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AUSPICIO

La presente investigacion contd con el auspicio financiero del Proyecto
PIS 19-09: “Evaluacion de métodos de extraccidon no convencionales para la obtencion de
compuestos bioactivos a partir de subproductos de pifia (Ananas comosus), taxo

(Passiflora tripartita), mora (Rubus glaucus) y frutilla (Fragaria vesca)”
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RESUMEN

La cascara de pifia, como subproducto de esta fruta, alin contiene compuestos bioactivos
gue se pueden aprovechar debido a su valor como antioxidantes, principalmente. La
presente investigacion tuvo como objetivo evaluar un método de extraccion asistida con
ultrasonido (EAU) para recuperar compuestos fendlicos a partir de este subproducto. Se
evaluaron: la relacién etanol:agua (50:50 y 70:30 (v/v)) del solvente y el tamafio de particula
(0,25 y 0,42 mm) de la céscara de pifia liofilizada. El mayor contenido de compuestos
fendlicos solubles totales extraidos fue de 617,83 + 12,91 mg (EAG)/100 g (MS), que se
logré al emplear la solucién de etanol al 70 % (v/v) como solvente y las cascaras de pifia
con un tamafio de 0,25 mm como soluto. Este tratamiento presenté una actividad
antioxidante de 22,05 + 0,92 a umol (ET) /g (MS) mediante el método de DPPH y un mayor
contenido de flavonoides totales de 235,32 + 6,86 mg (CE)/100 g (MS). Este método de
extraccién no convencional presenté un aumento de 29,63 % de compuestos fendlicos
extraidos y 14,29 % mas de capacidad de inhibicién de radical DPPH comparado con el
método convencional. Mediante un andlisis por HPLC se determiné que el perfil de estos
compuestos del extracto etandlico esta por debajo del limite de cuantificacion del método.
Por lo que se realizé un extracto metanol:agua 70:30 (v/v) con el que se logré la
identificacion tentativa de 6 compuestos fendlicos mas representativos: acido galico,

catequina, epicatequina, epigalocatequina-6-galato, rutina y acido caféico.

PALABRAS CLAVE: extracciobn asistida por ultrasonido, compuestos fendlicos,

flavonoides, actividad antioxidante, cromatografia.
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ABSTRACT

Pineapple peel, as a by-product of this fruit, contains bioactive phenolic compounds that
can be used due to their high value as antioxidants. The objective of the present work was
to evaluate ultrasonic assisted extraction (UAE) method to recover phenolic compounds
from this by-product. Concentrations of ethanol:water solution (50:50 and 70:30 (v/v)) ant
particle size (0.25 and 0.42 mm) of lyophilized and ground pineapple peel were evaluated.
The highest concentration of total soluble phenolic compounds extracted was 617.83 +
12.91 mg (GAE)/100 g (DM), which was obtained using the 70% (v/v) ethanol solution as
solvent and the pineapple peel particle size of 0.25 mm as solute. This treatment presented
an antioxidant activity of 22.05 + 0.92 umol (TE)/g (DM) using the DPPH method and total
flavonoid content of 235.32 £ 6.86 mg (CE)/100 g (DW). This no conventional extraction
method presented an increase of 29.63 % of total phenolic compounds and 14.29 %
more capacity for DPPH radical inhibition compared to the conventional method. The HPLC
analysis of this extracts was below the quantification limit of this method. Therefore, a
methanol:water 70:30 (v/v) extract was used, with which the tentative identification of 6 most
representative phenolic compounds was achieved: gallic acid, catechin, epicatechin,

epigallocatechin-6-gallate, rutin and caffeic acid.

KEYWORDS: ultrasonic assisted extraction (UAE), phenolic compounds, flavonoids,

antioxidant activity, chromatography.



1. DESCRIPCION DEL COMPONENTE DESARROLLADO

La produccién, el comercio y el consumo de pifia en el Ecuador ha incrementado
significativamente en los mercados nacional e internacional debido a su alto contenido de
nutrientes, a sus propiedades sensoriales aceptables por sus consumidores y a su valor
terapéutico. El procesamiento de la pifia para la obtencién de pulpas, mermeladas, jugos,
entre otros, implica la separacion de la pulpa de sus subproductos como las cascaras, las
hojas, el coraz6n y las semillas. Estos subproductos de la pifia conforman entre el 40 y
50 % de toda la fruta, que al ser desechados como basura pueden llegar a ser un problema
medio ambiental, sobre todo cuando su tratamiento no es el adecuado, contaminando el

agua vy el suelo debido a su alto contenido de biomasa y bajo pH (muy acido).

Las cascaras de pifia son consideradas como un subproducto de segunda generacién a
partir de las cuales se puede extraer compuestos bioactivos como flavonoides, catequina,
acido galico, acido ferulico, epicatequina y p-coumarina. El contenido de estos compuestos
fendlicos antioxidantes otorga a estos subproductos un alto valor y ofrecen una gran
oportunidad de aprovechamiento en las industrias de alimentos y farmacéuticos. Se ha
buscado extraer estos compuestos aplicando diversos métodos de extraccion
convencionales y en los ultimos afios no convencionales. Los métodos no convencionales
resultan mas atractivos por requerir menor tiempo y emplear menos cantidad de solvente;
en este contexto se busca emplear solventes como el etanol, que resultan ser menos
contaminantes, facilitan el uso de estos compuestos y pueden llegar a obtener mayor

rendimiento.

El presente estudio tiene como finalidad extraer compuestos fendlicos utilizando como
materia prima la cascara de pifia empleando la técnica de extraccidon asistida por

ultrasonido como método no convencional, usando etanol como solvente.



1.1. Objetivo general

Evaluar el rendimiento de recuperacion de compuestos fenodlicos a partir de los

subproductos de pifia utilizando la extraccion asistida por ultrasonido.

1.2. Objetivos especificos

e Caracterizar los subproductos agroindustriales de la pifia.

e Evaluar los métodos no convencional y convencional para comparar Sus

rendimientos en la extraccion de compuestos fendlicos

e Determinar de manera semi-cuantitativa los compuestos fendlicos de interés

extraidos.

1.3. Alcance

Se trabajara con la cascara de pifia, obtenida como subproducto del procesamiento de la
elaboracion de pulpas de la empresa ENVAGRIF (Tumbaco — Pichincha). Se iniciara con
una caracterizacion quimica de este subproducto. Luego se empleara el ultrasonido (UAE)
como método no convencional de extraccion de compuestos fendlicos, se evaluaran dos
tamanos de particula y dos concentraciones de solvente (etanol) sobre el rendimiento de
compuestos fenodlicos totales y actividad antioxidante, para luego comparar estos
resultados con el método convencional. Con el tratamiento que mayor rendimiento se
obtenga, se realizara la determinacion de flavonoides por espectrofotometria y un analisis
por HPLC de los compuestos fendlicos.



1.4. Marco teoérico
1.4.1. LaPifa

La planta de pifia (Ananas comosus) es originaria de Sudamérica, particularmente al norte
del Rio Amazonas; fue domesticada, cultivada y seleccionada por los indios tupi-guaranies,
los acompafié en sus migraciones hacia el norte a las Antillas, norte Andes y Centroamérica
(Bartholomew et al., 2003). Ha servido como alimento y como simbolo a lo largo de la
historia humana de los americanos, debido a su intensa dulzura, la “fruta excelente” era un
elemento basico de las fiestas y ritos indios (Levins, 1995). Es una de las frutas comestibles
mas importantes a nivel mundial, es la tercera fruta tropical mas consumida después del

banano y las frutas citricas (Hernandez et al., 2021).

Es la principal especie vegetal de la familia Bromeliaceae, es una monocotiledénea
perenne con una inflorescencia terminal y una fruta multiple terminal (Guang-Ming et al.,

2016). La clasificacion taxondmica de esta planta se encuentra resumida en la Tabla 1.

Tabla 1. Taxonomia de la pifia (Pac, 2005).

Nombre cientifico Ananas comosus
Reino Plantae
Clase Magnoliophyta
Orden Bromeliales

Familia Bromeliaceae
Género Ananas
Especie A. comosus (L) Merr.

Las plantas adultas de pifia son de tipo herbaceo y perennes, pueden alcanzar un tamafio
entre 75y 150 cm de altura y tener entre 90 y 120 cm de ancho. Tienen un tallo robusto
con hojas estrechas, fibrosas y espinosas. Las flores normalmente son autoestériles,
desarrollan un fruto partenocérpico. El fruto, los brotes y las raices se fijan al tallo (Coppens
y Leal, 2003).

El pedlnculo sustenta la inflorescencia que generara un fruto multiple llamado sincarpo, es
decir, de tipo agregado formado por 100 a 200 estructuras individuales dispuestas en forma
de hélice junto a cilindro central (corazoén). Tiene una forma cilindrica, es carnosa y termina

en una agrupacion de hojas (corona), mientras que la pulpa (la parte comestible) es de



color blanco o amarillo de acuerdo con la variedad (Guang-Ming et al., 2016). La morfologia

de la planta de pifia se presenta en la Figura 1.
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Figura 1. Morfologia de la planta de pifia (Monteiro et al., 2021).

Para que esta fruta alcance su mayor rendimiento y calidad, debe cultivarse en clima
tropical, con temperaturas entre 24 y 27 °C, precipitaciones entre los 1 200 - 2 000 mm
durante el afio (AGROCALIDAD, 2012), una humedad de 70 a 90 %, una altitud entre 100
a 600 m.s.n.m., sobre suelos que posean buen drenaje, permeables con pH entre 5y 6
(MICIP; ONUDI, 2006).

Las caracteristicas geograficas del Ecuador, es decir, el clima, la altitud y el suelo de
manera general, favorecen el desarrollo del cultivo de la pifia (Pinto, 2012). De acuerdo al
Censo Nacional Agropecuario 2021 en el pais existen 6 079 ha de superficie de cultivo de
pifia, en especial en las provincias del litoral (Manabi, Esmeraldas, Guayas, Santo Domingo
de los Tsachilas, Los Rios y El Oro) y alcanza una produccién de 202 604 Tm (ESPAC,
2022), de las cuales 99 940 toneladas de fruta fresca se exportaron hacia paises como
Chile, Paises Bajos, Estados Unidos, Argentina, Alemania, Nueva Zelanda y Rusia
(AGROCALIDAD, 2021), ocupando el puesto 26 en la produccién de pifia a nivel mundial
(Hikal et al., 2021).

La pifia es una fruta muy apreciada a nivel mundial, lo que resulta en grandes volimenes
de produccién y una alta rentabilidad comercial. Esta compuesta principalmente de agua,
carbohidratos, acidos orgénicos, fibra dietética, antioxidantes, vitaminas (A, B1, B2, B3, B5,
B6, B9y C) y minerales (potasio, sodio, zinc, calcio, magnesio, fésforo, manganeso, hierro,

cobre y selenio) (Monteiro et al., 2021).



1.4.2. Subproductos de la pifia

Como consecuencia de la creciente producciéon y consumo de esta fruta, el volumen de
residuos de pifia acumulados ha ido aumentando paulatinamente, generando una cantidad
significativa de desechos, por lo que es aun mas critico desarrollar alternativas de
aprovechamiento de la fruta integral (Monteiro et al., 2021). De acuerdo con Roda y Lambri
(2019) como consecuencia de la masiva produccién de pifia se genera una cantidad
significativa de residuos, no solo por los desechos del procesamiento, también se pierde
fruta por su baja calidad; hasta el 80 % de la fruta podria perderse durante el transporte y

almacenamiento incorrecto.

En general el cultivo de pifia genera diferentes residuos desde la cosecha hasta las
diversas fases de procesamiento, ya sea domeéstico o comercial. En el campo, luego de la
cosecha, se desechan las hojas, los tallos y las raices; mientras que del procesamiento se
desechan parte de la pulpa, la cascara, el corazén y la corona, (Monteiro et al., 2021), como

se observa en la Figura 2.
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Figura 2. Subproductos de la fruta de pifia (Kumar y otros, 2022).

Basado en la informacion del CENSO Agricola del 2021, se puede establecer que dentro
del pais se comercializar ~102 644 Tm para consumo como fruta fresca o para ser
procesada. Del procesamiento de la pifia, se pueden obtener diferentes productos como

jugos, néctares, jaleas, rodajas en almibar, pulpa concentrada congelada y bromelina



(Monteiro et al.,, 2021). Con base al rendimiento que tiene esta fruta como pulpa y la
cantidad de fruta que se comercializa internamente, se puede establecer que se desechan
entre 21 066 Tm y 61 598 Tm, que corresponden a la corona, corazén y la céscara,
principalmente (AGROCALIDAD, 2021).

Aproximadamente el 60 % de la pifia es comestible mientras que los subproductos del
procesamiento oscilan entre el 45 % y 65 % (Difonzo et al., 2018). De estos subproductos,
la cascara representa el mayor porcentaje, del 30 al 42 %, seguido del corazén con 10 %,
y corona y hojas alrededor del 5 % (Roda y Lambri, 2019).

Convencionalmente, los desechos de la pifia no son utilizados adecuadamente ya que la
mayoria de los agricultores prefieren tirarlos, quemarlos o utilizarlos como alimento para
animales o como compost; pocos agricultores producen biogas o bioetanol (Ravindra y
Subhajit, 2020). Debido a esta gestion inadecuada, compuestos bioactivos importantes
como carbohidratos, bromelina y polifenoles, entre otros, no se aprovechan. De manera
general el principal objetivo de insertar residuos en la cadena de produccion de nuevos
compuestos es reducir costos, buscando un proceso mas econdmico y competitivo,

principalmente en las industrias alimentarias y farmacéuticas (Ketnawa et al., 2012).

Se han realizado varios estudios para sacar provecho a las diferentes fracciones que
constituyen los subproductos de pifia obtenidos de las industrial hortofruticola, lactea y
cérnica. De manera general, los subproductos de la pifia se utilizan como sustrato para
bromelina, acidos organicos, etanol, etc., ya que son fuente importante de azlcares,

vitaminas y factores de crecimiento (Upadhyay, et al., 2010).

La reinsercién de estos subproductos en las cadenas de produccion, en lo que se conoce
como biorefineria, lo que permite un aprovechamiento mucho mas diversificado de todo el
potencial nutricional de la pifia, ya que su biomasa puede actuar eficientemente como
compuestos funcionales, ademas de la posibilidad de ser convertidos en productos de
mayor valor afiadido (Monteiro et al., 2021). A continuacion, se detallan las principales
aplicaciones de las fracciones que se obtienen de los subproductos del procesamiento de

la pifa:

1.4.2.1. Corona

La corona de la pifia ha sido usada en diferentes aplicaciones, una de ellas es la produccion
de compuestos aromaticos de alto valor industrial, como tolueno y xileno, a través de
procesos de pirélisis (Barbosa et al., 2019). También se ha aprovechado su fibra para la

extraccion de nanocristales de celulosa, que han sido probados para ayudar a reforzar los



nanocompuestos poliméricos (Peralta y Medina, 2021), o para aplicar un pre-tratamiento
alcalino para obtener un licor rico en acido ferulico para luego, gracias a una bioconversion
con Aspergillus niger, obtener acido vanilico, el cual es precursor de produccién de vainilla

y otros derivados industriales (Monteiro et al., 2021).

1.4.2.2. Hojas

Las hojas de pifia representan el mayor porcentaje de toda la planta; pero después de la
recoleccién de la fruta, las hojas generalmente se dejan en el campo para descomponerse
0 quemarse, debido a la disponibilidad de tecnologias obsoletas y/o a la falta de
conocimiento de los agricultores. Sin embargo, es mucho mas estratégico incorporar las

hojas al proceso de fabricacién para nuevos productos (Chaudhary et al., 2019).

A partir de las hojas de la corona de la pifia, se ha evaluado la produccién de carbono
activado para ser usado como adsorbente de cafeina en soluciones acuosas; para la
produccion de nanolaminas de carb6n activado para aplicarlo como material
supercondensador, y para la obtencion de nanocristales de celulosa para fabricar

nanocompuestos (Monteiro et al., 2021).

1.4.2.3. Corazbn

La corona de la pifia se ha evaluado para la extraccion y utilizaciéon de fibras para la
produccion de pan mejorado, como materia prima para la produccién de vinagre, para la
obtencion de nuevos productos con un diferenciado perfil metabdlico y un ligero aroma
floral, que puede mejorar los paradmetros de calidad de los alimentos (Monteiro et al., 2021).
También se ha empleado ampliamente para la extraccidn de bromelina y bioproduccion de
acido vanilico y vainillina con Aspergillus niger y Pycnoporus cinnabarinus al emplearlo

como sustrato (Li et al., 2012).

1.4.2.4. Céascara

La cascara de pifia es el subproducto que mas se produce durante el procesamiento de la
pifia, tiene el nimero mas significativo de aplicaciones (Upadhyay et al., 2010).
Generalmente, se ha empleado para obtener fibra suplementaria para la alimentacién de

ganado vacuno de leche (Ravindra y Subhajit, 2020).



Es fuente importante de varios compuestos bioactivos, ademas de ser la segunda fuente
principal de bromelina, solo se encuentra detras de la corona, lo que hace que tenga
aplicacion viable en diversos segmentos (Monteiro et al., 2021). Es un subproducto rico en
composicion nutricional, es fuente de carbohidratos, proteinas y celulosa, por lo que se ha
usado para producir biogas y de bioetanol (Chaudhary et al., 2019), y se ha empleado para
la obtencion de celulosa bacteriana y la produccion de las enzimas invertasa y lipasa
(Ravindra y Subhajit, 2020).

La cascara también se ha estudiado en la produccion de vinagre, harina prebiética
funcional, barra de cereales (Monteiro et al., 2021); en la sustitucion parcial de grasa y
harina de trigo en la elaboracion de una salchicha tipo “Viena” con la fibra dietética extraida
de la cascara (Galarraga, 2019), se ha evaluado su actividad antioxidante y sus principales
compuestos fenolicos como &acido galico, epicatequina, catequina y acido feralico (Lietal.,
2012).

Existen varios estudios que demuestran el potencial de los subproductos de pifia en
diferentes procesos y productos que se encuentran en la fase exploratoria, en algunos
paises ya tienen valor industrial (Upadhyay et al., 2010; Rasgado et al., 2016). En la Figura
3, se presenta un resumen de las principales aplicaciones de algunas fracciones de la pifia.

Alimento Nanocristales de celulosa
Polisacéaridos PU'Da,‘ .Corona Compuestos aromaticos
Bromelina
Acido vanilico

Papel
Fibra Hojas ,
Nanocristales de celulosa
Nanolaminas de carbon Bromelina
_«Corazon Ingrediente alimenticio

Vainillina y acido vanilico

Ingrediente alimenticio
L . Pectina

*Cascara Hemicelulosa
Bromelina
Biogas y biocombustible
Celulosa bacteriana
Invertasa y lipasa
Polifenoles

Figura 3. Aplicaciones mas comunes de diferentes fracciones de la pifia

(Monteiro et al., 2021).



1.4.3. Compuestos Fendlicos de los subproductos de la pifia

1.4.3.1. Compuestos Fendlicos

Son compuestos que resultan del metabolismo de las plantas, en otras palabras, son
metabolitos secundarios de las plantas que presentan una amplia gama de diferentes
estructuras y propiedades fisiolégicas, como anti-alérgica, anti-aterogénica, anti-
inflamatoria, anti-microbial, anti-trombdtica, cardioprotector y con efecto vasodilatador (Li
et al., 2012). El interés por estos compuestos ha ido aumentando durante la Ultima década
debido a que poseen una buena actividad antiradicalaria, es decir, tienen una alta
capacidad de eliminar radicales libres asociados a diversas enfermedades degenerativas
(Upadhyay et al., 2010).

Quimicamente, son compuestos que poseen un anillo aromatico en su estructura, es decir,
un anillo benceno, con uno o mas grupos hidroxidos incluyendo derivados funcionales
(ésteres, metil ésteres, glicésidos, etc.) (Martinez-Valverde et al., 2000). La familia de los
compuestos fendélicos comprende un grupo complejo de compuestos (alrededor de 8 000
identificados), que van desde moléculas simples como el acido fendlico a compuestos

poliméricos como los taninos (Vasco, 2009).

Se encuentran en las plantas en forma conjugada con uno o mas residuos de azucar unidos
a los grupos hidroxilos, aunque en algunos casos se pueden producir uniones directas
entre una molécula de azlcar y un carbono aromaético, es decir, forman glicésidos. Es por
esta raz6n que son compuestos solubles en agua y en solventes organicos (Martinez-
Valverde et al., 2000).

Las principales subclases de fenoles, dependiendo de la estructura del aglicon, son los
acidos fendlicos, cumarinas, flavonoides y taninos hidrolizables y condensados. Dentro de
los principales compuestos fendlicos presentes en las frutas se encuentran los acidos

fendlicos, los flavonoides y los taninos (Vasco, 2009).

a. Los acidos fendlicos en general son fenoles con un grupo acido carboxilico,

constan de dos subgrupos (Martinez-Valverde et al., 2000):
- &cido hidroxibenzoico y
- acido hidroxicinamico.
b. Los flavonoides forman parte del grupo mas grande de compuestos fendlicos de
origen vegetal y representan mas de la mitad de los 8 000 compuestos fendlicos

naturales. Las distintas subclases de flavonoides resultan de las variaciones en los

patrones de sustitucién del anillo C (Vasco, 2009):



- flavonoles,

- flavonas,

- flavanonas,

- flavanoles (o catequinas),
- isoflavonas,

- flavanonoles, y

antocianinas.

c. Los taninos son compuestos poliméricos capaces de unirse a las proteinas y
desnaturalizarlas. El nombre de tanino procede de la antigua practica en la que se
usaban extractos vegetales para curtir la piel animal. Los taninos se dividen en dos

subclases (Avalos y Pérez-Urria, 2009):
- taninos condensados y

- taninos hidrolizables

1.4.3.2. Compuestos Fendlicos en la cascara de la pifia

Los compuestos fendlicos presentes en los subproductos de la pifia son de gran interés en
la industria farmacéutica y alimenticia debido a sus propiedades biol6gicas con

aplicaciones en la salud humana (Hikal et al., 2021).

La cascara de pifia posee diferentes componentes extra nutricionales entre los cuales
estan, en su mayor parte, compuestos fendlicos como flavonoides y carbohidratos
complejos como la fibra dietética (Hernandez et al., 2021); y en menor cantidad algunos
compuestos fitoquimicos como &cido sinaptico, daucosterol, 2,5-dimetil-4-hidroxi-3-
furanona y triperpenoide ergosterol (Silva et al., 2021).

Presenta grandes cantidades de flavonoides, taninos, terpenoides y saponinas, asi como
glucosidos y esteroides en cantidades minimas (Hikal et al., 2021). De acuerdo con Li et
al., (2012) los principales compuestos fendlicos extraidos en solucion metandlica de la
cascara de pifia son: catequina, epicatequina, acido galico y ferdlico. Los autores Monteiro
et al., (2021) indican que el acido clorogénico y el acido feralico de un extracto acuoso de

la cdscara de pifia pueden tener un rol importante como agente antioxidante.
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1.4.4. Extraccion de los Compuestos Fendlicos

Este proceso involucra la separacion del soluto deseado usando solventes especificos. Es
un proceso previo y fundamental en la recuperacién y, posteriormente en la identificacion
de fenoles a partir de subproductos agroindustriales (Ravindra y Subhajit, 2020). Al no
existir un protocolo estdndar para este proceso, es necesaria la implementacion de técnicas
gue permitan obtener valiosa informacién para la caracterizacion de los subproductos
(Duenias, 2017).

Los compuestos fendlicos se han extraido de matrices vegetales molidas, secas o
liofilizadas o solo con el remojo de partes vegetales frescas con posterior extraccion con
solvente; con estas técnicas también se logra la co-extraccién de otros componentes como
carbohidratos simples, acidos organicos, alcaloides, terpenoides y proteinas, por lo que

luego se necesita afiadir un proceso extra de purificacion (Ignat et al., 2011).

Existen diferentes métodos de extraccion, que estan disponibles para extraer
eficientemente compuestos bioactivos de muestras o subproductos vegetales, como los

métodos tradicionales y los no convencionales (Ravindra y Subhaijit, 2020).

1.4.4.1. Métodos de Extraccion Convencional

Son técnicas antiguas, generalmente usadas en pequefia escala para extraer
solutos/compuestos bioactivos de la muestra. Estos métodos dependen de la eficiencia de
extraccion de los solventes empleados (Ravindra y Subhajit, 2020). Generalmente, se
consideran métodos convencionales a aquellos en las que la extraccién se realiza a presion
atmosférica, con o sin agitacién y temperatura (Fontana et al., 2013). Estas técnicas se

clasifican en:
1. Extraccion Soxhlet
2. Hidrodestilacion

3. Maceracioén

1.4.4.1.1. Extraccion Soxhlet

Es uno de los métodos tradicionales mas conocidos y utilizados en matrices de origen
vegetal para la obtencién de compuestos bioactivos. Es una de las primeras técnicas de

extraccion llamada también como técnica de extraccién sdlido-liquido (Ravindra y Subhaijit,
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2020). Se reduce el tamafio de la muestra y se la coloca en el compartimento de extraccion
(Figura 4.). El equipo tiene un baldn de destilaciéon en la parte inferior en donde se coloca
el solvente donde se hierve y se hace ebullir. El vapor que resulta de la ebullicion pasa de
forma ascendente por el tubo “A”, hasta el espacio que se encuentra cubierto por el
refrigerante en una especie de chaqueta donde condensan y caen sobre el compartimento
de extraccion donde esta la muestra. Cuando el compartimiento se satura con el solvente,
este pasa al balon inferior a través del tubo B junto con los compuestos extraidos (efecto
sifén). Todo este proceso se realiza de manera continua e ininterrumpida logrando que los
compuestos obtenidos se acumulen en el balon de destilacidén de la parte inferior del equipo
(Azmir et al., 2013).

Refrigerante
Camino de extraccién
A |
Vapor ] Muestra
ascendcnuﬂ
B

S L
4 N Solvente

Manto

calefactor

Figura 4. Extraccion Soxhlet (UNLP, 2020)

Se puede definir como un fenébmeno de transporte masivo en el que los compuestos
bioactivos de interés contenidos dentro de una matriz sélida migran a un solvente en fase
liquida que se encuentra en contacto con dicha matriz. La eficiencia de extraccion se puede
mejorar por modificaciones en los gradientes de concentracién, coeficientes de difusividad,
siendo todos estos afectados por el tipo de solvente utilizado, tamafio de particula,
temperatura y tiempo de extraccion, asi como la presencia de otros componentes que

interfieren en el matriz (Fontana et al., 2013).
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1.4.4.1.2. Hidrodestilacion

Es un método convencional para la obtencion de compuestos bioactivos y aceites
esenciales presentes en diferentes muestras vegetales. En este método no se requiere de
solventes organicos, se desarrolla con agua destilada y toma generalmente de 6 a 8 horas
para completar la extraccion (Ravindra y Subhajit, 2020).

La hidrodestilacion se basa en la muestra empacada o localizada en un compartimiento del
destilador junto con una cantidad suficiente de agua que luego debe ser hervida, ademas,
de que el vapor se inyecta a la muestra directamente. La mezcla del agua hervida vy el
vapor actdan conjuntamente, es el principal factor para la extraccién (Ravindra y Subhaijit,
2020).

Existen tres formas distintas de realizar este método: por destilacion de agua, destilacion
de una mezcla de agua-vapor y destilacién directa de vapor. Sin embargo, todos los tipos
de hidrodestilacibn se fundamentan en tres procesos fisicoquimicos: hidrodifusion,
hidrolisis y descomposicion por calor (Figura 5). La principal limitante que tiene este
método, para extraccibn de compuestos termolabiles, es que las temperaturas de

extraccion altas pueden perder algunos componentes volatiles (Azmir et al., 2013).

Termometro

oite do menta &
Agua

Figura 5. Hidrodestilacion (Azmir et al., 2013).
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1.4.4.1.3. Maceracién

Esta técnica se popularizé6 por la forma econdmica de obtener aceites esenciales y
compuestos bioactivos, se empleaba en la preparacion casera de ténicos durante mucho
tiempo (Ravindra y Subhajit, 2020).

Para la extraccion a pequefia escala, la maceracion generalmente consta de varios pasos.
Se reduce el tamafio de particula de muestras vegetales para aumentar el area de
superficie para que se mezcle adecuadamente con el solvente en un recipiente. Luego, se
filtra el liquido, pero el orujo, que es el residuo solido, se presiona para recuperar una gran
cantidad de liquido excluido. La solucion que se cold y el liquido que se prenso6 se mezclan
y se separan de las impurezas por filtracion. La agitacion ocasional facilita la extraccion ya
gue aumenta la difusién y remueve el liquido concentrado de la superficie de los sélidos
para llevar el nuevo solvente al recipiente y lograr extraer la mayor cantidad posible de

todos los compuestos de interés (Azmir et al., 2013).

Cuando se trabaja con este método, el tiempo de extraccién y la temperatura son
parametros importantes que se deben optimizar, si se toma en cuenta el costo de energia
del proceso y que se busca alcanzar un alto rendimiento en la obtencién de compuestos
(Azmir et al., 2013). Ademas, factores como el solvente utilizado y la proporcién de extracto
y solvente son de suma importancia para lograr altos rendimientos, considerando la
naturaleza polar de los compuestos. Muchos autores concluyen que un incremento en la
temperatura mejora la eficiencia de la extraccion aumentando la capacidad del soluto de

disolverse en el solvente y mejorando el coeficiente de difusién (Spigno et al., 2007).

muestra

solvente

i

a
¥
‘e

extracto

Figura 6. Hidrodestilaciéon (Ravindra y Subhaijit, 2020).



A pesar de gue estas técnicas se han utilizado durante muchos afos, tienen el limitante de
requerir mucho tiempo de extraccion y emplear cantidades relativamente grandes de
disolventes. También como pasos de extraccion comunes utilizados por estas técnicas, se
incluye el calentamiento, la ebullicion o el reflujo, que pueden producir una pérdida de
compuestos fendlicos debido a la ionizacién, la hidrélisis y la oxidacion durante el

procedimiento (Fontana et al., 2013).

1.4.4.2. Métodos de Extraccion No Convencional

Debido a las limitaciones que han demostrado tener los métodos convencionales y las
principales desventajas como el largo tiempo de extraccion, el costoso solvente, la baja
selectividad de extraccion y la posible termo-descomposicion de los componentes; nuevas
técnicas de extraccion estan empleando para reemplazar o minimizar esas limitaciones
(Yahya et al., 2019).

A estas técnicas conocidas como no convencionales, algunos autores las refiere como
“técnicas verdes”, por buscar cumplir los estdndares de proteccion ambiental. Dentro de

las técnicas se encuentran, principalmente:

1. Extraccion Asistida con Microondas
2. Extraccién Asistida con Enzimas
3. Extraccion Asistida con Ultrasonido

1.4.4.2.1. Extraccion Asistida con Microondas

La irradiacion microondas ha sido utilizada ampliamente en la industria alimenticia, debido
a la demanda por procesos cortos, con baja demanda energética y que mantenga la calidad
nutricional del alimento. Las aplicaciones mas comunes de la irradiacion microondas son
el procesamiento térmico, especialmente secado, esterilizacion y pasteurizacion. Sin
embargo, el efecto microondas de la irradiaciébn sobre la membrana celular permite la
posibilidad de otras aplicaciones, como la extracciobn de compuestos bioactivos (Vargas-
Serna et al., 2022).

La extraccion asistida por microondas se basa en la interaccidbn entre las ondas
electromagnéticas no ionizantes, las cuales poseen una frecuencia de 0,3 a 300 GHz
(Salomén et al., 2013), y las moléculas de la muestra vegetal, provocando un cambio de
energia electromagnética y cal6rica. EI movimiento molecular y el colapso estructural

causado por la presiéon de vapor permite la entrada del solvente en la matriz, la interaccion
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entre el solvente y el sustrato, solubilizacion de los compuestos en los solventes y la
transferencia de masa, logran un rendimiento de extracciéon superior al obtenido con
métodos convencionales. En consecuencia, un objetivo principal de la extraccion asistida
por microondas es el desarrollo de métodos que son mas eficientes y producen extractos

puros y altamente representativos (Azmir et al., 2013).

Sensor de temperatura

|

l«— Apertura del horno

Horno microonda ——.

muestra vegetal 8%8
rejilla <
\ [ ' «

solvente

Columna —— |

Cilindro graduado ————»

Figura 7. Extraccion con microondas (Ahmed y Siddig, 2017).

1.4.4.2.2. Extraccion Asistida con Enzimas

Se basa en la utilizacion de enzimas hidroliticas que rompen la matriz donde se encuentran

encerrados los compuestos de interés (Otalora-Orrego y Martin-G, 2020).

El método con enzimas tiene la ventaja de no producir contaminaciéon ya que no emplea ni
produce compuestos que puedan volatilizarse al medio ambiente. Bésicamente, los
componentes que forman la semilla se deben hidrolizar dentro de un ambiente acuoso, a
una temperatura y pH adecuados, durante un tiempo de contacto suficiente para que las

enzimas puedan actuar de forma mas eficaz (Ravindra y Subhaijit, 2020).
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1.4.4.2.3. Extraccién Asistida con Ultrasonido

Este método emplea ondas de ultrasonido, con frecuencias que pueden estar en el rango
de 20 kHz y 100 MHz, es decir, se emplean ondas de sonicacién de baja y de alta
intensidad que producen un fenémeno conocido como cavitacion, que significa la
generacion, el desarrollo y el colapso de microburbujas (Azmir et al., 2013), que generan
puntos de calor y energia, que rompen la matriz vegetal y permiten el paso del solvente al
interior de dicha matriz, el cual arrastra consigo los compuestos de interés (Ahmed y Siddiq,
2017).

Transductor de ultrasonide  Generador de ultrasonido

Oy
< | L_'_J
Termometro -
digital 1| “ Ajuste de tiempo
O—
Ajuste de temperatura
#———— Sonda
#=————— muestra/solvente
”
LY s
# Control de |

| temperatura)

Figura 8. Extraccion con Ultrasonido (Chemat et al., 2005).

Las ventajas de esta técnica incluyen la reduccion del tiempo de extraccion, energia y
cantidad de solvente. Adicionalmente, la energia que el ultrasonido genera para la
extraccion también facilita una mezcla mas eficaz, una transferencia de energia mas
rapida, gradientes térmicos, extraccion selectiva, tamafio reducido del equipo, respuesta
mas rapida al control de extraccioén del proceso, puesta en marcha rapida, aumento de la

produccion y eliminacién de pasos del proceso (Chemat et al., 2005).

Todos los parametros de extraccién, tanto de la metodologia empleada como del equipo
utilizado, son factores que tienen consecuencias significativas en la efectividad de este

método. Dentro de las condiciones de trabajo mas significativas destacan:

17



Temperatura de extraccion: se debe tener en cuenta que temperaturas de
extraccion superiores a 50 °C pueden reducir el rendimiento debido a la
termosensiblidad de los compuestos de interés. Este parametro puede variar las
propiedades del solvente, como la viscosidad promover la difusion y la

transferencia de masa (Otalora-Orrego y Martin-G, 2020).

Tiempo de extracciéon: mientras mayor es el tiempo al gue se somete la muestra
al sonicador, mayor es el rendimiento de la extraccion, pero solo hasta cierto

punto donde este alcanzara un valor constante (Duefas, 2017).

Frecuencia del ultrasonido: influye directamente en la generacion y desarrollo

de las microburbujas para dar paso a la cavitacion (Yahya et al., 2019)

Tamafo de particula: al disminuir el tamafio de particula de las muestras
vegetales puede aumentar el area de contacto para que se mezcle

adecuadamente con el solvente (Azmir et al., 2013)

Solvente: es la fase liquida que tiene la funcion de extraer o disolver los
compuestos de interés, sin causar modificaciones quimicas en la sustancia o0 a
si mismo, de tal manera que la mezcla que resulta es una solucion homogénea
(Morales, 2013).

Las propiedades fisicas del solvente como la tension superficial, la viscosidad y
la presion de vapor pueden influir en la intensidad de las cavitaciones
ultrasénicas de manera positiva o0 negativa. Cuando el solvente tiene una presion
de vapor alta, la diferencia de presiones con el medio externo puede crear
burbujas que colapsan con menor intensidad, de manera analoga, cuando el
solvente tiene baja presion de vapor, se producen menor cantidad de burbujas
para la cavitacion (Duefas, 2017). En varios estudios de extraccion asistida se
emplea como solvente etanol, por ser un producto natural obtenido por procesos
biolégicos, que beneficia la sostenibilidad del proceso de extraccion al ser
biodegradable (Wilson, 2020).
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2. METODOLOGIA

2.1. Acondicionamiento de los subproductos de pifia

Para el desarrollo de este trabajo, se utilizaron las cascaras de pifia, como subproducto,
resultante del procesamiento de la fruta para la obtencién de pulpa. Se obtuvieron 12 kg
de cascaras de la empresa ENVAGRIF (Tumbaco, Pichincha) y se transportaron al
Laboratorio de Bioprocesos de la Escuela Politécnica Nacional (Quito, Pichincha), donde
se procedid a cortarlas hasta tener particulas de 1 cm?. Posteriormente, se las almacené

en un congelador a -4°C.

Durante 24 horas las muestras se colocaron en al ultracongelador (TEST INSTRUMENTS,
TUC-86370) a -80 °C para luego ser liofilizadas (Lyovac, GT2, Alemania) durante 48 horas.
Las cascaras liofilizadas fueron procesadas en un molino de disco (Victoria, 3718-1,
Colombia) para reducir su tamafio. Luego se tamizaron en un agitador mecanico (marca
TYLER, modelo RX-29; Estados Unidos) durante 20 minutos con los tamices # 40 y # 60
(INEN, 2013), para retener los tamafios de particula de 0,42 y 0,25 mm, respectivamente.
Las muestras molidas se colocaron en empaques de aluminio, se etiquetaron y se

almacenaron en congelacién hasta su analisis.

2.2. Caracterizacién de la cascara de pifia

Se inici6 con la caracterizacién quimica de las cascaras de pifia siguiendo los métodos
descritos por la AOAC: AOAC 930.15 para humedad, AOAC 920.152 (Kjeldahl) para
proteina, AOAC 989.05 para grasa, AOAC 940.25 de cenizas y el método descrito por INEN
522 ICC 513 para fibra cruda y la metodologia propuesta por la FAO para carbohidratos
totales y valor calorico (FAO, 1993).

Los resultados se presentan como la media + la desviacion estandar.

2.3. Extraccion de compuestos fendlicos solubles totales con

ultrasonido

Para la extraccion de compuestos fendlicos solubles se utilizd el ultrasonido de sonda
(Hielscher, UP100-H. Alemania). Se trabajé con la relacién de 1:35 (m/v) soluto:solvente.
Se tomaron 1,43 g de las muestras molidas (0,42 y 025 mm) de cascara de pifia y se

mezclaron con 50 mL del etanol a dos concentraciones (50 y 70 %). La extraccion se realiz
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durante 5 min y 55 s a una temperatura de 30 °C, de acuerdo con la metodologia propuesta
Yahya, et al. (2019).

Para separar el extracto se us6 una centrifuga (marca MPW Med. Instruments, modelo
MPW-352R) durante 15 min a 6 000 rpm. Se recolecté el sobrenadante en matraces de

50 mL, se los cubrieron con papel aluminio y se almacenaron a 4 °C hasta su analisis.

Para determinar el mejor tratamiento se empled un disefio factorial 22. Las dos variables
de entrada fueron: relacion etanol:agua (50:50 y 70:30) del solvente y tamafio de particula
(0,42 y 0,25 mm). Las variables de respuesta fueron la determinacion de compuestos

fendlicos totales y la actividad antioxidante.

Cada ensayo se realiz por triplicado y los resultados se presentaron como la media + la
desviacion estandar, los cuales se analizaron en el Software Statgraphics Centurion XVI,
se empled el analisis de varianza (ANOVA) y el método de diferencia minima significativa

(LSD) con un nivel de confianza del 95 %.

En la Tabla 2. se presenta los tratamientos establecidos para evaluar la extraccion de

compuestos fendlicos solubles totales con este método no convencional.

Tabla 2. Tratamientos aplicados.

Relacién ]
. Tamafo de particula
Tratamiento | etanol:agua (v:v)
(No. de malla)
del solvente

A 50:50 0,42 mm (40)
B 70:30 0,42 mm (40)
C 50:50 0,25 mm (60)
D 70:30 0,25 mm (60)
2.4. Determinacion de compuestos fenolicos solubles totales en los

extractos obtenidos con ultrasonido.

Para determinar los compuestos fendlicos solubles totales se usdé el método
espectrofotométrico con el reactivo Folin-Ciocalteu (Sigma) (Bobo-Garcia, 2014). Se
tomaron 20 pL de cada extracto y se mezclaron con 100 L del Folin-Ciocalteu y se agitd
durante 1 min en un equipo lector de microplacas multipocillo de fondo plano (Synergy H1,

Biotek; Alemania). Luego de dejar reposar la mezcla por 4 min se afiadié 75 L de solucion
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acuosa de carbonato de sodio (Mallinckrodt) (100 g/L) y se agité a velocidad media por 1

min.

Las soluciones se dejaron a temperatura ambiente (~ 20 °C) por 2 horas luego de lo cual
se midi6 la absorbancia a 750 nm en el lector del equipo. Se midié la absorbancia de la
misma reaccion, con agua destilada como blanco. Se prepard una solucién madre de 4cido
galico (Sigma-Aldrich) a una concentracion de 0,2 mg/mL y se realizaron 6 diluciones hasta

0,01 mg/mL con la cual se elaboré la curva patrén.

Los resultados se expresan como equivalente de acido galico (EAG) por cada 100 g de

muestra seca.

2.5. Determinacion de actividad antioxidante en los extractos
obtenidos con ultrasonido

Para la determinacién de la actividad antioxidante se emple6 trolox (Sigma-Aldrich) 2,5
mM, con etanol absoluto, y se elabord una curva de calibracion de 62,5y a 625 umol/L. Se

preparé 100 mL de solucién de radical DPPHe (Sigma-Aldrich) 150 umol/L con metanol.

Se tomd 20 pL de cada dilucion del estandar, al igual que 20 uL de cada extracto, 20 L
de agua con 180 pL de etanol absoluto (Merck) (blanco) y 20 uL de agua (control), y se
colocaron en cada pocillo del equipo microplaca multipocillo de fondo plano (Synergy H1,
Biotek. Alemania). En cada pocillo se afiadié 180 pL de la solucién de DPPH y se agité
durante 60 segundos. Se realiz6 la lectura de la absorbancia a 515 nm cada minuto durante

40 min, para obtener la cinética de la reaccion. Para el andlisis de resultados se aplicé la

ecuacion 3.1.
A —A
% DPPH inhibido = [1 - ( muestra bl“"“’) ] x 100
Acontrol - Ablanco
Ecuacién 3.1. Porcentaje de DPPH inhibido
Donde,

Anuestra: €S la absorbancia de cada extracto
Abianco: €S la absorbancia del blanco

Acontrol; €S la absorbancia del control
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Los resultados de esta variables se expresan como: pmol equivalente de trolox (ET) /g de
muestra seca (MS) y % DPPH inhibido (Bobo-Garcia, 2014).

2.6. Extraccion de compuestos fendlicos solubles de la cascara de

pifia con método convencional

Se tomaron las variables del tratamiento con mayor contenido de compuestos fendlicos
totales y mayor actividad antioxidante de los acépites 2.5 y 2.6 para compararlo con el
método de extraccion convencional. Se emple6 la relacién soluto:solvente de 1:35, se
trabajo con tamafio de particula 0,25 mm y la concentracién de 70 % de etanol. La

extraccion se realizé durante 4 horas, manteniendo la temperatura de 30 °C (Mufioz, 2015).

Los extractos se centrifugaron durante 15 min a 6 000 rpm. Se recolecté el sobrenadante
en recipientes de 50 mL, se los cubrieron con papel aluminio y se almacenaron a 4 °C hasta

su andlisis.

En los extractos obtenidos por este método se determinaron: contenido de compuestos
fendlicos totales y la actividad antioxidante, con la metodologia empleada en los acapites
2.4 y 2.5, respectivamente. Los resultados de estas variables para cada método de
extraccibn se compararon los resultados obtenidos con el método no convencional

(ultrasonido).

Para determinar el mejor tratamiento, cada ensayo se realiz6 por triplicado y los resultados
se presentaron como la media * la desviacién estandar. Los datos se analizaron en el
Software Statgraphics Centurion XVI, se emple6 el andlisis de varianza (ANOVA) vy el

método de diferencia minima significativa con un nivel de confianza del 95 %.

2.7. Determinacién de flavonoides solubles totales en extracto

etandlico.

En el extracto con mayor contenido de compuestos fenolicos totales y mayor actividad
antioxidante, del andlisis del acapite 2.6, se determiné el contenido de flavonoides solubles
totales. Se mezcl6é 0,30 mL del extracto con 0,9 mL de nitrito de sodio (5 %) (Honeywell).

Luego de 5 min, se afiadié 0,5 mL de una solucion de cloruro de aluminio hexahidratado
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(2 %) (LobaChemie). Pasado 6 min se afadi6 a la mezcla 1,5 mL de hidréxido de sodio (1
M) (Merck). Luego de 10 min de incubacién a temperatura ambiente, se leyd la absorbancia
en un espectrofotometro UV/VIS (marca Jenway, modelo 6300) a 510 nm. Se preparo la
curva de calibraciéon usando como estandar catequina (Sigma-Aldrich) en concentracion de
1 mg/mL hasta 0,05 mg/mL (Yahya, et al., 2019).

Los resultados se expresaron como mg de equivalente catequina (EC) por cada 100 g de

muestra seca.

2.8. Andlisis de los compuestos fendlicos

Para el andlisis de los compuestos fendlicos, se empled cromatografia liquida (HPLC),
utilizando el equipo Waters €2695, Xbridge C18 5 um (Irlanda) El analisis se realiz6 al
extracto con mayor contenido de compuestos fendlicos totales y mayor actividad
antioxidante del andlisis del acéapite 2.6. Para ello, se usé un gradiente de 30 min de 15 %
a 30 % de acetonitrilo (Merck) en &cido férmico (Prolabo) (1%) a una velocidad de flujo de
1 mL/min en la columna (Atlantis® dC18: 4,6 mm x150 mm x 5 um). Los cromatogramas

se registraron a 250 nm, 280 nm, 320 nm, 260 nm y 520 nm.
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3. RESULTADOS, CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
3.1. Resultados

3.1.1. Caracterizacioén quimicade lacascarade pifia (Ananas comosus)

El resultado del andlisis proximal de la cascara de pifia se presenta en la Tabla 3. El
contenido de humedad en ambos tamafos de particula es de aproximadamente el 14,1 %.
Este valor es mayor al reportado por Cedefio y Zambrano (2014) el cual es de 9,84 %
mientras que es muy parecido al valor obtenido por Florez-Montez, et. al. (2021) de
14,52 £ 0,23 %.

El contenido de cenizas encontrada en este estudio es ~1 %, menor a los valores
reportados en estudios realizados por Cedefio y Zambrano, (2014), pero es mayor al
contenido de cenizas que presenta la pulpa fresca de pifia en estudios realizados por
Contreras y Tamani (2016) quienes reportan un valor de 0,21 % y que el de Asim et al.,
(2015), quienes reportan un valor de 1 %. Este pardmetro representa el contenido total de
minerales que aportan los vegetales, como parte de la evaluacion nutricional de un

producto (Marquez, 2014).

En relacion con el contenido de proteina de la cascara de pifia se determind un valor de
3,65 % y 3,59 %, para los tamafios de 0,42 mm y 0,25 mm, respectivamente. Segun Abilio
et al., (2009) la cascara de pifia presenta cantidades significativas de bromelina. Este
porcentaje es mayor al contenido de proteina reportados en la pulpa fresca de pifia, el cual

tiene valores entre 0,42 % (Contreras y Tamani, 2016) y 0,54 % (Hernandez et al., 2021).

En el presente estudio se determind que el contenido de carbohidratos totales mas alto es
de 75 %, cantidad mucho mayor a los reportados por Grespan, et .al (2019) de 19,62 % y
por Flérez-Montes, et. al. (2021) de 54,82 %. Los principales carbohidratos que presenta
la cdscara de pifia es glucosa (7,90 %), sacarosa (7,31 %) y almiddn (4,41 %) (Grespan et
al., 2019).

La fibra cruda presente en la cascara de pifia de este estudio present6 valores de 13,57 %
y 15,23 %, que son menores al valor de fibra total de 31,55 % reportado por Florez-Montez
et al.,, (2021); quienes indican que la fibra de este tipo de productos vegetales puede
emplearse para tratar problemas de sobrepeso, diabetes, cancer de colon, enfermedades

cardiovasculares y estrefiimiento.
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Tabla 3. Caracterizacion quimica de la cascara de pifia liofilizada y molida a dos tamafios

de particula
Caracteristica quimica Muestra 1 Muestra 2
(Factor) Tamarfo 0,42 mm | Tamafio 0,25 mm

Humedad (%) 14,04 £ 0,01 14,08 £ 0,02

Ceniza (%) 3,66 £ 0,001 3,59 £ 0,00

Extracto etéreo (%) 2,53+0,01 3,29+0,02

Proteina (%) 4,52 +0,01 452 +0,01
Carbohidratos totales (%) 75,00 £ 0,00 74,67 £ 0,33
Fibra cruda (%) 13,57 £0,22 15,23 £0,25
Valor calérico (kcal) 341,67 + 0,33 346,00 + 1,00

Media + desviacion estandar (n=3)

Las diferencias que presentan entre los resultados de las caracteristicas de la cascara de
pifia del presente trabajo y los analizados, puede deberse a las diferentes variedades de
esta fruta que son usadas en agroindustria, o también, puede ser por estado de

maduracion, condiciones ambientales, edafolégicas y/o de tratamientos (Galarraga, 2019).

3.1.2. Determinacion de compuestos fendlicos solubles totales de los

extractos obtenidos con ultrasonido.

El contenido de fenoles solubles totales de cada tratamiento se presenta en la Tabla 4.
Como se puede observar existe diferencia significativa (p < 0,05) entre los tratamientos en
relacién con la concentracién de etanol y el tamafio de particula. El valor mas alto de
compuestos fendlicos solubles totales se obtuvo con el tramiento D (relacion etanol:agua
70:30 (v/v) del solvente, tamafio de particula 0,25 mm) con 617,83+12,91 mg (EAG)/100 g
(MS) extraidos; mientras que el menor contenido fue 501,00 + 24,44 mg (EAG)/100 g (MS)

con el tratamiento A (relacion etanol:agua 50:50 (v/v), tamafio de particula 0,45 mm).

El agua y el etanol son solventes polares en los que son solubles diferentes solutos de
naturaleza polar e iénicos (Beltran et al., 2013). Los compuestos fendlicos al ser polares
tienen una elevada solubilidad en agua, sin embargo, la mezcla de agua con otros
solventes como etanol, metanol y algunos acidos organicos puede llegar a optimizar el
rendimiento del proceso de extraccién, al aumentar la cantidad de compuestos obtenidos

en menos tiempo (De la Escalera, 2021).

El mayor resultado alcanzado en este estudio es menor al reportado por Yahya et al.,

(2019), que es de 1 078,68+1,32 mg EAG/g de materia seca al usar para la extraccion de

25



compuestos fendlicos de la cascara de la pifia, una solucién hidroetanélica 50:50 (v/v) con
tamafio de particula que pasa por la malla de 40-Mesh, temperatura de 30 °C, durante 5,92

segundos en un equipo de ultrasonido.

En otro estudio con pifia el contenido de polifenoles totales obtenido a partir de una
extraccion solo con agua fue 408 mg EAG/100 g MS y de 705 mg EAG/100 g MS de un
extracto con una solucion etanol:agua 80:20 (v/v), ambos extracciones se realizaron
durante 25 minutos en un bafio de ultrasonido (Lourenco et al., 2021). La extraccion de
compuestos fendlicos puede ser mayor al aumentar el contenido de agua, ya que se facilita
la extraccion por la solubilidad de los compuestos de la muestra (Soto-Garcia y Rosales-
Castro, 2016). De acuerdo con Irias y Lutz (2014) las diferencias en la composicidn quimica
de los vegetales, aun al ser de la misma especie o variedad, no solo se debe al estado de

maduracion y al clima, también tiene influencia el tratamiento y la condicion del suelo.

Por otro lado, la reduccién del tamafio de particula de una muestra incrementa la
disponibilidad de area superficial para favorecer la transferencia de masay asi incrementar
los rendimientos de extraccién (Spigno et al., 2007), en este estudio el mayor contenido
de compuestos fendlicos totales se alcance con el tratamiento que tiene un tamafio de
particula de 0,25 mm. Esto podria deberse a que la reduccién del tamafio de particula
mejora la superficie de contacto entre soluto y solvente (Pinelo et al., 2005), lo que favorece

al rendimiento de la extraccion.

Tabla 4. Compuestos fendlicos totales en extractos de cascara de pifia con ultrasonido

Tratamiento Compuestos fenolicos totales
mg (EAG)/100 g (MS)
A 501,00 + 24,442
B 519,73 + 25,05°
C 562,73 + 19,83
D 617,83 £12,91°

EAG: Equivalentes de acido galico.

MS: Muestra Seca (Peso seco).

Media + desviacion estandar (n=3)

Para cada columna, valores seguidos por diferente letra representan diferencias significativas
(p<0,05)

El contenido de compuestos fendlicos solubles totales extraidos de la cascara de pifia es
menor al de otros subproductos de frutas como manzanas o uvas (Li et al., 2012), sin
embargo, con base a un estudio realizado con frutas ecuatorianas (Vasco, 2009), en el que

se los clasifica por su contenido de compuestos fenélicos en tres grupos: alto (mayor a 500
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mg EAG/100 g MS), intermedio (de 462 a 238 mg EAG/100 g MS) y bajo (de 91 a 26 mg
EAG/100 g MS), la cascara de pifia podria estar en el primer grupo empleando cualquiera

de los tratamientos de este estudio.

3.1.3. Determinacion de la actividad antioxidante de los extractos

obtenidos con ultrasonido.

Al realizar el analisis estadistico de varianza con un nivel del 95 % de confianza de los
valores obtenidos de la determinacion de actividad antioxidante de los distintos
tratamientos de cascaras de pifia del presente estudio, se observa que no existe diferencias
estadisticas significativas (p < 0,05) entre tratamientos. Los datos de la determinacién de

actividad antioxidante se observan en la Tabla 5.

Tabla 5. Actividad antioxidante de extractos de cdscara de pifia

Actividad Antioxidante
Tratamiento | mol (ET) /g

% DPPH inhibido

(MS)
21,66 +0,73 2 88,30 + 3,66 °
21,45+0,72° 87,75 +3,81°

21,65+0,63° 88,33 +4,30°
22,05+0,92° 89,61 +3,81°

(WA @lvelpd

ET: Equivalentes de Trolox.

MS: Muestra Seca (Peso seco).

Media + desviacion estandar (n=3)

Para cada columna, valores seguidos por diferente letra representan diferencias significativas
(p<0,05)

Los valores obtenidos en el presente estudio son similares a los datos reportados en el
trabajo de Benites et al., (2019) en el que se determina este pardmetro en extractos
etandlicos de cascaras de pifia con un valor de 22,79 + 1,64 umol(ET)/g (MS); pero
menores a los de un extracto etandlico al 80 % (v/v) presentados por Lourenco et al.,
(2021), de 91,79 + 1,98 umol (ET) / g (MS); ambos obtenidos por un bafio de ultrasonido

durante 25 minutos a temperatura ambiente y una relacion soluto:solvente de 1:1 (w/w).

De acuerdo con Ignat et al. (2011) la cascara de pifia se muestra como una fuente vegetal
de alto potencial antioxidante. Para Lasunon et al. (2022) quienes reportan un mayor valor
de %DPPH inhbido, de 93,12 + 0,43 %. La céscara y el corazén de la pifia son los

subproductos, de esta fruta, que mayor concentracion de fenoles y flavonoides totales
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presentan. La unidad basica estructural de estos compuestos es el fenol, que se compone
de un anillo aromético unido a un grupo hidroxilo, esta estructura es la que contribuye

significativamente a las propiedades antioxidantes (Zhu et al., 2019).

Otro factor que pudo contribuir a que con este tratamiento se obtenga mayor actividad
antioxidante, es el tamafio de particula de 0,25 mm con el que se trabajo, en este estudio.
De acuerdo a Prasedya et al. (2021), quienes evaluaron el efecto del tamafio de particula
sobre las propiedades antioxidantes en extractos etandlicos de S. cristaefolium, existe una

correlacion entre una mayor actividad antioxidante y el pequefio tamafio de las muestras.

De acuerdo con la clasificacion presentada en el trabajo de Vasco (2009), con los
resultados alcanzados en este estudio para la actividad antioxidante, la cidscara de pifia
presentaria una actividad antioxidante intermedia (22 a 44 umol (ET)/g (MS)), pero mayor
a la actividad antioxidante presente en la pulpa (45,6 £5,6 % DPPHinhbido) (Montero-
Calderon et al., 2009).

3.1.4. Extraccion de compuestos fenélicos por método convencional y
determinacion de compuestos fendlicos totales y actividad

antioxidante de los extractos de la cascara de pifia

Con base al analisis de datos de los resultados de los tratamientos propuestos para la
extraccion de compuestos fendlicos solubles totales con ultrasonido (método no
convencional), se seleccioné al tratamiento D (relacion etanol:agua 70:30 (v/v) del solvente
y tamafio de particula 0,25 mm) como el mejor tratamiento de extraccion asistida con

ultrasonido.

Se realiz6 la comparacion de los resultados obtenidos por el método de extraccion por
ultrasonido con los obtenidos con el método de extraccion convencional. En la Tabla 6 se
muestra la comparacién de los dos métodos de extraccibn de compuestos fendlicos

solubles totales y actividad antioxidante de la cascara de pifia.

El contenido de compuestos fendlicos solubles totales y los valores de actividad
antioxidante son estadisticamente diferentes (p<0,05) al comparar los métodos de
extraccién no convencional y convencional. El valor de compuestos fendlicos solubles
totales extraidos es menor al usar el método convencional de extraccion, con un valor de
434,77 £ 23,40 mg (EAG)/100 g (MS), frente a la extraccion por método no convencional,
con ultrasonido, con el cual se observa que existe 29,63 % mas de compuestos fendlicos

solubles extraidos.
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Tabla 6. Compuestos fendlicos solubles totales y actividad antioxidante de los dos

métodos de extraccion

Compuestos Actividad Actividad
Tratamiento Fendlicos Totales Antioxidante Antioxidante
mg (EAG)/100 g (MS) umol (TE)/g (MS) % DPPHinhibido
No ) 617,83 +12,91°2 2205+0,852 89,61+3,812
Convencional
Convencional 434,77 +23,40° 20,70+0,732 74,65 +2,13°

EAG: Equivalentes de acido galico.

ET: Equivalentes de Trolox.

MS: Muestra Seca (peso seco).

Media + desviacion estandar (n=3)

Para cada columna, valores seguidos por diferente letra representan diferencias significativas
(p<0,05)

Mientras la actividad antioxidante determinada al emplear la extraccion no convencional es
de 22,05 + 0,85 pmol (TE)/g (MS), la determinada en el método de extraccion convencional
es menor, con un valor de 20,7 umol (TE)/g (MS). Con base a este resultado se observa
gue los compuestos antioxidantes extraidos por el método convencional presentan

14,29 % menos capacidad de inhibicién de radical DPPH« (Figura 9).

Dentro de las ventajas que presentan las técnicas de extraccion no convencional, es que
generalmente son mas eficientes, de menor costo y tiempo de extraccién (Penedo, 2021).
El presente estudio muestra que los compuestos fendlicos solubles totales y la actividad
antioxidante de los extractos obtenidos con ultrasonido son mayores a los del método
convencional; ademas, en la extraccion asistida con ultrasonido el soluto se someti6 a
ondas de ultrasonido por 5,92 minutos mientras que, la extraccion convencional se realizo
durante 4 horas, por lo que resultaria mas eficiente. Yahya, et. al. (2019) indican que la
disrupcidon mecanicay la desintegracion de la pared celular que se da durante la sonicacion
favorece la liberacion de compuestos bioactivos, los cuales se disuelven en etanol

(solvente).

La temperatura de 30 °C del método no convencional contribuye a elevar la cantidad de
burbujas durante la cavitacion, reduce la tension superficial y disminuye la viscosidad del
solvente lo que favorece que los compuestos de la matriz vegetal se liberen (Foujdar et al.,
2019).

Por otro lado al disminuir el rendimiento de extraccién de fenoles solubles totales en una
muestra se ve disminuida la capacidad antiradicalaria debido a la naturaleza antioxidante

de estos compuestos (Ti et al., 2013).
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Figura 9. a. Contenido de compuestos fendélicos solubles totales y b. Actividad

antioxidante de los métodos de extraccién no convencional y convencional

3.1.5. Determinacion del contenido de flavonoides solubles totales en el
extracto etandlico la cascara de pifia.

Con al resultado del acapite 3.1.4, se define al método de extraccién no convencional con
la relacion etanol:agua 70:30 (v/v) del solvente y tamafio de particula de 0,25 mm como el
gue mayor contenido de fenoles solubles totales y mayor actividad antioxidante, por lo que

en este extracto se realiza la cuantificacion del contenido de flavonoides solubles totales.

Para la determinacién del contenido de flavonoides totales se realizé una curva de
calibracién usando catequina. Los datos se expresan en mg equivalentes de catequina por
cada 100 g de extracto (mg (CE)/100 g (MS)) Tabla 7.

Tabla 7. Contenido de flavonoides solubles totales del método de extraccién con
ultrasonido
(relacién etanol:agua 70:30 (v/v) del solvente y tamafio de particula de 0,25 mm)

Flavonoides Flavonoides .
. Media + SD
Tratamiento Totales Totales Mace/100
mgce/mL Mgce/100gws GeelFHGwms
., . 0,070 242 54
Extraccion Asistida por 235,32 +
Ultrasonido 0,067 234,57 6,86
0,066 228,87 '

(n=3)

El contenido de flavonoides solubles totales de la extraccion por ultrasonido fue de
235,32 + 6,86 mg (CE)/100 g (MS). Este resultado de Jayasinghe, (2017), quien reporto
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207 + 0,02 mgCE/100 g MS en un extracto con agua llevado a ebullicién durante 1 hora,
pero menor al valor de 1 256,15 + 20,50 mg QE/g MS reportado por Yahya et al. (2019).

Los mayores valores en la determinacion de flavonoides solubles totales, podria deberse
a que en los dos estudios se emplean como solvente soluciones hidroetendlicoas, ya que
de acuerdo con Soto-Garcia y Rosales-Castro (2016), las mezclas de etanol y agua al 20,

50y 80 % v/v poseen una mayor eficacia en la obtencion de compuestos fendlicos.

Li et. al. (2012) sefialan que los compuestos fendlicos que se encuentran en mayor
cantidad en la cascara de pifia son los flavonoides, y dentro de este grupo estan la
catequina (58,51 mg/100 g de extracto seco), epicatequina (50,00 mg/100 g de extracto
seco), acido galico (31,76 mg/100 g de extracto seco) y acido ferulico (19,50 mg/100 g de
extracto seco) como los principales flavonoides de este subproducto, que ademas tienen

actividad antioxidante.

3.1.6. Analisis de compuestos fendlicos del extracto de la cadscara de pifia
por HPLC

Con base al resultado del acapite 3.1.4, se emplea al extracto obtenido método de
extraccidn no convencional con la relacién etanol:agua 70:30 (v/v) del solvente y tamafio

de particula de 0,25 mm para el analisis de compuestos fendlicos por HPLC.

Se observé que, con esta metodologia de extraccidn el contenido de fenoles totales esta
por debajo del limite de deteccion de equipo. Por lo que, con la finalidad de lograr la
caracterizacion de compuestos fendlicos presentes en la cascara de pifia, se emplearon
las mismas condiciones de extraccion no convencional, pero se emple6 como solvente,

metanol en una proporcién 70:30 v/v con agua desionizada.

En la Figura 10 se presenta el cromatograma de un mix de estandares fendlicos, en el cual
es posible diferenciar algunos picos correspondientes a los diferentes compuestos
fendlicos presentes en la muestra, que se identifican por la comparacién de sus tiempos
de retencion. Tanto el mix de estandares como el extracto metandlico se identifican a las
longitudes de onda de 280 nm y 320 nm; ademas, se obtuvieron los espectros de cada pico

y se los compar6 para obtener una identificacion tentativa.
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Figura 10. Cromatogramas del mix de estandares a longitudes de onda: a. 280 nmy
b.320 nm.

El mix de estandares de compuestos fendlicos en una mezcla de sustancias patrén
conocidos, que permiten identificar compuestos al comparar los tiempos de rentencion,
entre los cromatogramas del mix, los espectros de los estandares y los de la muestra en el

HPLC. Los estandares y el tiempo de retencién respectivo se encuentran en la Tabla 8.

Tabla 8. Tiempo de retencién de los estandares

Estandar Tiempo de r_etencién
tr (min)
Catequina 11,12
Acido cafeico 12,30
Epicatequina 12,60
Acido transferulico 15,70
Rutina 16,70
Quercetina 20,07

En el cromatograma del extracto metandlico de la cascara pifia, en la Figura 11, se
observan varios picos cuyos tiempos de retencion y espectros, se comparan con el
cromatograma de los estandares y bibliograficamente, para identificar los compuestos

fendlicos presentes (Collado, 2011).
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Figura 11. Cromatograma del extracto metandlico de la cascara de pifia a dos longitudes
de onda: a. 280 nm y b.320 nm.

La comparacion de los espectros obtenidos de la muestra con el mix de estandares y datos
bibliogréaficos, dan como resultado la identificacion tentativa de acidos hidroxibenzoicos
(280 nm), acidos hidroxicindmicos (320 nm) y flavanoles (280 nm). Los espectros de
absorbancia UV-Vis obtenidos de los patrones de la muestra se observan individualmente,
en la Tabla 9.

El método cromatografico empleado muestra una buena sefial, tanto de los estandares
como de la muestra, se observa una buena simetria y en la mayoria de los casos buena
resolucion de los picos. Tanto los tiempos de retencion como la forma del espectro y las
longitudes de onda méximas de absorbancia de cada compuesto en la muestra se

compararon para lograr su identificacion.

Los espectros de los compuestos de la muestra con tiempos de retencion de 7,275; 17,402
y 14,775 minutos se compararon con los del mix de estandares y se identificaron como
catequina, acido caféico y rutina, respectivamente. A partir del minuto 15 se observan unos

picos que se determinaron como contaminacion del sistema cromatografico.
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Tabla 9. Espectros individuales de absorbancia UV-Visible de los patrones del extracto

metandlico de la cascara de pifia.

Acidos Hidroxibenzoicos
Acido galico
C7HeOs
8,528 Peak 26
0,10+
0,08-
272,4
0,06+
2
0,04+
0,02+
0,00
ZSE‘I‘UU BOO‘DU 356,00 406,00 de,UO SDD“UD 550“00 600,00
Flavanoles
Epigalocatequina-3-galato Catequina*
C2H18011 C15H1406
12,664 Peak 49 7,275 Extracted
0070520 3
0,060] \‘\ 0354
‘\ ]
00s0] | i
\ 020
0,407 \ . b
S \ o LRE
< 0,030 ‘\\ / \ 2 |
V4 \ o]
0,020 \‘77\ |
0,010 \ 0.05 Y e
0,000 — S i e T 3641 42084330 5755
256,00 300“00 350“00 400“00 450“00 5°dv00 SSd,DO 600,0C ESd.GE ]C-ZI.DO 350‘.(3 400,00 150‘.C'Z ECJ‘.W 550‘.-:3 00,004
Epicatequina Rutina*
C15H1406 C27H30016
11,631 Extracted 14,775 Peak 59
7
0,10 0,070 \\
0,060 “\
0,08 | 278,3
0,050 \“ //\\
2 0,06 0040 \“ / \\
0,04- 0,030 “\‘ / \
\ / \
0,020] \V
2 2736 o \
004 433,0 4852 5327 569.4 s ~
250,00 300,00 350,00 400,00 450,00 500,00 550,00 500,00 250,00 300,00 350,00 200,00 250,00 500,00 550,00 600,00
Acidos Hidroxicinamicos
Acido cafeico*
C11H1205
17,402 Peak 69
31/7\‘7
0,020217,9 /
“"‘ v
0‘015*‘
2
0,010+
0,005
0,000 N 501,0518,1 551,1
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*Compuestos identificados por comparacion con el mix de estandares.
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Por otra parte, la forma del espectro y las longitudes de onda de maxima absorbancia de
los demas picos presente en la muestra, se compararon con un estudio de identificacion
de polifenoles realizado por Collado (2011). Se identifica, tentativamente, acido galico,
epicatequina-3-galato y epicatequina. El ejemplo de comparacion de espectros del acido

galico con la referencia bibliografica se muestra en el Anexo VI (Collado, 2011).

Las caracteristicas espectroscopicas de los compuestos fendlicos identificados se resumen
en la Tabla 10.

Tabla 10. Identificacidn tentativa de compuestos fendlicos

Compuesto fenélico Tiempo de. retencion l/le-VisibIe
(min) max (NM)
Acidos Hidroxibenzoicos
Acido gélico C7HeOs 8,528 272,4
Flavanoles
Epigalocatequina-3-galato Cz2H1s011 12,664 220,3; 275,9
Catequina* C15H140s 7,275 275,9
Rutina* C27H30016 14,775 222,7;,278,3
Epicatequina CisH1406 11,631 273,6
Acidos Hidroxicinamicos
Acido cafeico* C11H1,05 17,402 217,9; 317,7

*Compuestos identificados por comparacion con el “Mix” de estandares.

Los datos obtenidos en este trabajo concuerdan con el estudio realizado por Jaramillo y
Marquez (2022), quienes identifican acido galico y &cido caféico como compuestos
fendlicos presentes en las cascaras de pifia. Li et al. (2012) también identificaron la

presencia de &cido gélico, catequina y epicatequina en este subproducto.

3.2. Conclusiones

La céscara de pifia es una fuente importante de fibra cruda la cual es necesaria para la
prevencion de enfermedades del aparato digestivo si se la incluye en la dieta de manera
regular; ademas, contiene otros carbohidratos como glucosa, sacarosa y almidén, segun

el andlisis bromatoldgico.

Con la solucion de etanol:agua 70:30 (v/v) empleada para la extraccion de compuestos
fendlicos totales de la cascara de pifia se logré extraer 29,63% méas comparado con la

solucién etanol:agua 50:30 (V/v).
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Con el tratamiento con tamafio de particula de 0,25 mm, relacion etanol:agua 70:30 (v/v)
(tratamiento D) y la extraccién asistida con ultrasonido, se obtuvo el mayor rendimiento de

compuestos fendlicos totales, con un valor de 617,83 + 12,91 mg(EAG)/100 g(MS).

La actividad antioxidante del extracto obtenido por el tratamiento D posee la capacidad de
inhibir una mayor cantidad de radical DPPH, con una concentracion de 22,05 umol (TE)/g
(MS) y un porcentaje de inhibicién del 89,61 + 3,81 %.

Con el método convencional se logré un rendimiento de compuestos fendlicos totales de
434,77 = 23,40 mg(EAG)/100 g(MS), actividad antioxidante de 20,70 = 0,73 umol (TE)/g
(MS) y un porcentaje de inhibicién del radical DPPH de 89,61 %.

El método de extraccion por ultrasonido extrae mayor cantidad de compuestos fendlicos
totales que el método de extraccidn convencional. El método de extraccién no convencional
se considera un método eficiente ya que reduce el tiempo de extraccién de 4 horas a

aproximadamente 6 minutos.

Con el método no convencional de extraccion por ultrasonido empleando una mezcla de
etanol en agua al 70 % v/v, el contenido de flavonoides totales fue de 235,32 mg (CE)/100
g (MS).

Con la metodologia de extracciéon con etanol la concentracion de fenoles totales esta por
debajo del limite de deteccién de equipo HPLC.

Con el extracto metandlico de la cascara de pifia, se lograron identificar los espectros de
acido gélico, catequina, epigalocatequina-3-galato, epicatequina, rutina y acido cafeico, los
cuales son los compuestos fendlicos mas representativos dentro del grupo de los

flavonoides de este estudio.

3.3. Recomendaciones

Estudiar el efecto de otros parametros como la temperatura, tiempo o la amplitud en la

extraccion asistida con ultrasonido para la recuperacion de compuestos fendlicos.

Evaluar la extraccion de compuestos aromaticos a partir de la cascara de pifia con

metodologia no convencional

Analizar otras matrices a partir de subproductos de pifia para la recuperacion de

compuestos fendlicos.
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5. ANEXOS

ANEXO |. Resultados del Analisis Bromatoldgico de cascara de pifia
liofilizada y molida

ID MUESTRA Servicio/Analito Resultado | Unidades Método
13,94 PE-7.2-
Humedad 14.02 rg’u lgs(:ra 01/AOAC
14,15 9 925.10
3,62 PE-7.2-
Ceniza 3.66 rg/u 1eos(:ra 02/A0AC
3,69 g 923.03
2,43 PE-7.2-
Extracto etéreo 2,64 rgfjleos?ra 03/A0AC
2,52 9 920.85
Cl-BR-22-23 4,59 g/100 PE-7.2-
(MUESTRA 1: Proteina 4,52 muestra 04/AOAC
TAMANO 0,25 mm) 4,44 9 2001.11
75
Carbohidratos 0/100
totales por diferencia ;2 gmuestra FAC
342
Valor calérico 342 Kcal FAO
341
13,4
Fibra cruda 14,1 grgijlgs(:ra I(IZI\CI:Ell\l/IB
13,2
14,09 PE-7.2-
Humedad 14.20 rg’u 100 | ouaoAc
13,05 9 925.10
3,59 PE-7.2-
Ceniza 3.58 n% 1£S?ra 02/A0AC
3,61 9 923.03
3,14 PE-7.2-
Extracto etéreo 3,39 r%le?s?ra 03/A0OAC
3,35 9 920.85
Cl-BR-22-24 451 /1100 PE-7.2-
(MUESTRA 2: Proteina 4,59 D esya | O4AOAC
TAMARO 0,42 mm) 4,45 g 2001.11
. 75
Carbohidratos 74 0/100 EAO
totales por diferencia 75 gmuestra
345
Valor calérico 346 Kcal FAO
347
14,7
Fibra cruda 15,3 9/100 ICC113
157 gmuestra
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ANEXO II. Andlisis de Varianza de Compuestos Fendlicos solubles para
todos los Tratamientos

Mediasy 95,0% de Fisher LSD

640 - ]

[
- 1

520 - 1

mgEAG/100gPS

480 = -
A B C D
TRATAMIENTO

Tabla ANOVA para mgEAG/gPS por TRATAMIENTO

Fuente Suma de Cuadrados Gl [Cuadrado Medio Razoén-F Valor-P
Entre grupos 21002,0 3 7000,68 17,96 0,0007
Intra grupos 3118,84 8 389,855

Total (Corr.) 24120,9 11

Andlisis ANOVA para determinar cuales medias son significativamente diferentes de
otras. Fuente: Software STATGRAPHICS
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ANEXO III. Andélisis de varianza de actividad antioxidante para todos los
tratamientos

Medias y 95,0% de Fisher LSD

23 ]

225F =

215 F

umolET/g

21F

20,5 F =

A B C D
Tratamiento

Tabla ANOVA para mgET/gPS por TRATAMIENTO

Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 0,565358 3 0,188453 0,33 0,8043
Intra grupos 457213 8 0,571517

Total (Corr.) 5,13749 11

Analisis ANOVA para determinar cuales medias son significativamente diferentes de
otras. Fuente: Software STATGRAPHICS
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ANEXO IV. Andlisis de Varianza de la Comparacion de Fenoles Totales de

los Métodos convencional y No convencional

Medias y 95,0% de Fisher LSD

650 [ .

I

mgEAG/100gPS
(6)] (6)] (o]
w B =
o o o
T T T
| |

SN

©

o
I
|

450 |- .
410 F -
Método convencibrébdo no convencional
METODO

[Tabla ANOVA para mgEAG/100gPS por METODO
Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 50270,1 1 ([50270,1 140,75 0,0003
Intra grupos 1428,6 4 1357,149
Total (Corr.) 51698,7 5

Andlisis ANOVA para determinar cuales medias son significativamente diferentes de
otras. Fuente: Software STATGRAPHICS

48



ANEXO V. Andlisis de varianza de la comparacion de actividad antioxidante
de los métodos convencional y no convencional de extraccion de

compuestos fendlicos

Medias y 95,0% de Fisher LSD

95

91

87

83

79

%DPPHinhibido

75

Lllllllllllllllllllllll

‘\\Illlllllllllllllllllll
1

71

|

Método convencional Meétodo no convencional
METODO

[Tabla ANOVA para %DPPHinhibido por METODO

Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 335,852 1 335,852 33,86 0,0043
Intra grupos 39,6751 4 19,91877

Total (Corr.) 375,527 5

Andlisis ANOVA para determinar cuales medias son significativamente diferentes de
otras. Fuente: Software STATGRAPHICS
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ANEXO VI. Comparacion Bibliografica de Espectros de Acido Gaélico

8.528 Peak 26

0,10+

0.084

1 2724
0,06+

Al
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0,02+

0,00+

] S B =1
400,00 45000 500,00

nm

T — T
250,00 300,00

Espectro de acido galico obtenido del extracto metandlico de cascara de pifia.

—
550,00

600,00

I
LI il

|
1))

Espectro de acido galico.
Fuente: (Collado, 2011)
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ANEXO VII. Comparacion Experimental de Espectros de Rutina

14,775 Peak 59
1222,7
0,0704 /

/
/

/

0,060 |
0,050 p
i | /
| / \
3 0,040 ‘ /
4 ] /
0,030 |/
] \ \
0,020 \/ \

0,010 \

0,000 D

———7 —— 77—
250,00 300,00 350,00 400,00 450,00 500,00 550,00 600,00
nm

Espectro de rutina del extracto metandlico de cascara de pifia.

16,798 Peak 67
i22;,7
0,00184 /)

0,0016 |

ooy | | | 7\
ooo12d) | [

1 \\ J"“ \
0,0010 ‘ / \
o ] \ / \
< 1 | / \
0,0008 (.

0,0006 \/ \
0,0004] \

0,0002

\ 389,4
000001 L S S 437,8 484,0501,0515,7 5462 5051

VA AN e AN AN AN NN NS I A ]

— 7T
250,00 300,00 350,00 400,00

-7
450,00 500,00 550,00 600,00
nm

Espectro de rutina del mix de estandares (catequina, acido caféico, epicatequina, acido
transferdlico, rutina, quercetina).
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