediante
técnicas cromatograficas, ni la evaluacién especifica de la actividad antioxidante, la estabilidad de los
extractos durante el almacenamiento o su desempeno en aplicaciones alimentarias, nutracéuticas o
cosméticas. Asimismo, no se contempla el escalamiento del proceso a nivel piloto o industrial, ni un
analisis economico o de factibilidad tecnoeconémica. Por ello, los resultados obtenidos constituyen
una base experimental y metodoldgica para la valorizacion del orujo de arandano, pero requieren

estudios complementarios para avanzar hacia una aplicacion tecnolégica mas amplia.



Capitulo 3

Estado del Arte

El orujo de ardndano (o blueberry pomace) corresponde al subproducto sélido del arandano que
resta tras procesos industriales como el prensado para jugos, y esté constituido principalmente
por pieles y semillas, ademas de fracciones residuales de pulpa. En la industria de berries, este
tipo de subproducto puede representar una fraccion relevante del material procesado y, debido a
su alta humedad, tiende a ser altamente perecible y susceptible a contaminaciéon microbiolégica
si no se estabiliza (por ejemplo, mediante secado) [17, 18]. En consecuencia, la valorizacién del
orujo mediante recuperacion de compuestos de alto valor agrega interés tanto tecnoldgico como
ambiental.

Desde el punto de vista composicional, el orujo de arandano concentra una proporcién importante
de los compuestos bioactivos originalmente presentes en el fruto, ya que numerosos polifenoles se
asocian a tejidos estructurales de la piel y la semilla. En particular, se ha reportado que el orujo
contiene cantidades relevantes de antocianinas (responsables del color), ademds de otros fenoles
como flavonoles y dcidos fendlicos, junto con un aporte importante de fibra dietética, lo que lo
convierte en una matriz atractiva para desarrollar ingredientes funcionales o extractos antioxidantes
[17, 18]. Sin embargo, la naturaleza heterogénea de la matriz y la interaccién de los compuestos con
la pared celular hacen que la recuperacion eficiente dependa fuertemente del método de extraccion
y de sus condiciones operacionales.

Tradicionalmente, la recuperacién de polifenoles desde matrices vegetales se ha realizado
mediante extraccién sélido-liquido con solventes hidroorganicos (por ejemplo, mezclas agua—etanol),
incluyendo maceracién con agitacion y, en algunos casos, Soxhlet u otros arreglos que favorecen
el contacto solvente—matriz. Estas estrategias son simples y accesibles, pero suelen penalizarse
por mayores tiempos de operacién y/o consumos de solvente, ademés de degradacién cuando se
aplican temperaturas elevadas o tiempos prolongados sobre compuestos sensibles [10]. Para superar
estas limitaciones, la literatura reciente sobre subproductos de berries destaca el uso de tecnologias

emergentes de intensificacion tales como ultrasonido, microondas, fluidos supercriticos y el empleo



de solventes alternativos (p.ej., eutécticos profundos), orientadas a mejorar transferencia de masa,
reducir tiempos y disminuir consumo de solvente [10, 12, 17, 18].

En este marco, la extraccién asistida por ultrasonido (UAE) se ha consolidado como una
alternativa particularmente pertinente para matrices tipo orujo. Su fundamento es la cavitacién
acustica generada por ondas ultrasénicas (en aplicaciones de potencia, tipicamente sobre 20 kHz),
la cual produce ciclos de compresion y rarefacciéon que favorecen la nucleacién y colapso de
microburbujas. Este colapso genera microturbulencia, microchorros y ondas de choque a microescala,
promoviendo la disrupcién de estructuras celulares, el aumento del drea efectiva de contacto y la
disminucion de resistencias difusivas en la capa limite externa, con el consecuente aumento de la
tasa de transferencia de materia hacia el solvente [10, 19]. A nivel practico, esto suele traducirse
en extracciones méas rapidas y eficientes que métodos convencionales, con menor requerimiento
de solvente y, frecuentemente, a temperaturas moderadas, lo que resulta favorable para preservar
fracciones fendlicas sensibles [10, 11, 19]. En comparacién con otras tecnologias emergentes, la
UAE destaca ademds por su implementacién relativamente directa a escala laboratorio (bano o
sonda) y por su compatibilidad con mezclas hidroetandlicas ampliamente utilizadas en el &mbito
alimentario [10, 17].

Las variables operacionales que tipicamente gobiernan la UAE incluyen la potencia o amplitud
aplicada, el tiempo de sonicacidn, la temperatura, la composicién del solvente (especialmente fraccion
de etanol en agua), la relacién sélido:liquido y, en ciertos casos, el pH del medio. Estas variables
interactian entre si: por ejemplo, condiciones demasiado severas pueden favorecer degradacién u
oxidacién de algunos compuestos, mientras que condiciones insuficientes pueden limitar la ruptura
de la matriz y la liberacién de solutos [10, 11, 19].

En el caso especifico del orujo de arandano, la evidencia disponible no se restringe a un tnico
estudio o aproximacion. Bamba et al. evaluaron parametros como tiempo de sonicacion, composicién
del solvente y relacién solido:liquido, observando que una mezcla hidroetandlica intermedia
(por ejemplo, 50% etanol/agua) puede maximizar contenidos de fenoles totales, flavonoides y
antocianinas, con efectos ademés sobre la actividad antioxidante [8]. De manera complementaria,
He et al. optimizaron la UAE de compuestos fendlicos y antocianinas desde orujo de vino de
arandano mediante un diseno Box—Behnken, reportando un conjunto de condiciones éptimas de
temperatura moderadamente elevada, tiempo corto y relacién liquido:solido acotada, con buena
concordancia entre los valores predichos y experimentales [20]. Asimismo, Zhang et al. optimizaron la
recuperacion de antocianinas desde orujo de arandano mediante un diseno Box—Behnken, reportando
condiciones 6ptimas representativas de la intensificacién por ultrasonido, junto con caracterizacion
cromatografica de los pigmentos recuperados [15]. En conjunto, estos trabajos, sumados a revisiones
recientes centradas en blueberry pomace, muestran que la UAE es una estrategia efectiva para

recuperar fracciones fenédlicas de alto interés desde este subproducto, y que es posible modular



simultdneamente rendimiento y selectividad mediante la eleccion adecuada de las condiciones de
operacion [8, 15, 18, 20].

Ahora bien, la literatura pertinente no se agota en el orujo de arandano. Existen antecedentes
consistentes en subproductos de berries afines, particularmente de los géneros Vaccinium, Rubus y
Ribes, los cuales presentan similitudes estructurales y composicionales relevantes para el analisis
comparado de procesos extractivos. De hecho, estudios comparativos en orujos de arandano,
frambuesa roja, grosella roja y mora han mostrado que todas estas matrices constituyen fuentes
relevantes de antioxidantes y pigmentos, aunque con perfiles cualitativos y cuantitativos distintos
segin la especie, lo que refuerza la idea de que la recuperacion de compuestos fendlicos desde orujos
de berries corresponde a una linea de investigaciéon méas amplia y consolidada, y no a un caso aislado
de blueberry pomace [17, 21, 22].

En residuos de frambuesa, la extraccion convencional por maceracién ha mostrado que la
composicion del solvente influye de manera decisiva sobre la recuperacion de compuestos fenélicos,
observandose en general un desempeno favorable de mezclas hidroetandlicas intermedias frente al uso
de agua o etanol puros [23]. Esta tendencia no se restringe a la frambuesa, sino que ha sido descrita
de manera mas amplia para subproductos de berries, donde el efecto de la composicion del solvente
se relaciona con el equilibrio entre polaridad, hidratacion e hinchamiento de la matriz vegetal y
solubilizacién de distintas familias fendlicas [17, 22]. En el caso especifico de orujos de arandano y
frambuesa, se ha reportado que la extracciéon asistida por ultrasonido constituye una estrategia
eficaz para intensificar la recuperacién de compuestos bioactivos, favoreciendo la liberacion de
solutos y reduciendo los tiempos de proceso respecto de esquemas extractivos convencionales [24].
Para residuos prensados de cranberry ( Vaccinium macrocarpon), Klavins et al. compararon distintos
métodos de extraccion de polifenoles y senalaron que la asistencia ultrasénica presenta ventajas
relevantes desde el punto de vista de la intensificacion del proceso y de la recuperaciéon de fracciones
fendlicas de interés [25]. Posteriormente, estos mismos autores extendieron el andlisis a residuos de
berries del género Vaccinium, incluyendo nuevamente cranberry y otras matrices afines, confirmando
que la eficiencia extractiva depende marcadamente de la interaccién entre variables como la
composicion del solvente, la temperatura, el tiempo de extraccién y la relaciéon sélido:liquido, lo que
refuerza la necesidad de abordar estos procesos mediante estrategias de optimizacién multivariable
[26]. De forma complementaria, en pomaces de mora (blackberry), chokeberry (aronia) y frambuesa,
se ha empleado metodologia de superficie de respuesta para optimizar la UAE de extractos ricos
en polifenoles, evidenciando que la amplitud o potencia ultrasénica, el tiempo de tratamiento y
la naturaleza del medio de extraccion modifican significativamente tanto el rendimiento global
como la recuperacién de compuestos fendlicos especificos [27]. En el caso de la grosella negra
(blackcurrant), también se ha documentado el potencial de la UAE para mejorar la extraccién

de antocianinas y otros fenoles desde el orujo, incluso bajo condiciones relativamente suaves, lo



que refuerza la aplicabilidad de esta tecnologia en subproductos de berries ricos en pigmentos
y compuestos antioxidantes [28, 29]. En conjunto, estos antecedentes muestran que, aunque la
literatura especificamente centrada en orujo de arandano es mas acotada que la disponible para
otros subproductos vegetales, existe un marco de evidencia amplio y consistente en berries afines
—frambuesa, cranberry, mora, chokeberry y grosella negra— que respalda el uso de solventes
hidroetandlicos, la aplicacion de ultrasonido y la optimizacién multivariable como estrategias
pertinentes para maximizar la recuperacién de compuestos bioactivos y modular la selectividad del
proceso.

Debido a la naturaleza multivariable del proceso y a la presencia de interacciones entre
factores (p. ej., tiempo—temperatura—composicion del solvente), la optimizacién de extracciones
suele abordarse mediante diseno de experimentos (DoE) y metodologias de superficie de respuesta
(RSM), que permiten ajustar modelos empiricos (usualmente cuadréticos) y explorar compromisos
entre respuestas como contenido de polifenoles totales y rendimiento gravimétrico [30, 31]. Esta
aproximacion es coherente con lo reportado tanto para orujo de ardandano como para residuos
de berries similares, donde es comtun emplear disenos compuestos centrales o Box-Behnken para
identificar condiciones dptimas y regiones operacionales robustas [15, 20, 26, 27].

Finalmente, la valorizacion del orujo de ardndano no se limita a la obtencién de extractos.
Revisiones recientes reportan su uso como ingrediente funcional en matrices alimentarias (panificados,
snacks, lacteos y bebidas), aportando fibra y compuestos fenélicos, ademas de atributos de color
asociados a antocianinas; asimismo, puede incorporarse como fuente de antioxidantes naturales con
potencial impacto en estabilidad oxidativa y vida ttil [17, 18]. En el contexto nacional, un ejemplo
de valorizacién aplicada es el caso de Arantruf, empresa familiar ubicada en Lautaro, Regién de La
Araucania, vinculada al trabajo con arandanos organicos y al desarrollo de productos de mayor
valor agregado a partir de esta materia prima y sus subproductos [32, 33]. En colaboracién con
el CSB-UNAB y con financiamiento Corfo, esta empresa impulsé el desarrollo de AntioxédFiber,
un ingrediente o suplemento microencapsulado rico en fibra y antioxidantes elaborado a partir de
subproductos de ardndanos fermentados y topinambur [33]. Mayores antecedentes sobre la empresa
y su contexto productivo se presentan en el Anexo A.1. En conjunto, esta evidencia sustenta que la
UAE es una alternativa especialmente adecuada para la recuperacién de polifenoles desde orujo de
arandano, siempre que sus condiciones sean seleccionadas y optimizadas considerando rendimiento,

selectividad, estabilidad de compuestos y factibilidad de implementacién.



Capitulo 4
Materiales y Métodos

En este capitulo se describen la materia prima, los solventes, los equipos y los procedimientos
utilizados para la extraccion de compuestos bioactivos desde orujo de arandano mediante maceracion
hidroetandlica y extraccién asistida por ultrasonido (UAE), asi como los métodos de cuantificacion

de polifenoles y de determinacion de la masa extraida.

4.1 Materia prima

Se trabajé con orujo de ardndano (Vaccinium spp.) procedente de la empresa Arantruf (Regién de
La Araucania, Chile), obtenido como subproducto del prensado de arandanos para la elaboracién
de vinagre. De acuerdo con la informacion del proveedor, el orujo se seca a bajas temperaturas
y posteriormente se muele hasta obtener un polvo fino, rico en antioxidantes y polifenoles [34].
El material se recibié en 2022 y se almacend en envases herméticos, protegidos de la luz, a
temperatura de —20 °C en un congelador hasta su uso experimental. Bajo estas condiciones,
la actividad de enzimas oxidativas como la polifenol oxidasa, responsables del pardeamiento
enzimatico y de la degradacién de compuestos fendlicos, se ve fuertemente reducida durante
el almacenamiento prolongado [35, 36]. Adicionalmente, diversos estudios han mostrado que el
mantenimiento de berries y derivados en congelacion profunda favorece la conservacién del contenido
de polifenoles y de la capacidad antioxidante en comparacion con temperaturas de almacenamiento
mas elevadas, especialmente cuando se limita la exposicién a oxigeno y luz [37, 38]. De esta forma,
el almacenamiento del orujo de arandano a —20 °C y en condiciones oscuras se considera adecuado
para preservar el contenido fendlico y la estabilidad oxidativa de la matriz, permitiendo utilizar
estos lotes como materia prima representativa para los ensayos de extraccion realizados en esta

memoria.
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4.2 Reactivos y solventes

Para la preparaciéon de las mezclas hidroetandlicas empleadas en las maceraciones y en las
extracciones asistidas por ultrasonido se utiliz6 etanol (alcohol etilico) grado técnico (Winkler
Ltda., Chile). Para la determinacién del contenido de polifenoles totales se empled reactivo
de Folin—Ciocalteu (Merck, Darmstadt, Alemania), junto con carbonato de sodio anhidro, agua
destilada y dcido galico anhidro. Para la preparacién de muestras destinadas al anélisis por HPLC
se utilizaron agua grado HPLC (Merck, Darmstadt, Alemania) y etanol grado HPLC (Merck,

Darmstadt, Alemania).

4.3 Equipos

Los ensayos experimentales y las determinaciones analiticas fueron realizados empleando un
analizador de humedad PMC 50 (RADWAG, Radom, Polonia), una centrifuga refrigerada de mesa
Centrifuge 5810 R (Eppendorf, Hamburgo, Alemania), un bano termorregulado de agua con control
digital y tapa metélica (MRC, Israel), un procesador ultrasénico tipo sonda UP200St de 200 W y
26 kHz (Hielscher Ultrasonics GmbH, Teltow, Alemania) y un espectrofotémetro Infinite 200 PRO

(Tecan, Mannedorf, Suiza).

4.4 Determinacién del contenido de humedad del orujo de

arandano

El contenido de humedad del orujo de arandano se determiné mediante un analizador de humedad
PMC 50 (RADWAG, Radom, Polonia), equipo que estima la humedad de la muestra a partir
de la pérdida de masa registrada durante el secado. Para esto, una porcién representativa del
orujo se distribuyé de manera uniforme sobre el platillo del equipo, de modo de favorecer un
secado homogéneo y una lectura reproducible. Este criterio de preparacion es concordante con lo
reportado para la determinacion gravimétrica rapida de humedad en matrices alimentarias mediante

analizadores termogravimétricos [39, 40].

4.5 Diseno experimental de maceracién hidroetandlica

La extraccién por maceraciéon se evalué mediante un diseno de superficie de respuesta basado
en un disenio central compuesto centrado en las caras (face-centered central composite design,

FCCD) de tres factores [30, 31]. La definicién del dominio experimental se sustenté en antecedentes
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bibliograficos reportados para residuos de ardndano y otras matrices berry, en los que la extraccion de
compuestos fenolicos ha sido estudiada mediante sistemas hidroetanélicos, empleando temperaturas
moderadas, tiempos del orden de decenas de minutos hasta una hora completa y concentraciones
variables de etanol, generalmente dentro de intervalos intermedios a altos, dependiendo de la fraccion
fendlica de interés [8, 18, 41-43|. En este contexto, se seleccionaron como variables independientes
el tiempo de maceracién (t), la temperatura (7') y la concentraciéon volumétrica de etanol en la
mezcla hidroetandlica (Cgion), definiéndose los niveles experimentales en 20, 40 y 60 min; 20, 40
y 60 °C; y 20, 50 y 80 % v/v, respectivamente. Esta seleccién permitié abarcar condiciones de
operacién compatibles con la literatura y, al mismo tiempo, explorar un intervalo suficientemente
amplio para identificar efectos lineales, de interaccién y de curvatura sobre las respuestas evaluadas.

En todos los ensayos de maceracion se utilizé una relacion sélido/liquido de 1:20 (1,00 g de
orujo seco en 20 mL de solvente hidroetandlico), valor préximo a relaciones previamente reportadas
para la extraccién de polifenoles en orujo de ardndano y subproductos de berries [8, 15, 18]. Cada
condicién experimental se realizo en triplicado independiente y el orden de ejecucién se aleatorizd
para minimizar la influencia de factores no controlados.

Con base en los rangos experimentales definidos para el FCCD, la Tabla 4.1 presenta la matriz

experimental utilizada para evaluar la maceracion hidroetandlica del orujo de arandano.

Tabla 4.1: Matriz experimental de la maceracién hidroetandlica.

Experimento Tiempo (min) Temperatura (°C) Concentracién de etanol (% v/v)

1 60 60 80
2 60 60 20
3 60 20 80
4 60 20 20
5 20 60 30
6 20 60 20
7 20 20 80
8 20 20 20
9 40 40 50
10 40 40 30
11 40 40 20
12 40 60 20
13 40 20 20
14 60 40 50
15 20 40 20
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4.6 Procedimiento de maceracion hidroetandlica

Para cada corrida del diseno experimental se pesaron 1,0 g de orujo de arandano y, también, se
pesaron tubos centrifugables de 50 mL. Previo al inicio de cada ensayo, el bano termorregulado con
agitacion se encendid y se ajusto a la temperatura definida por el diseno experimental (20, 40 o
60 °C). En paralelo, los tubos centrifugables se dispusieron en posicién vertical sobre una gradilla y
se anadieron 20 mL de la mezcla hidroetandlica correspondiente al nivel de Cgion definido para
el experimento. Adicionalmente, se preparé un tubo centrifugable con 50 mL de agua, utilizado
como referencia para verificar la temperatura efectiva del liquido en el interior de los tubos. Una
vez alcanzada la temperatura programada del bano, esta se corroboré mediante la lectura del
equipo y mediante una termocupla introducida en el tubo de referencia. Posteriormente, los tubos
se mantuvieron en el bano hasta que el solvente alcanzé el equilibrio térmico a la temperatura
objetivo. Alcanzada dicha condicién, la gradilla se retiré6 momentaneamente, se adicioné el orujo
de arandano a cada tubo, estos se cerraron nuevamente y se reintrodujeron de inmediato en el
bano termorregulado. El tiempo de maceracién (20, 40 o 60 min) se contabilizé desde esta segunda
inmersion, correspondiente al inicio efectivo del contacto entre el solvente y la matriz sélida. Durante
todo el ensayo se mantuvieron constantes tanto la temperatura como la agitacion del sistema.
Transcurrido el tiempo establecido por cada experimento, los tubos se retiraron del bano
termorregulado y las muestras se sometieron inmediatamente a centrifugacién a 5000 RPM durante
10 minutos a 20 °C, con el fin de separar la fase liquida del residuo solido. Posteriormente, el extracto
sobrenadante se recuperé cuidadosamente y su volumen se determiné en probetas graduadas. Los
extractos obtenidos se almacenaron a —20 °C hasta su determinacién de contenido de polifenoles
totales, con el objetivo de minimizar su degradacién, mientras que el residuo de orujo se reservo

para la determinacién del rendimiento total.

4.7 Determinacion del rendimiento total de extraccion

El rendimiento total de extraccién desde el orujo en cada experimento se estimé mediante el
método gravimétrico basado en secado en estufa. Las muestras de orujo residual himedo en
los tubos centrifugables se secaron en un horno convectivo a 105 °C durante 24 h, siguiendo
protocolos estandar de determinacion gravimétrica de humedad y contenido de sélidos en matrices
agroalimentarias, basados en el secado hasta masa constante [44]. Tras el secado, las muestras se
enfriaron hasta temperatura ambiente y se pesé la masa final.

La masa extraida se calculd por diferencia entre la masa seca inicial de orujo y la masa seca
remanente después de la maceracién. Esta variable se utilizd como respuesta complementaria al

contenido de polifenoles totales para evaluar la selectividad de la extraccién.
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El rendimiento de extraccién (Yinasa) se calculé a partir de la diferencia entre la masa inicial de
orujo seco y la masa remanente de orujo seco después de la extraccién, normalizada por la masa

inicial y expresada en porcentaje, segin se indica en la Ecuacion (4.1):

Ymasa (%) _ minicialT; T.r%rjmanente % 100 (41)

donde:
® Minicial €S la masa de orujo de ardndano seca utilizada en la extraccién (g DW).

® Miemanente €S 1a masa de orujo de arandano seca remanente después de la extraccién y del

secado (g DW).

Este rendimiento total cuantifica la fracciéon de materia extraida desde el orujo bajo cada

condicién de operacion y representa la cantidad de masa solubilizada.

4.8 Extraccién asistida por ultrasonido (UAE)

La extraccion por ultrasonido se llevé a cabo con un dispositivo ultrasénico de laboratorio Hielscher
UP200St (Hielscher Ultrasonics GmbH, Teltow, Alemania), de tipo sonda, con potencia nominal de
200 W y frecuencia de 26 kHz [45].

Los ensayos se realizaron en vasos precipitados de 600 mL, cargados con 25 g de orujo de
arandano y 500 mL de la mezcla hidroetandlica al 40 % v/v de etanol, manteniendo una relacién
sélido/liquido de 1:20. Los vasos se colocaron sobre una placa calefactora con agitacion magnética
para controlar la temperatura y asegurar una buena homogeneidad del sistema. La sonda ultrasénica
se sumergié en el liquido a una profundidad adecuada, evitando el contacto con las paredes del
vaso.

Los factores estudiados en UAE fueron la potencia ultrasénica aplicada (W) y el tiempo de
sonicacién (min), manteniendo constantes la composicién del solvente, la relacién sélido/liquido y la
temperatura de acuerdo con la experimentacion previa realizada en las maceraciones y con estudios
previos sobre UAE en matrices de berries y subproductos de ardandano [8, 10, 16]. Durante la
sonicacion se controld la temperatura del sistema mediante la termocupla incorporada en el equipo.
También, se utilizé6 un bano de enfriamiento compuesto de un vaso precipitado de 1000 mL con
agua fria y hielo para evitar alzas de temperatura excesivas que degraden compuestos termolabiles,
como los polifenoles.

Al término del tiempo de sonicacion, se procedié a separar el extracto liquido del remanente

sélido por filtracién por gravedad. El volumen de extracto se midié en probetas graduadas y el
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residuo sélido se sometié a secado gravimétrico descrito para cuantificar la masa extraida bajo
condiciones de UAE.
En la Tabla 4.2 se presentan las combinaciones de potencia y tiempo utilizadas en los experimentos

de extraccion asistida por ultrasonido. Cada punto experimental se ejecutd en duplicado.

Tabla 4.2: Matriz experimental de la extracciéon asistida por ultrasonido.

Experimento Potencia ultrasénica (W) Tiempo (min)

1 70 60
2 70 20
3 30 60
4 30 20
) 20 40
6 70 40
7 30 40
8 20 60
9 20 20

4.9 Extraccién de compuestos fendlicos

Con el fin de estimar el contenido total de polifenoles extraibles de la matriz, se realizdé una
extraccién sélido-liquido exhaustiva con metanol acidificado. Para ello, se pesaron 2,00 g de
orujo seco de arandano en un matraz Erlenmeyer de 50 mL, al que se adicionaron 8 mL de la
solucion extractante de metanol acidificado. La mezcla se sometié a agitacién orbital durante 1 h.
Posteriormente, el extracto se transfirié cuantitativamente a un tubo de centrifuga de 50 mL y se
centrifugd a 3000 rpm durante 15 min. El sobrenadante se recuperd y se filtré por gravedad a través
de papel filtro Whatman N° 1 hacia un matraz aforado de 25 mL. El residuo sélido remanente
fue sometido a dos ciclos adicionales de extraccién bajo las mismas condiciones, mezclandose los
sobrenadantes obtenidos en el mismo matraz. Finalmente, el extracto combinado se llevé a aforo
con la solucién de extraccion hasta 25 mL.

Este procedimiento es consistente con metodologias de extraccién analitica empleadas para
la recuperacién de compuestos fendlicos en subproductos de berries, donde el uso de solventes
organicos acidificados favorece la extraccién de la fraccion fendlica extraible, especialmente en

matrices ricas en antocianinas y otros polifenoles [18, 43, 46-48].

4.10 Cuantificacion del contenido de polifenoles totales

Los extractos obtenidos tanto por maceracion como por UAE se analizaron para determinar su

contenido de polifenoles totales (TPC, por sus siglas en inglés). La cuantificacién se realizé mediante
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el método colorimétrico de Folin—Ciocalteu, de acuerdo con el procedimiento clésico descrito por
Singleton y Rossi, con las adaptaciones habituales para matrices frutales y subproductos ricos en
compuestos fendlicos [10, 15, 49].

El contenido de polifenoles totales se determiné mediante el método de Folin—Ciocalteu. Para
ello, se transfirieron 0,1 mL de extracto a un matraz aforado de 10 mL, al que se anadieron 4,9 mL
de agua destilada y 0,5 mL del reactivo de Folin—Ciocalteu, dejandose reaccionar durante 3 min.
En paralelo, se prepar6 una soluciéon blanco compuesta por 5,0 mL de agua destilada y 0,5 mL del
reactivo de Folin—Ciocalteu. Transcurrido dicho intervalo, se incorporaron 1,7 mL de carbonato
de sodio al 20 % a cada matraz y se completé el volumen con agua destilada. A continuacion,
las soluciones se homogenizaron y se mantuvieron en reposo durante 30 min en ausencia de luz.
Posteriormente, se dispensaron 200 uL. de cada solucion en triplicado en una microplaca de 96
pocillos, y la absorbancia fue medida a 760 nm. Finalmente, la concentracion de polifenoles totales
se calculé mediante la curva de calibracién obtenida experimentalmente.

El contenido de polifenoles totales se expresé como miligramos de equivalentes de acido galico

por gramo de muestra seca (mg GAE/g DW), calculado mediante la Ecuacién (4.2):

CcAE * Vext - FD

mpw

TPC (mg GAE/g DW) = (4.2)

donde:

e Caag es la concentracion de polifenoles en el extracto, expresada como equivalentes de acido

galico (mg GAE/mL), obtenida a partir de la curva de calibracién de Folin—Ciocalteu.
e V. es el volumen total del extracto(mL) obtenido.
e F'D es el factor de dilucién aplicado al extracto antes del andlisis colorimétrico (adimensional).
e mpw es la masa de orujo de ardndano seca utilizada en la extraccion (g DW).

Esta forma de calculo es consistente con la practica habitual en estudios de cuantificacion de
polifenoles en berries y sus subproductos, en los que se combinan la concentracion equivalente de
acido gélico obtenida por espectrofotometria con el volumen total de extracto y la masa de muestra
seca empleada [15, 50, 51].

Para evaluar qué fraccién del contenido fendlico total potencial fue recuperada en las distintas
condiciones de extraccién, se calculd el rendimiento porcentual de polifenoles totales (TPCg) como
la razon entre los polifenoles extraidos en una condicién especifica y el contenido total de polifenoles
determinado a partir de la extracciéon metandlica dcida, segun la Ecuacién (4.3):

TP Ceondicisn

TP = ———— x1 4.
Cy TPC,... x 100 (4.3)
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4.11 Construccién de la superficie de respuesta

La superficie de respuesta se construyd mediante el ajuste de modelos polinomiales de segundo
orden en variables codificadas. En este trabajo, la variable respuesta Y correspondio, segun el caso,
al contenido de polifenoles totales (yrpc, mg GAE/g DW) o al rendimiento de extraccion (Ymasa,
%). En consecuencia, para cada respuesta se ajusté una funcién empirica capaz de describir el
comportamiento del sistema dentro del dominio experimental estudiado.

En términos generales, el modelo ajustado se expresé mediante un polinomio de segundo orden

de la forma:

k k
}A/(X) = By + Z Bixi + Z B\”xf + Z B\ijxixj (4.4)
i=1 i=1 i<j

donde ?(X) corresponde a la respuesta predicha, x; representa las variables independientes en
forma codificada y los coeficientes E corresponden a los parametros estimados a partir de los datos
experimentales. Este tipo de modelo permite representar efectos lineales, cuadraticos e interacciones
entre factores, lo que resulta adecuado para describir sistemas con curvatura dentro de la region
experimental [30, 31, 52].

La estimacién de los coeficientes del modelo se realiz6 en R mediante ajuste por minimos
cuadrados, utilizando la funcién rsm() del paquete rsm. Esta herramienta permite ajustar modelos
de superficie de respuesta de primero y segundo orden en variables codificadas, facilitando ademas
la representacion gréfica y el anélisis posterior de la superficie ajustada [52]. De este modo, a partir
de los datos experimentales se obtuvo, para cada respuesta, una funcién continua que representé la
superficie dentro de la region de estudio.

La codificacién de las variables permitié expresar todos los factores en una escala adimensional
comun, centrada en el punto medio del diseno y delimitada por los niveles experimentales definidos.
Esto facilité tanto la estimacion del modelo como la interpretacién de los efectos de los factores
sobre las respuestas [30, 31].

Para la etapa de maceracion hidroetandlica, las variables codificadas se definieron de acuerdo

con las siguientes expresiones:

T — 40
_ 4
1 20 (4.5)
t— 40
_ 4
2= (4.6)
C — 50
_ 4
SRR (4.7)



Para la etapa de extraccién asistida por ultrasonido, las variables codificadas se definieron de

acuerdo con las siguientes expresiones:

P — 50
_ 4
o 20 (4.8)
¢ — 40
- 4
2= (4.9)

En consecuencia, la superficie de respuesta empleada en este trabajo se obtuvo a partir del
ajuste de un modelo empirico de segundo orden para cada respuesta de interés. Estas funciones

ajustadas constituyeron la base para la etapa posterior de optimizacién numérica.

4.12 Optimizacion de la superficie de respuesta mediante
el método L-BFGS-B

Una vez ajustada la superficie de respuesta para cada variable analizada, la determinacién del punto
6ptimo se formulé como un problema de optimizacion restringida. En esta etapa, la optimizacion no
se efectud directamente sobre los valores observados en los ensayos, sino sobre la funcién predictiva
}/}(X) obtenida a partir del modelo. Esto permitié localizar numéricamente la condicién de operacion
que maximizé la respuesta predicha dentro del dominio experimental [30, 31].

La optimizacién se realizé en R mediante la funcién optim() del paquete stats, empleando
el método L-BFGS-B (Limited-memory Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno with Bounds). Este
algoritmo constituye una variante del método cuasi-Newton BFGS, disenada para resolver problemas
de optimizacion no lineal con restricciones de tipo caja, es decir, con limites inferiores y superiores
predefinidos para cada variable de decision. En este estudio, dichas cotas se establecieron de acuerdo
con los limites del diseno experimental, de manera que la bisqueda del éptimo se mantuviera dentro
de la regién efectivamente evaluada [53].

Debido a que la funcién optim() resuelve problemas de minimizacién, la maximizacién de la

respuesta predicha se planted como la minimizacién de su funcién negativa, segin la Ecuacién 4.10:

f(x) ==Y (x) (4.10)

De este modo, el maximo de la superficie de respuesta se identificé como el minimo de la funcion
objetivo transformada. Operacionalmente, el algoritmo gener¢ iterativamente nuevas soluciones
dentro de las cotas especificadas hasta localizar el punto que maximizé la respuesta predicha en la
region experimental.

En consecuencia, la optimizacién mediante L-BFGS-B constituyd una etapa posterior al ajuste
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del modelo. Primero, los datos experimentales permitieron estimar en R una superficie de respuesta
de segundo orden para cada variable analizada; posteriormente, sobre dicha funcién ajustada, se
resolvié un problema de optimizacién restringida para localizar el punto de operacion que maximizd

YTPC O Ymasa, SegUN correspondiera, dentro de los limites experimentales del estudio [52, 53].

4.13 Perfil de antocianinas por HPLC-DAD de extractos
obtenidos por UAE

Con el fin de caracterizar el perfil de antocianinas presente en los extractos obtenidos mediante
extraccion asistida por ultrasonido, se analizaron muestras seleccionadas por cromatografia liquida
de alta resolucién con deteccion UV-Vis mediante detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD). Esta
técnica permite separar los compuestos presentes en la muestra en funcion de sus diferencias
de interaccién con la fase estacionaria y la fase moévil bajo alta presion, generando senales
cromatograficas diferenciadas en funcién del tiempo de retencién. En el caso de las antocianinas, la
separacién cromatografica suele complementarse con deteccion en la regién visible, ya que estos
compuestos presentan una absorcién caracteristica asociada al cation flavilio, lo que permite su
seguimiento selectivo y mejora la interpretacién del perfil cromatogréfico [54-57].

La separacién cromatogréfica se llevé a cabo utilizando una columna C18 (Symmetry C18,
Waters, 5 pm, 4.6 mm x 150 mm) bajo condiciones de elucién en gradiente. La fase mévil estuvo
constituida por una solucién de acido férmico al 5% en agua (solvente A) y metanol al 100%
(solvente B). Previo al anédlisis, todos los solventes se filtraron a través de una membrana de 0.45 pm.
El programa de gradiente para el sistema se configuré de la siguiente manera: 0-5 min, 10-15%
B; 5-15 min, 15-20% B; 15-20 min, 20-25% B; 20-25 min, 25-30% B; 25-45 min, 30-60% B; y
finalmente 3 min a 100% B. Se mantuvo un flujo constante de 1.0 mL/min y el volumen de inyeccién
de las muestras fue de 20 uL. El tiempo total de la corrida instrumental se extendié a 60 min para
permitir la adecuada reequilibracion de la columna entre inyecciones.

Desde el punto de vista instrumental, el detector de arreglo de diodos permitié registrar la
absorbancia del eluato en una region del espectro UV-Vis, facilitando el monitoreo selectivo de
compuestos cromdéforos como las antocianinas a una longitud de onda de deteccién de 525 nm
y un ancho de banda de 4 nm. Esta configuracién de lectura es consistente con metodologias
cromatograficas previamente reportadas para el seguimiento de estos pigmentos en berries y
matrices vegetales ricas en estos compuestos [55-57]. Los picos cromatograficos fueron identificados
mediante la comparacién de sus respectivos tiempos de retencion con aquellos obtenidos a partir
de estandares analiticos analizados bajo idénticas condiciones cromatograficas. Finalmente, los

cromatogramas resultantes fueron procesados mediante el software del equipo para la integracion
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de las senales detectadas, consolidando una metodologia reproducible para la caracterizacién del

perfil de antocianinas en los extractos obtenidos por UAE.
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Capitulo 5

Resultados y Discusion

5.1 Resultados Experimentales

En esta seccién se presentan los resultados experimentales obtenidos para las respuestas evaluadas
en los ensayos de maceracién hidroetandlica y de extraccién asistida por ultrasonido (UAE),
considerando tanto el contenido de polifenoles totales (TPC) y el rendimiento total de extracto.
En primer lugar, se exponen los valores experimentales observados para cada tratamiento de los
disenos empleados, con el propésito de describir el comportamiento general de las respuestas dentro
de la region experimental estudiada. Posteriormente, estos resultados se analizan y discuten en
funcion de las variables de operacién evaluadas y en relaciéon con antecedentes reportados en la
literatura, a fin de interpretar su coherencia, relevancia tecnoldgica y aporte a la valorizacién del
orujo de arandano. En las siguientes tablas los valores de TPC y de materia extraida se expresan
como media + desviacién estandar.

De acuerdo con los resultados experimentales resumidos en la Tabla 5.1, el contenido de
polifenoles totales (TPC) obtenido mediante maceracién hidroetandlica del orujo de ardndano varié
entre 3,72 + 0,39 y 20,30 £+ 1,01 mg GAE/g DW. El mayor valor experimental se registr6 en el
Experimento 12, correspondiente a 40 min, 60 °C y 50% v/v de etanol, alcanzando 20,30 + 1,01 mg
GAE/g DW, con un rendimiento de extraccién de polifenoles del 39,48 4+ 1,96%. En contraste, el
menor valor se observé en el Experimento 8, realizado a 20 min, 20 °C y 20% v/v de etanol, con un
TPC de 3,72 + 0,39 mg GAE/g DW y un rendimiento del 7,23 + 0,76%.
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Tabla 5.1: Contenido de polifenoles totales (TPC) y su rendimiento de extraccién correspondientes
a los tratamientos evaluados en el diseno experimental de maceracién hidroetandlica, presentados

en la Tabla 4.1.

Experimento TPC (mg GAE/g DW) Rendimiento (%)

1 11,09+0,21 21,57 + 0,41
2 16,33 + 0,84 31,76 + 1,63
3 4,50 £0,38 8,75 & 0,74
4 6,98 £ 0,32 13,57 & 0,62
5 9,91 +0,75 19,27 + 1,46
6 15,71 40,19 30,55 + 0,37
7 5,30 £ 0,45 10,31 + 0,88
8 3,72 +£0,39 7,23 £ 0,76
9 13,77 40,78 26,78 + 1,52
10 7,40 £0,32 14,39 =+ 0,62
11 6,71 0,29 13,05 £ 0,56
12 20,30 41,01 39,48 + 1,96
13 12,53 +0,20 24,37 4 0,39
14 13,53 41,13 26,31 4 2,20
15 11,71 41,02 22,77 + 1,98

La tendencia observada, en la que una mezcla hidroetandlica intermedia, una mayor temperatura
y un mayor tiempo favorecen la extraccion de compuestos fendlicos, es consistente con lo reportado
para matrices de berries. En residuos de frambuesa sometidos a extracciéon por maceracion
convencional, la mezcla agua/etanol 50:50 (v/v) presenté el mayor contenido fendlico, con 21,6 mg
GAE/g de sélidos secos [23]. valor muy cercano al maximo experimental alcanzado en esta memoria.
De manera complementaria, en matrices de berries se ha descrito que la eficiencia extractiva
de los fenoles depende fuertemente de la polaridad del solvente, y que las mezclas etanol-agua
suelen superar a los solventes puros, precisamente porque combinan capacidad de solvataciéon con
hidratacién de la matriz [41].

Por otra parte, el efecto favorable de la temperatura debe interpretarse dentro de una ventana
de operacion acotada. Si bien el incremento de temperatura puede mejorar la transferencia de masa,
disminuir la viscosidad del solvente y favorecer la solubilizacion de compuestos fendlicos, su aumento
no resulta indefinidamente beneficioso. Diversos autores han senalado que temperaturas excesivas o
tiempos prolongados pueden inducir oxidacién o degradacién de compuestos termolabiles, entre
ellos distintos polifenoles y, en particular, antocianinas [58, 59]. Por otro lado, aunque el aumento

de temperatura hasta 60 °C mostré un efecto positivo sobre la recuperaciéon de TPC, no seria
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correcto asumir que temperaturas superiores conducirian necesariamente a mejores resultados, pues
también podrian intensificar la pérdida de compuestos fenélicos termolébiles [59].

En la Tabla 5.2, se ve que la masa extraida present6 valores entre 0,1538 + 0,0285 y 0,2703
+ 0,0352 g, mientras que el rendimiento total de extraccién varié entre 16,30 + 3,02% y 28,65 +
3,73%. El mayor rendimiento total se obtuvo en el Experimento 12 (40 min, 60 °C, 50% v/v EtOH),
con 27,03 £ 3,52%. La materia extraida corresponde al extracto crudo global y no exclusivamente
a la fraccion fendlica. En procesos de extraccion de orujos y residuos vegetales, el rendimiento total
integra compuestos fendlicos junto con otros sélidos solubles o parcialmente solubles, tales como

azicares, acidos orgénicos y compuestos de pared celular [47, 60, 61].

Tabla 5.2: Materia extraida y rendimiento total para los tratamientos evaluados en el diseno
experimental de maceracion hidroetanélica, presentados en la Tabla 4.1.

Experimento Materia extraida (g) Rendimiento total (%)
1 0,2323 + 0,0436 24,62 + 4,62
2 0,1857 £ 0,0333 19,68 £ 3,53
3 0,1830 £+ 0,0039 19,40 + 0,41
4 0,1769 + 0,0030 18,75 + 0,32
5 0,1732 =+ 0,0097 18,36 + 1,03
6 0,1538 £ 0,0285 16,30 £ 3,02
7 0,1625 + 0,0076 17,22 + 0,81
8 0,1944 + 0,0469 20,60 £ 4,97
9 0,1925 £+ 0,0051 20,40 £ 0,54
10 0,1677 + 0,0121 17,77 £ 1,28
11 0,1672 £ 0,0108 17,72 +£ 1,14
12 0,2703 £ 0,0352 28,65 £ 3,73
13 0,2614 £+ 0,0258 27,71 £ 2,73
14 0,1924 + 0,0307 20,39 + 3,25
15 0,1680 £ 0,0297 17,81 + 3,15

En comparacién con otros extractos obtenidos por maceraciéon convencional en matrices tipo
berry, el rendimiento total de 15-27% se ubica en un rango plausible. Sharma et al. reportaron un
rendimiento de 15,2% para un extracto obtenido desde orujo de Saskatoon (Saskatoon berry pomace)
[62]. De manera complementaria, Pérez report6 en frutos de Ugni molinae (murtilla) rendimientos de
12,7-24,3% [63]. En conjunto, ambos antecedentes permiten sostener que rendimientos del orden de
15-27% son compatibles con maceraciones tradicionales en matrices tipo berry cuando se cuantifica

el rendimiento total de la extraccién.[17, 42, 43, 47, 62, 63]. Bajo ese criterio, los porcentajes de
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rendimiento total determinados para la maceracion hidroetandlica pueden considerarse consistentes
con lo descrito para maceraciones convencionales en matrices comparables.

De acuerdo con los resultados experimentales resumidos en la Tabla 5.3, el contenido de
polifenoles totales (TPC) obtenido por extraccién asistida por ultrasonido (UAE) varié entre 32,65
+ 0,93 y 37,94 £ 0,42 mg GAE/g DW. El mayor valor experimental correspondié al Experimento 1
(70 W, 60 min) con un rendimiento de extraccién de polifenoles de 73,78 £+ 0,82%, mientras que el
menor valor se observé en el Experimento 4 (30 W, 20 min) con un rendimiento del 63,50 + 1,81%.
En términos comparativos, estos valores fueron consistentemente superiores a los obtenidos por
maceracion hidroetandlica, lo que indica una intensificacion efectiva de la recuperacion fendlica

bajo la accién del ultrasonido.

Tabla 5.3: Contenido de polifenoles totales (TPC) y su rendimiento de extraccién para los
tratamientos evaluados en el diseno de extraccién asistida por ultrasonido (UAE), presentados en
la Tabla 4.2.

Experimento TPC (mg GAE/g DW) Rendimiento (%)

1 37,94 £ 0,42 73,78 & 0,82
2 36,04 =+ 0,80 70,09 & 1,56
3 35,54 4 0,89 69,12 + 1,73
4 32,65 + 0,93 63,50 & 1,81
5 35,53 & 0,51 69,10 £ 0,99
6 36,64 + 0,76 71,26 + 1,48
7 33,30 & 1,47 64,94 + 2.86
8 36,94 £ 0,25 71,84 & 0,49
9 35,05 & 0,80 68,16 £ 1,56

La magnitud de estos resultados es coherente con antecedentes reportados para orujos de
arandano sometidos a UAE. Bamba et al. informaron que la extraccion asistida por ultrasonido
con 50% v/v de etanol, 40 °C y 40 min alcanz6 22,23 mg GAE/g DM, y demostraron ademas
que dicha composicién de solvente fue claramente superior a 10% y 90% v/v de etanol para la
recuperacion de compuestos fenélicos [8]. De forma concordante, He et al. optimizaron la UAE de
polifenoles y antocianinas a partir de orujo de vino de arandano, obteniendo condiciones 6ptimas
cercanas a 61,03 °C y 23,67 min, y verificando que los rendimientos de compuestos fendlicos fueron
superiores a los alcanzados por extraccién convencional con solvente [64]. Asimismo, en orujo
de arandano cv. Legacy, Reinoso reporté para UAE contenidos de polifenoles totales entre 9,50
y 32,40 mg GAE/g residuo, con condiciones 6ptimas asociadas a 90% de amplitud, 10 min y
57,97% v/v de etanol [42]. En este contexto, el intervalo de 32,65-37,94 mg GAE/g DW puede

considerarse compatible con la literatura disponible para matrices de arandano tratadas mediante
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ultrasonido. En consecuencia, la superioridad observada frente a la maceracién hidroetandlica no
debe interpretarse como un comportamiento excepcional, sino como una respuesta consistente con
el mecanismo de intensificaciéon atribuido a la UAE.

Con el objetivo de determinar si los distintos tratamientos de extraccién asistida por ultrasonido
(UAE) produjeron diferencias significativas en el contenido de polifenoles totales (TPC), se realiz6
un andlisis de varianza de una via (ANOVA), complementado con la prueba post hoc de Tukey para
la comparacién de medias. Los resultados evidenciaron un efecto significativo del tratamiento sobre
el TPC (p = 0,0024), lo que indica que las condiciones operacionales evaluadas influyeron en la
recuperacion de compuestos fendlicos. En particular, la prueba de Tukey mostré que las diferencias
significativas se concentraron principalmente entre los tratamientos ubicados en los extremos del
dominio experimental: el Experimento 1 presenté un TPC significativamente superior al de los
Experimentos 4 y 7, mientras que el Experimento 8 también supero significativamente a dichos
tratamientos. Asimismo, el Experimento 6 fue significativamente mayor que el Experimento 4, y el
Experimento 2 también exhibié un valor superior a este iltimo. En contraste, entre la mayoria
de los tratamientos intermedios no se detectaron diferencias estadisticamente significativas, lo que
sugiere un solapamiento parcial en la respuesta bajo condiciones vecinas del diseno experimental.
En conjunto, estos resultados indican que los menores valores de TPC se asociaron con las
condiciones menos intensas del proceso, mientras que los mayores valores tendieron a concentrarse

en tratamientos de mayor potencia y/o mayor tiempo de sonificacién.

Tabla 5.4: Evaluacién de las diferencias significativas en el contenido de polifenoles totales (TPC)
de los tratamientos evaluados en el disenio de extraccion asistida por ultrasonido (UAE), segin la
prueba post hoc de Tukey.

Experimento TPC (mg GAE/g DW) Rendimiento (%)

1 37,94 + 0,422 73,78 + 0,82
2 36,04 & 0,802 70,09 £ 1,56
3 35,54 4 0,892b¢ 69,12 4+ 1,73
4 32,65 4 0,93¢ 63,50 + 1,81
5 35,53 4 0,512b¢ 69,10 + 0,99
6 36,64 & 0,76*" 71,26 + 1,48
7 33,394+ 1,47 64,94 + 2,86
8 36,94 4+ 0,25% 71,84 + 0,49
9 35,05 4 0,802P¢ 68,16 + 1,56

Nota: Letras superindice distintas en la columna de TPC indican diferencias significativas entre tratamientos
segun la prueba post hoc de Tukey.

En la Tabla 5.5, la materia extraida presenté rendimientos entre 41,91 £ 0,12% y 45,07 +
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0,08%, resultando el experimento 1 el de mayor valor y el experimento 4 el de menor valor. Este
incremento respecto de la maceraciéon hidroetandlica resulta 16gico, ya que el ultrasonido no solo
favorece la recuperacion de compuestos fendlicos, sino también la extraccion global de otros solutos
solubles o parcialmente solubles presentes en el orujo. En ese sentido, el rendimiento total debe
interpretarse como una medida de extracto crudo recuperado y no como un equivalente directo de
selectividad hacia polifenoles, puesto que integra simultaneamente compuestos fendlicos, azicares,
acidos orgdnicos y otros constituyentes solubles de la matriz [47, 60, 61]. Por ello, que el rendimiento
total se haya desplazado hacia valores de 42-45% bajo UAE es coherente con un proceso mas

intenso y eficiente de transferencia de masa.

Tabla 5.5: Materia extraida y rendimiento total para los tratamientos evaluados en el diseno de
extraccion asistida por ultrasonido (UAE), presentados en la Tabla 4.2.

Experimento = Materia extraida (g) Rendimiento (%)
1 10,6317 40,0196 45,07 £ 0,08
2 10,2427 40,4354 43.42 4+ 1,85
3 10,2325 40,3803 43,38 £ 1,61
4 9.8866 + 0,0424 4191 + 0,12
5 10,2029 40,3875 43,26 = 1,64
6 10,5221 40,0650 44,61 £ 0,28
7 9,8848 + 0,0289 41,91 £ 0,18
8 10,5543 £ 0,0022 44,75 £ 0,01
9 9,9197 £ 0,0085 42,05 £ 0,04

En conjunto, los resultados muestran que la UAE incrementd simultaneamente la recuperacion
de polifenoles y la recuperacion global de extracto. Sin embargo, ambas respuestas no deben
interpretarse como equivalentes. Mientras el aumento del TPC refleja una mejora en la recuperacion
de compuestos fendlicos, el aumento del rendimiento total expresa una extracciéon mas amplia
del extracto crudo. EIl hecho de que el incremento relativo del TPC haya sido mayor que el
incremento del rendimiento total sugiere, ademas, que la UAE no solo aument6 la masa extraida,
sino que también favorecié un extracto comparativamente mas enriquecido en compuestos fenolicos.
En consecuencia, la UAE puede considerarse una estrategia tecnolégicamente consistente para
intensificar la valorizacién del orujo de arandano, tanto por su mayor capacidad de recuperacién
fendlica como por el aumento esperable del extracto total asociado al fendmeno de cavitacion y a la

mejora de la transferencia de materia.
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5.2 Modelado empirico y optimizacion

Con el fin de describir cuantitativamente el efecto de las variables de operacion sobre las respuestas
evaluadas y determinar las condiciones de trabajo més favorables dentro del dominio experimental,
se ajustaron modelos empiricos de segundo orden mediante metodologia de superficie de respuesta.
En esta etapa, los resultados experimentales obtenidos para la maceracién hidroetandlica y
para la extraccién asistida por ultrasonido se utilizaron para construir funciones predictivas
continuas, capaces de representar el comportamiento de las respuestas dentro de la regién estudiada.
Posteriormente, dichas superficies ajustadas se emplearon en la etapa de optimizacion restringida,
de manera de estimar el punto de operacién que maximizo cada respuesta sin extrapolar fuera de

los limites efectivamente evaluados.

5.2.1 Maceracién hidroetandlica

Para la maceracién hidroetanoélica se ajustaron modelos polinomiales de segundo orden para dos
respuestas: el rendimiento total de extraccion, Ymasa, €xpresado en %, y el contenido de polifenoles
totales, yrpc, expresado en mg GAE/g DW. En ambos casos se consideraron como factores el
tiempo de extraccion (t), la temperatura (77) y la concentracién de etanol en el solvente (C).

La Tabla 5.6 presenta la ANOVA del modelo ajustado para ¥masa. En este caso, el modelo

2
adj

efecto lineal significativo, mientras que la temperatura y la concentracion de etanol se manifestaron

también fue altamente representativo, con R? = 0,9269 y R2,. = 0,9015. El tiempo mostré un

principalmente a través de términos cuadraticos y de sus interacciones con la temperatura. La

falta de ajuste no resulté significativa, lo que respalda la adecuacion del modelo dentro del dominio

experimental estudiado.
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Tabla 5.6: Tabla ANOVA del modelo de superficie de respuesta para el rendimiento total obtenido
por maceracion hidroetandlica.

Variable Sum of Squares | Df | Mean Square | F-value | P-value | Significant
Model 505.90 9 56.21 8.94 0.0000 | **
A-Temperature 1.11 1 1.11 0.18 0.6774

B-Time 42.08 1 42.08 6.69 0.0140 | **

C-EtOH 5.00 1 5.00 0.80 0.3785

AB 28.97 1 28.97 4.61 0.0388 | **

AC 31.58 1 31.58 5.02 0.0314 | **

BC 15.89 1 15.89 2.53 0.1208

A? 216.63 1 216.63 34.46 0.0000 | **

B? 82.11 1 82.11 13.06 0.0009 | **

C? 159.17 1 159.17 25.32 0.0000 | **
Residuals 220.00 | 35 6.29

Lack of Fit 15.70 5 3.14 0.46 0.8019 | Not significant
Pure Error 204.30 | 30 6.81

Cor Total 725.90 | 44

R? 0.9269

Ridj 0.9015

De acuerdo con lo anterior, el modelo ajustado para el rendimiento total de extraccion por

maceracion fue:

Yimasa = 25,6140 + 1,8913 w5 + 5,2993 7 — 1,8485 25 — 3,6742 3

(5.1)
+ 1,8058 z129 + 2,4494 21 23.

El modelo completo puede verse en el Anexo A.2.

La optimizacién del modelo indicéd que el maximo rendimiento total de extracciéon dentro del
dominio experimental se obtuvo a ¢t = 60 min, 7= 60 °C y C' = 60 % v/v de etanol, con un valor
predicho de 33,17%.

La Tabla 5.7 resume el ANOVA del modelo cuadrético ajustado para yrpc. El modelo fue
altamente representativo y explicé una elevada proporcion de la variabilidad experimental, con
R? = 10,9622 y dej = 0,9525. La temperatura present6 el efecto lineal mas importante sobre la
respuesta, seguida por la concentracion de etanol y el tiempo. Asimismo, resultaron significativos
los términos de interaccion xix3 y xox3, ademas de los tres términos cuadraticos, lo que indica que
la respuesta no siguié un comportamiento estrictamente lineal dentro de la region experimental

evaluada, mientras que la falta de ajuste resulté significativa.
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Tabla 5.7: Tabla ANOVA del modelo de superficie de respuesta para el contenido de polifenoles
totales extraidos por maceracién hidroetandlica.

Variable Sum of Squares | Df | Mean Square | F-value | P-value | Significant
Model 960.01 9 106.67 98.96 0.0001 | **
A-Temperature 487.40 1 487.40 452.20 0.0000 | **
B-Time 11.17 1 11.17 10.36 0.0028 | **
C-EtOH 37.87 1 37.87 35.13 0.0000 | **
AB 0.16 1 0.16 0.15 0.7023

AC 38.57 1 38.57 35.79 0.0001 | **
BC 4.63 1 4.63 4.29 0.0457 | **
A? 66.36 1 66.36 61.57 0.0000 | **
B? 5.78 1 5.78 5.37 0.0265 | **
C? 318.85 1 318.85 295.82 0.0000 | **
Residuals 37.72 | 35 1.08

Lack of Fit 25.37 5 5.07 12.32 0.0000 | **
Pure Error 12.36 | 30 0.41

Cor Total 997.74 | 44

R? 0.9622

Ridj 0.9525

El modelo cuadratico para el contenido de polifenoles totales presenté falta de ajuste. En
consecuencia, desde un punto de vista estrictamente estadistico, el modelo no reproduce de
manera exacta toda la estructura de variacion sistematica presente en los datos dentro del dominio
experimental evaluado.

No obstante, el modelo se conservé como una herramienta empirica 1til para el analisis e
interpretacion del sistema, debido a que la regresién global resulté altamente significativa (F' = 98, 96;
p < 0,0001) y explicé una fraccién muy alta de la variabilidad experimental (R? = 0,9622;
sz = 0,9525). Ademsds, el modelo capturé de manera consistente los efectos dominantes del
proceso, particularmente los efectos lineales de la temperatura, el tiempo, asi como la curvatura
asociada principalmente a la concentracién de etanol. Esto indica que, aunque la superficie
cuadratica no describe perfectamente la respuesta en todos los puntos del diseno, si representa
adecuadamente las tendencias globales del sistema y la direccién de los principales cambios en TPC
dentro de la regiéon estudiada.

La significancia de la falta de ajuste sugiere que persiste una componente sistematica no explicada
por el polinomio de segundo orden, lo que puede atribuirse a la presencia de una curvatura mas
compleja que la representable por el modelo cuadréatico o a un comportamiento local no lineal en

ciertas combinaciones de factores. En este conjunto de datos, las mayores discrepancias entre valores
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medios observados y valores predichos se concentraron en algunos puntos axiales y de esquina, lo
que refuerza la idea de que el modelo debe entenderse como una aproximacién local y no como una
representacion exacta del fenémeno.

Por lo anterior, el modelo puede utilizarse validamante con fines descriptivos, comparativos y de
optimizacién preliminar dentro del dominio experimental evaluado, especialmente para identificar
tendencias, visualizar superficies de respuesta y localizar regiones de operacion favorables. Sin
embargo, sus predicciones no deben extrapolarse fuera del espacio experimental.

Dado que la interaccién x1x5 no resulto significativa, el modelo ajustado para el contenido de

polifenoles extraidos por maceraciéon fue:

Jrpc = 13,5407 44,0307 21 + 0,6102 25 — 1,1235 25 + 2,9331 22

(5.2)
— 0,8659 5 — 6,4290 x5 — 1,2677 1123 — 0,4390 2573

El modelo completo puede verse en el Anexo A.3.

La optimizacién numérica del modelo indicd que el méximo contenido de polifenoles totales
dentro del dominio experimental se alcanzé a t = 60 min, 7' = 60 °C y C' = 40 % v/v de etanol,
con una respuesta predicha de 21,51 mg GAE/g DW.

La diferencia entre ambas condiciones 6ptimas indica que la condicién que maximiza la
recuperacion de polifenoles no coincide necesariamente con la que maximiza la masa total extraida.
En ambos casos, la temperatura y el tiempo favorecieron la extraccién dentro del rango estudiado,
lo que es consistente con una mejora de la transferencia de masa, una menor viscosidad del solvente
y un mayor tiempo de contacto entre la matriz y la fase liquida. Sin embargo, la concentracién
de etanol mostré un comportamiento curvo y fue la variable que determiné con mayor claridad la
separacién entre ambos puntos optimos.

Para el rendimiento total de extraccién, el desplazamiento del éptimo hacia 60 % v/v de
etanol indica una mayor recuperacion global de solutos del orujo, incluyendo no solo compuestos
fendlicos, sino también otros constituyentes solubles o parcialmente solubles, como azicares, dcidos
orgénicos, vitamina C y fracciones de pared celular [43, 61, 65]. En cambio, para el contenido
de polifenoles totales, el méximo a 40 % v/v de etanol sugiere que una mezcla hidroetanélica
intermedia proporcioné el balance mas favorable entre la hidratacién de la matriz y la capacidad
del solvente para solubilizar la fraccion fendlica medida por el reactivo de Folin—-Ciocalteu. En
consecuencia, la condicién de 40 % v/v de etanol resulta mas adecuada cuando el objetivo es
priorizar la recuperacién de polifenoles, mientras que 60 % v/v favorece la obtencién de un extracto
mas abundante, aunque no necesariamente mas selectivo hacia la fraccién fendlica.

A partir del contenido total de polifenoles extraibles determinado mediante extraccién metandlica
acida (T'PClotal = 51,42 mg GAE/g DW), la condicién éptima predicha para maceracién corresponde

a una recuperacién aproximada de 42 % del contenido total de polifenoles extraibles. De forma
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complementaria, el rendimiento total maximo predicho indica una extraccién de alrededor de 33 %
de la masa inicial del orujo.
Cabe senalar que el valor de T PClyta

51,42 mg GAE/g DW se encuentra en el mismo
orden de magnitud que antecedentes reportados para matrices y subproductos de arandano.

Bas-Bellver et al. reportaron 51,30 mg GAE/g DW para orujo de arandano liofilizado, mientras
que Huang et al. recopilaron valores comparables para matrices derivadas de arandano, incluyendo
51,69 mg GAE/g DW para pericarpio de ardndano de arbusto alto [66, 67].
La Figura 5.1 presenta el cubo de respuesta para el rendimiento total de extraccion, en funcién
del tiempo, la temperatura y la concentracion de etanol. De manera complementaria, la Figura 5.2
muestra el cubo de respuesta correspondiente al contenido de polifenoles totales. En ambas figuras

se indican las condiciones éptimas estimadas por el modelo: 60 min, 60 °C y 60 % v/v de etanol
para Ymasa, ¥ 60 min, 60 °Cy 40 % v/v de etanol para yrpc, respectivamente.

80

%77

70

Masa extraida (g/1009)

Figura 5.1: Cubo de respuesta para el rendimiento total de extraccién (%) mediante maceracién
hidroetandlica, el tridngulo rojo indica el punto éptimo.
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Figura 5.2: Cubo de respuesta para el contenido de polifenoles (mg GAE/g DW) obtenidos en la
maceracion hidroetandlica, el tridngulo rojo indica el punto 6éptimo.

Con el fin de visualizar con mayor detalle el efecto simultaneo del tiempo y de la concentracion
de etanol a una temperatura fija de 60 °C, se construyeron las superficies de respuesta mostradas
en las Figuras 5.3 y 5.4. En ambas respuestas se observa que el aumento de la temperatura y del

tiempo dentro del rango evaluado favorecio la extraccién, mientras que el efecto de la concentracion
de etanol no fue mondtono, sino que presentd curvatura.
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Figura 5.3: Superficie de respuesta para el rendimiento total de extraccién a 60 °C, en funcién del
tiempo y de la concentracién de etanol.
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Figura 5.4: Superficie de respuesta para el contenido de polifenoles totales extraidos a 60 °C, en
funcion del tiempo y de la concentracion de etanol.

Considerando que el objetivo general de este trabajo fue revalorizar el orujo de arandano mediante
la recuperacion de compuestos bioactivos por extraccién asistida por ultrasonido, se priorizéd
maximizar el contenido de polifenoles totales extraidos como criterio principal de optimizacién.
Esto se fundamenta en que los polifenoles, y en particular las antocianinas, constituyen la fraccion
bioactiva de mayor funcionalidad en el ardndano. En consecuencia, las condiciones de operaciéon se
orientaron a maximizar la recuperacion de polifenoles totales por sobre el rendimiento total del
extracto, al considerarse que esta respuesta se vincula de manera mas directa con el objetivo de

revalorizacién del orujo de ardndano [68-70].

5.2.2 Extraccion asistida por ultrasonido

Una vez definida la composicién hidroetandlica de trabajo a partir de la maceracién hidroetandlica,
se evalud el efecto de la potencia ultrasénica (P) y del tiempo de sonificacién (t) sobre dos respuestas:
el rendimiento de extraccion, Ymasa, v €l contenido de polifenoles totales, yrpc. Para ello se ajustaron
modelos de superficie de respuesta de segundo orden en variables codificadas, con el propdsito de

describir el comportamiento de ambas respuestas dentro del dominio experimental y localizar la
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condicién de operacion optima.

La Tabla 5.8 presenta el ANOVA del modelo cuadratico ajustado para el rendimiento de
extraccién por UAE. El modelo global resultd significativo (p = 0,0069), con valores de R?* = 0,7998
y Ridj = 0,7547, lo que indica que el modelo logré describir de buena forma la tendencia general de
la respuesta dentro del dominio experimental estudiado. Los términos lineales correspondientes a
la potencia ultrasénica y al tiempo de sonificacién fueron significativos, ambos con efecto positivo
sobre Ymasa, mientras que la interaccion y los términos cuadraticos no mostraron significancia
estadistica. La falta de ajuste tampoco fue significativa, por lo que el modelo puede considerarse

adecuado para describir la respuesta en el intervalo analizado.

Tabla 5.8: Tabla ANOVA del modelo de superficie de respuesta para el rendimiento de extraccion
por UAE.

Variable | Sum of Squares | Df | Mean Square | F-value | P-value | Significant
Model 20.78 5 4.16 5.59 0.0069 | **

A-Power 10.51 1 10.51 14.14 0.0027 | **

B-Time 10.15 1 10.15 13.67 0.0031 | **

AB 0.04 1 0.04 0.05 0.8262

A? 0.00 1 0.00 0.00 0.9768

B? 0.08 1 0.08 0.11 0.7502

Residuals 8.91 | 12 0.74

Lack of Fit 1.32 3 0.44 0.52 0.6788 | Not significant
Pure Error 7.60 9 0.84

Cor Total 29.69 | 17

R? 0.7998

Rﬁdj 0.7547

Dado que solo los efectos lineales de la potencia ultrasénica y del tiempo de sonificacion
resultaron estadisticamente significativos, se ajusté un modelo reducido conservando exclusivamente

dichos términos. De esta forma, el modelo ajustado resultante fue:

Umasa = 40,8561 40,9357 21 + 0,9199 z, (5.3)

El modelo completo puede verse en el Anexo A .4.

Este comportamiento indica que, dentro del dominio experimental evaluado, el rendimiento de
extraccion aumentd principalmente de manera lineal con la potencia ultrasénica y con el tiempo de
sonificacién. Es decir, al incrementar ambos factores desde sus niveles bajos hacia sus niveles altos,
se favorecié la recuperacion de sélidos desde la matriz de orujo de ardndano.

La optimizacién del modelo indicé que el maximo dentro del dominio experimental se obtiene
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en vy = +1y xy =+1, es decir, a P =70 W y ¢t = 60 min. Evaluando el modelo completo en dicho

punto, el rendimiento de extraccién predicho fue:

7 = 45,23% (5.4)

Este resultado fue coherente con la tendencia experimental observada, ya que la condicion
correspondiente al experimento 1 (70 W, 60 min) presenté un rendimiento promedio experimental
de 45,04%, constituyendo uno de los valores méas altos del diseno. En términos comparativos, las
condiciones de menor severidad, particularmente 30 W y 20 min, mostraron los menores rendimientos,
cercanos a 39,45%. En conjunto, estos resultados confirman que el aumento simultdneo de la
potencia ultrasonica y del tiempo de sonificacion favorece la transferencia de materia durante la
extraccién asistida por ultrasonido, incrementando 9., en el dominio experimental estudiado.

La Tabla 5.9 presenta la ANOVA correspondiente al modelo cuadratico ajustado para el contenido
de polifenoles totales. Los valores de R? = 0,8740 y Ridj = 0,8214 indican que el modelo fue
representativo en el dominio experimental estudiado. Los términos lineales asociados a la potencia
y al tiempo fueron significativos, mientras que la interaccién xix5 y los términos cuadraticos no
mostraron significancia estadistica. Adicionalmente, la falta de ajuste no fue significativa, lo que

indica que el modelo describe adecuadamente la respuesta dentro del rango experimental estudiado.

Tabla 5.9: Tabla ANOVA del modelo de superficie de respuesta para el contenido de polifenoles
extraidos por UAE.

Variable | Sum of Squares | Df | Mean Square | F-value | P-value | Significant
Model 44.54 5 8.91 16.64 0.0000 | **

A-Power 27.20 1 27.20 50.81 0.0000 | **

B-Time 14.90 1 14.90 27.84 0.0002 | **

AB 0.49 1 0.49 0.91 0.3577

A2 0.90 1 0.90 1.69 0.2184

B? 1.05 1 1.05 1.96 0.1872

Residuals 6.42 | 12 0.54

Lack of Fit 0.26 3 0.09 0.13 0.9409 | Not significant
Pure Error 6.16 9 0.68

Cor Total 50.96 | 17

R? 0.8740

Ridj 0.8214

De esta forma, el modelo ajustado para el contenido de polifenoles extraidos mediante UAE es

el siguiente:
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yrpc = 35,4997 + 1,5055 21 + 1,1143 z5. (5.5)

El modelo completo puede verse en el Anexo A.5.
La optimizacién del modelo indicé que el maximo dentro del dominio experimental se alcanza en

el borde 1 = +1 y 25 = +1, equivalente a P =70 W y ¢t = 60 min, con una respuesta predicha de

Yrpc = 38,74 mg GAE/g DW. (5.6)

Considerando como referencia el contenido maximo real extraible determinado experimentalmente,
T PClyaxreal = 51,42 mg GAE/g DW, la recuperacion relativa asociada al éptimo predicho fue
38,74

_ Tee o0 nn
Rrpc(%) = 7 o 100 = =2 100 = 75,34%. (5.7)

En ambos casos, los modelos indicaron que las respuestas aumentaron con la potencia ultrasénica
y con el tiempo de sonificacién dentro del rango evaluado, es decir, se mostré una tendencia
ascendente hacia el borde superior del dominio. Esto significa que, entre 30 y 70 W y entre 20 y 60
min, el incremento de energia suministrada al sistema siguié favoreciendo la transferencia de masa
y la liberacion de solutos desde la matriz.

Las Figuras 5.5 y 5.6 muestran dichas superficies de respuesta. Dado que en UAE se estudiaron
solo dos variables, la representacion superficial permite visualizar directamente el comportamiento
del sistema y la tendencia ascendente de ambas respuestas hacia el borde superior del dominio

experimental.
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Figura 5.5: Superficie de respuesta para el rendimiento total en funcién del tiempo y de la potencia
ultrasonica en UAE.
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Figura 5.6: Superficie de respuesta para el contenido de polifenoles totales en funcion del tiempo y
de la potencia ultrasénica en UAE.

De esta forma, los resultados de UAE muestran que tanto el rendimiento total de extraccién
como el contenido de polifenoles totales aumentaron al incrementar la potencia y el tiempo dentro
del rango estudiado, y que ambos maximos quedaron ubicados en 70 W y 60 min. Esto es consistente
con la idea de que, en las condiciones evaluadas, el ultrasonido actud principalmente intensificando
la transferencia de masa, sin que se manifestara todavia una disminucion de la respuesta por exceso
de tratamiento. En comparacién con la maceraciéon, la UAE permitié alcanzar una recuperacién
fenolica considerablemente mayor y, al mismo tiempo, un mayor rendimiento total de extracto, lo

que confirma su utilidad como estrategia de intensificacion del proceso.

5.3 Analisis cromatografico del perfil de antocianinas en

extractos obtenidos por UAE

Los dos cromatogramas analizados correspondieron a corridas independientes de extractos obtenido
por UAE. En ambas corridas se observé una regién cromatografica principal entre aproximadamente
11 y 23 min, en la cual se concentraron las senales de mayor relevancia asociadas al perfil antocianico

del extracto. Asimismo, en ambas corridas se registré una senal intensa en tiempos tempranos,
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cercana a 3,13 min, la cual no fue asignada inequivocamente a un compuesto especifico en los
reportes cromatograficos y, por tanto, no fue considerada dentro de la interpretacién principal de
las antocianinas identificadas.

En términos generales, los cromatogramas mostraron una buena concordancia en la ubicacion de
los picos principales. En particular, se asignaron senales correspondientes a delfinidina 3-galactdsido,
cianidina 3-galactésido, petunidina 3-glucésido y malvidina 3-galactésido. La deteccion de estos
compuestos es consistente con lo esperado para matrices derivadas de arandano, ya que la literatura
describe que el perfil antocianico de estos frutos y sus subproductos esté constituido principalmente
por glicésidos de delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina y malvidina [71-73]. En este contexto,
la presencia de petunidina 3-glucésido y malvidina 3-galactdsido resulta especialmente plausible,
dado que ambas han sido reportadas como componentes relevantes del perfil de antocianinas en
arandano y orujo de ardndano [71, 73].

Las diferencias observadas entre ambas corridas se localizaron principalmente en picos menores
y en la asignacion de algunas senales secundarias, especialmente en la region de tiempos tempranos.
Estas diferencias se interpretan principalmente como variaciones asociadas a la inyeccion, a la
integracion cromatografica o al procesamiento de los datos, mas que como cambios reales en la
composicion del extracto. En contraste, la persistencia de las senales principales en tiempos de
retencién muy similares entre ambas corridas respalda la consistencia del perfil cromatografico

obtenido.
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Figura 5.7: Cromatogramas HPLC-DAD correspondientes a las muestras de extractos obtenidos

por UAE.

Con el fin de resumir las principales senales cromatograficas de interés, en la Tabla 5.10 se

presentan los tiempos de retencion y las areas relativas de los picos asignados a antocianinas en

ambas corridas, junto con un pico relevante no asignado observado de forma consistente en la region

media del cromatograma.
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Tabla 5.10: Principales senales cromatograficas observadas en las muestras de extractos obtenidos

por UAE.

Compuesto o senal TR Area TR Area
corrida 1 relativa corrida 2 relativa
(min) corrida 1 (min) corrida 2
(%) (%)
Pico temprano no asignado 3,130 9,61 3,130 1,99
Delphinidina 3-galactésido - - 11,247 10,38
Cianidina 3-galactésido 13,537 10,48 13,527 7,73
Pico relevante no asignado 17,177 19,31 17,173 14,58
Petunidina 3-glucésido 19,187 26,51 19,190 27,86
Malvidina 3-galactdésido 22,700 23,56 22,700 18,04

La ampliacion de la imagen de la region cromatografica principal permite visualizar con mayor
claridad la zona en la cual se concentraron las senales de interés. En esta regién se observa que
la petunidina 3-glucésido y la malvidina 3-galactdsido correspondieron a las senales més intensas
entre los compuestos asignados en ambas corridas, mientras que la cianidina 3-galactésido mostrd
una contribucién intermedia y la delfinidina 3-galactdsido fue asignada en una de las corridas. Esta
distribucién es compatible con la variabilidad normalmente descrita para el perfil antocianico del
arandano, el cual depende del cultivo, del estado de madurez y de las condiciones de procesamiento
[71-73].

En cuanto a las senales no asignadas observadas en ambas corridas, su presencia puede explicarse
tanto por la complejidad quimica del orujo de ardndano como por las limitaciones propias de un
analisis basado en HPLC-DAD, el cual depende de la disponibilidad de estandares analiticos para la
identificacién. En las condiciones instrumentales utilizadas, la deteccién a 525 nm resulta adecuada
para seguir compuestos antocidnicos, ya que esta regién del espectro se asocia al cation flavilio; sin
embargo, la literatura indica que la identificacion inequivoca de antocianinas requiere complementar
el tiempo de retencion con el espectro UV-Vis completo y, de ser posible, con confirmaciéon por
espectrometria de masas [54, 57]. Por ello, el hecho de que se identifiquen solo algunas senales
principales no implica necesariamente que los picos restantes carezcan de naturaleza fendlica o
pigmentaria, sino mas bien que no pudieron asociarse a los estdndares contemplados en el estudio.

En el caso particular del arandano, se ha descrito que su perfil antocidnico no se limita a unos
pocos glicésidos, sino que comprende diversas formas derivadas de delfinidina, cianidina, petunidina,
peonidina y malvidina, incluyendo galactésidos, glucésidos y arabindsidos, ademas de compuestos
minoritarios y derivados detectables solo mediante metodologias més confirmatorias [43, 57, 73].
En consecuencia, los picos no asignados presentes en la regiéon intermedia del cromatograma

podrian corresponder razonablemente a antocianinas minoritarias o a derivados estructurales no
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contemplados dentro del conjunto de estandares utilizados. Esta interpretaciéon resulta coherente
con la persistencia de una senal no asignada alrededor de 17,17 min en ambas corridas, lo que
sugiere que no se trataria simplemente de ruido instrumental, sino de un componente reproducible
del extracto.

Por otra parte, el arandano y su orujo contienen, ademés de antocianinas, otros compuestos
fendlicos relevantes, entre ellos acidos fendlicos y flavonoles, los cuales forman parte de la matriz
polifendlica global del subproducto [43, 46, 47]. En este contexto, no puede descartarse que algunas
senales no asignadas correspondan a compuestos no antocidnicos o a coeluciones de especies fendlicas
presentes en baja concentracion. No obstante, esta posibilidad debe interpretarse con cautela, ya
que la adquisicién a 525 nm favorece principalmente a pigmentos antocidnicos y reduce la respuesta
relativa de otros fenoles, los cuales suelen monitorearse con mayor sensibilidad a otras longitudes
de onda. Asi, los picos muy tempranos, como la senal observada a 3,13 min y las seniales menores
en torno a 8,70 min, podrian asociarse a compuestos mas polares, a componentes de matriz, a
productos de transformacion o a senales parcialmente resueltas cuya identidad no puede establecerse
con certeza solo con el cromatograma obtenido.

En conjunto, estos antecedentes sugieren que los picos no asignados observados en los extractos
obtenidos por UAE no deben interpretarse exclusivamente como errores de integracién, sino como
evidencia de que el extracto presenta una composicion mas compleja que la descrita por las
asignaciones limitadas a los estandares disponibles. Por ello, la interpretacion mas prudente
es considerarlos como senales de compuestos de naturaleza fendlica o pigmentaria probable,
posiblemente correspondientes a antocianinas minoritarias, derivados antocianicos o, en algunos

casos, otros polifenoles de la matriz [43, 54, 57].
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Figura 5.8: Imagen ampliada de la region cromatogréfica principal.



Desde el punto de vista funcional, las antocianinas detectadas corresponden a compuestos de alto
interés bioactivo. En términos generales, las antocianinas de arandano se han asociado con actividad
antioxidante, antiinflamatoria y efectos favorables sobre la salud cardiovascular y el metabolismo de
glucosa y lipidos [72]. Adicionalmente, se ha reportado que antocianinas individuales de blueberry,
entre ellas delfinidina 3-O-galactésido, petunidina 3-O-glucésido y malvidina 3-O-galactoésido,
presentan capacidad antioxidante y potencial hipoglucemiante e hipolipidemiante [74]. En particular,
la malvidina y sus glicésidos han sido ampliamente destacados por su actividad antioxidante y
antiinflamatoria, asi como por su posible contribucién a la salud cardiometabdlica [75]. En
consecuencia, el perfil cromatografico observado respalda que los extractos obtenidos por UAE
contienen antocianinas de interés funcional y tecnolégico, coherentes con la valorizacion del orujo
de arandano como fuente de compuestos bioactivos.

Cabe senalar que los reportes cromatograficos no entregaron cuantificacién absoluta individual
de los compuestos. Por ello, la interpretacion de estas corridas debe entenderse principalmente
en términos de perfil cromatografico y comparacion relativa entre senales, méas que como una

cuantificacién absoluta de cada antocianina individual.
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Capitulo 6
Conclusiones y Recomendaciones

A partir de los resultados obtenidos, se concluye que el orujo de ardndano constituye una matriz
con potencial de valorizacion para la recuperacién de compuestos bioactivos, particularmente
polifenoles, mediante extraccién con solventes hidroetandlicos y asistencia ultrasénica. El estudio
confirmé que tanto la maceraciéon convencional como la extraccién asistida por ultrasonido permiten
recuperar una fraccion relevante de compuestos fenélicos desde este subproducto, lo que respalda
su aprovechamiento como materia prima para la obtencién de extractos de interés funcional y
tecnologico.

En cuanto al objetivo principal del trabajo, los resultados indicaron que la recuperacién de
polifenoles totales debe priorizarse por sobre el rendimiento gravimétrico global cuando el propdsito
es revalorizar el orujo de arandano desde una perspectiva funcional. Esto se justifica porque los
polifenoles, y en particular las antocianinas, constituyen la fraccion bioactiva de mayor interés
en esta matriz. Bajo este criterio, la condicion de maceracién seleccionada como base para la
etapa posterior fue 60 min, 60 °C y 40% v/v de etanol, al corresponder a la mejor combinacién
experimental para maximizar el contenido de polifenoles extraidos dentro del dominio estudiado.

Respecto del primer objetivo especifico, se logré evaluar experimentalmente el rendimiento
total y el rendimiento de polifenoles de la extraccién por maceracién hidroetandlica del orujo de
arandano. Los resultados mostraron que el contenido de polifenoles totales varié entre 3,72 4+ 0,39
y 20,30 + 1,01 mg GAE/g DW con un rendimiento del 7,23 4+ 0,76% al 39,48 + 1,96% respecto
del TPC extrafble, mientras que el rendimiento total de extraccién se ubico entre 16,30 + 3,02%
y 28,65 + 3,73%. Estos valores fueron consistentes con antecedentes reportados para matrices
comparables tipo berry, lo que permitioé establecer que la maceracion hidroetandlica constituye
una estrategia convencional valida para recuperar compuestos fendlicos y extracto crudo desde
el orujo de arandano, aunque con una capacidad de recuperacién mas acotada que la observada
posteriormente para UAE.

En relacién con el segundo objetivo especifico, se desarrollaron modelos estadisticos de superficie
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de respuesta para describir el efecto del tiempo de maceracion, la temperatura y la concentracion
de etanol sobre el contenido de polifenoles totales y sobre el rendimiento total de extraccion. En el
caso del contenido de polifenoles totales, el modelo ajustado mostré una buena capacidad para
representar la respuesta dentro de la regién experimental estudiada, permitiendo identificar una
condicién éptima de 60 min, 60 °C y 40% v/v de etanol, con una prediccién de 21,51 mg GAE/g DW.
Para el rendimiento total de extraccién, el modelo indicé un éptimo distinto, ubicado en 60 min,
60 °C y 60% v/v de etanol, con un valor predicho de 33,17 g/100 g DW. Esta diferencia entre ambos
optimos permitié demostrar que la condicién que maximiza la recuperacion de polifenoles no coincide
necesariamente con la que maximiza la masa total extraida, lo que evidencia la importancia de
considerar simultaneamente rendimiento y selectividad en la valorizacion de subproductos vegetales.

Respecto del tercer objetivo especifico, se comprobé que la extraccién asistida por ultrasonido
intensific6 de manera efectiva el proceso de recuperacion de compuestos bioactivos desde el orujo
de ardndano. Los valores experimentales de TPC obtenidos mediante UAE variaron entre 32,65 +
0,93 vy 37,94 + 0,42 mg GAE/g DW con rendimientos del 63,50 + 1,81% y 73,78 + 0,82% respecto
del TPC extraible, superando de forma consistente a los observados por maceracion hidroetandlica.
De igual forma, la masa extraida aumento respecto del proceso convencional, con rendimientos
de entre el 41,91 4+ 0,12% y 45,07 £ 0,08%. Los modelos de superficie de respuesta ajustados
para UAE mostraron que tanto la potencia ultrasénica como el tiempo de sonicacién ejercieron
efectos positivos sobre ambas respuestas dentro del rango evaluado, sin evidenciar una curvatura
significativa. La condicion 6ptima predicha para UAE correspondié a 70 W y 60 min, con un
contenido de polifenoles totales de 38,74 mg GAE/g DW y una recuperacion relativa de 75,34%
respecto del contenido total de polifenoles extraibles de la matriz.

En conjunto, la comparacién entre ambas estrategias permitié concluir que la UAE fue superior
a la maceracion hidroetandlica tanto en recuperacion de polifenoles como en rendimiento total
de extracto. Esta mejora es coherente con el efecto de intensificacion asociado a la cavitacién
ultrasonica, la cual favorece la ruptura de la matriz, el acceso del solvente a los solutos y la
transferencia de masa. Por ello, la extraccion asistida por ultrasonido puede considerarse una
alternativa tecnolégicamente mas eficiente para la valorizacion del orujo de ardndano a escala
laboratorio.

De manera complementaria, el analisis cromatografico de los extractos obtenidos por UAE
permitié verificar la presencia de un perfil antocianico compatible con matrices derivadas de ardandano.
En ambas corridas independientes se observaron senales principales en una regién cromatografica
similar y se identificaron compuestos asignados a delfinidina 3-galactésido, cianidina 3-galactésido,
petunidina 3-glucdsido y malvidina 3-galactésido, destacando especialmente la importancia relativa
de petunidina 3-glucésido y malvidina 3-galactdsido entre los picos asignados. Aunque los reportes

no permitieron cuantificar individualmente cada compuesto en términos absolutos, la consistencia
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observada entre ambas corridas y la naturaleza de las antocianinas detectadas respaldan que la
UAE no solo incrementé la recuperacién global de polifenoles, sino que permitié obtener extractos
con compuestos de interés funcional y tecnolégico, reforzando el potencial de valorizacion del orujo
de ardandano como fuente de ingredientes bioactivos. Adicionalmente, la presencia de picos no
asignados pone de manifiesto la complejidad composicional de los extractos obtenidos y sugiere la
conveniencia de profundizar en su caracterizacion en estudios futuros. En este sentido, se recomienda
complementar el analisis cromatografico con metodologias de mayor poder confirmatorio, tales
como el analisis del espectro UV-Vis completo y la comparacion con estandares adicionales, con
el fin de avanzar en la identificacién de compuestos minoritarios, derivados antocianicos u otros
polifenoles presentes en la matriz.

Finalmente, este trabajo permitié establecer una base experimental y metodologica para el
aprovechamiento del orujo de arandano como fuente de compuestos bioactivos. No obstante, los
resultados obtenidos corresponden a condiciones de laboratorio y deben interpretarse dentro de
ese alcance. En futuras investigaciones, seria recomendable profundizar en la caracterizacion
quimica de los extractos mediante técnicas cromatograficas, con el fin de identificar individualmente
antocianinas y otros polifenoles presentes. Del mismo modo, seria pertinente evaluar la actividad
antioxidante y la estabilidad de los extractos obtenidos bajo distintas condiciones de almacenamiento,
asi como explorar la influencia de otras variables operacionales relevantes en UAE, tales como
amplitud, temperatura efectiva del medio y relacién sélido/liquido. Finalmente, para avanzar
hacia una eventual aplicacion tecnoldgica, se recomienda estudiar el escalamiento del proceso, su
factibilidad econémica y la incorporacién de los extractos en alimentos funcionales, ingredientes

antioxidantes o formulaciones nutracéuticas.
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Apéndice A

Anexos

A.1 Antecedentes de Arantruf

Arantruf es una empresa familiar chilena fundada en 2007, ubicada en el Fundo Santa Raquelita,
sector Bajo Meco, camino Lautaro—Curacautin, en la comuna de Lautaro, Region de La Araucania,
Chile. Su desarrollo productivo se ha vinculado principalmente al cultivo de arandanos orgénicos y
a la produccién de trufa negra del Périgord, en un entorno de carédcter precordillerano. De acuerdo
con los antecedentes disponibles de la empresa, dentro de su trayectoria productiva se incorporaron
plantaciones de arandanos correspondientes a las variedades Brigitta y Legacy, ambas ardndano de
arbusto alto. En este marco, la empresa ha orientado su actividad hacia sistemas de produccion
con énfasis en la agricultura organica y en la diferenciacién de materias primas de origen local.
Con el transcurso de los anos, Arantruf ha ampliado su enfoque hacia estrategias de aprovechamiento

de residuos y subproductos agricolas, en concordancia con principios de sustentabilidad y valorizacion
de biomasa. Esta evoluciéon ha permitido articular la produccion primaria con iniciativas de
innovacion orientadas al desarrollo de productos de mayor valor agregado, particularmente a partir
del uso integral del ardndano y de sus subproductos. En este contexto, la empresa constituye un

caso de interés para el estudio de alternativas de diversificacién e innovaciéon agroalimentaria en el
sur de Chile.

A.2 Modelo completo para el contenido de polifenoles

totales por maceracion hidroetandlica

El modelo completo ajustado para el contenido de polifenoles totales por maceracién hidroetandlica

fue el siguiente:
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Jrpe = 13,5407 + 4,0307 21 + 0,6102 25 — 1,1235 25 + 2,9331 22

(A1)
—0,8659 23 — 6,4290 2 — 0,0817 2179 — 1,2677 2123 — 0,4390 2973

A.3 Modelo completo para el rendimiento total de extraccion

por maceracion hidroetandlica

El modelo completo ajustado para el rendimiento total de extraccion por maceracién hidroetandlica

fue el siguiente:
Yimasa = 25,6140 + 0,0192 21 + 1,8913 5 — 0,0408 73 + 5,2993 25 — 1,8485 25 — 3,6742 13
+ 1,8058 z129 — 0,0814 2925 + 2,4494 21 23.

A.4 Modelo completo para el rendimiento total de extraccion
por UAE

El modelo completo para el rendimiento total de extraccién por extraccion asistida por ultrasonido

fue el siguiente:

Yimasa = 40,7540 + 0,9357 21 + 0,9199 25 + 0,0684 129 + 0,0128 2% + 0,1404 23 (A.3)

A.5 Modelo completo para el contenido de polifenoles

totales por extraccién asistida por ultrasonido

El modelo completo ajustado para el contenido de polifenoles totales por extraccién asistida por

ultrasonido fue el siguiente:

yrpc = 35,4997 + 1,5055 z; + 1,1143 25 — 0,2474 2129 — 0,4751 27 + 0,5117 5. (A.4)
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