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Resumen: Actualmente, la industria vitivinicola genera como residuo el
orujo de la uva, provocando un alto impacto ambiental. Estos residuos
poseen elevado contenido de polifenoles (conocidos como antioxidantes
naturales), los cuales representan los metabolitos secundarios mas
importantes. En el presente trabajo se estudiaron dos métodos de extraccion
no convencionales para extraer compuestos fenolicos: extraccion asistida
por ultrasonido (UAE) y extraccién asistida por microondas (MAE). El
contenido de polifenoles totales se determindé mediante el método de Folin-
Ciocalteu por espectrofotometria. Se compar6 el rendimiento de extraccion
y el contenido de polifenoles totales entre ambos métodos encontrando que

MAE aumenta el rendimiento y reduce el tiempo de extraccion.
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1. Introduccién

En los ultimos afios, los compuestos fendlicos procedentes de fuentes naturales han
sido sujeto de interés en muchas investigaciones cientificas debido a sus efectos
positivos sobre la salud humana, atribuidos principalmente a sus actividades

antioxidantes (Buci¢-Koji¢ y col., 2011). Los potenciales beneficios de los polifenoles

" vaniguntero@gmail.com

AAIQ Asociacion Argentina de Ingenieros Quimicos - CSPQ



de las plantas se evaluan desde el concepto de estrés oxidativo, el cual surge de un
exceso de formas activas del oxigeno, y se relaciona con el envejecimiento,
enfermedades cardiovasculares y del sistema nervioso, entre otros (Santos-Buelga y
col., 2010).

Por otra parte, la industria vitivinicola genera residuos organicos que resultan
altamente contaminantes para el medio ambiente. La produccion de uva en Argentina en
el afio 2013 fue 28.717.487,30 quintales métricos, de la cual un 70 % esta destinada a la
produccion de vino (Instituto Nacional de Vitivinicultura, 2013). La distribucion de
residuos generados en una bodega corresponden a un 62 % de orujos, 14 % de lias, 12
% de raspon, 12 % de lodos depurados (Ruggieri y col., 2009). Los orujos se producen
durante el prensado de la uva, y estan constituidos por piel y semillas. El resto de los
residuos son lias que se generan en el proceso de clarificacion de la fermentacion del
vino; raspon, constituido por ramas y hojas de la vid, y los lodos del tratamiento de
aguas residuales (Ventosa y col., 2011).

Por lo general, estos residuos son quemados o usados para la alimentacion del ganado
(Luque-Rodriguez y col., 2005) a pesar de que presentan compuestos naturales, taninos
y polifenoles, que son atractivos por su poder antioxidante en las industrias
farmacéutica, cosmética y alimentaria principalmente. En este sentido, en cosmética se
utilizan para el tratamiento de la piel seca y la proteccion contra el envejecimiento.
Ayuda a equilibrar el pH de la piel, es hipoalergénica y no irritante (Luque-Rodriguez y
col., 2005). Por lo que la utilizacion de dichos residuos reduce el impacto ambiental, y a
su vez que aumenta el valor agregado del producto.

El proceso de extraccion es importante en el aislamiento e identificacion de
compuestos fenolicos. La capacidad de extraccion depende del disolvente, la naturaleza
y preparacion de material a extraer, la estructura quimica de los compuestos fenolicos,
temperatura, tiempo de extraccion, relacion soélido-liquido, método de extraccion
empleado y la posible presencia de sustancias de interferencia (Buci¢-Koji¢ y col.,
2011).

El presente estudio tuvo como objetivo investigar la influencia de distintos solventes,
temperatura, tiempo y potencia de la extraccion de polifenoles de semillas de uva de la

especie Vitis vinifera variedad Tannat, mediante dos métodos alternativos, la extraccion
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asistida por ultrasonido y la extraccion asistida por microondas. Ambos métodos
reducen el tiempo de extraccion y aumentan el rendimiento.

UAE es mucho mas répido que los métodos tradicionales debido a la elevada
superficie de contacto entre la fase solida y liquida, y a la reduccion del tamafio de
particulas (Casazza y col., 2010). Ademas, la cavitacion acustica produce la ruptura de
las paredes celulares, intensificando la transferencia de masa y mejorando el efecto de
penetracion del disolvente en el tejido vegetal y capilar (Da Porto y col., 2013).

La MAE se utiliza para una amplia variedad de productos vegetales. Ofrece una
rapida entrega de energia al volumen de disolvente y matriz vegetal, con un posterior
calentamiento de ambos de manera eficiente y homogénea, debido a la rotacion del
dipolo del solvente. Dado que el agua dentro de la matriz vegetal absorbe la energia de
microondas, se provoca la ruptura celular por sobrecalentamiento interno, lo que facilita
la absorcion de los productos quimicos de la matriz, mejorando la recuperacion de

nutracéuticos (Wang y col., 2006).

2. Materiales y métodos
2.1. Material vegetal

El material vegetal utilizado se obtuvo como hollejo en el proceso de elaboracion del
vino y fue suministrado amablemente por una empresa ubicada en Colonia Caroya,
provincia de Cérdoba, Argentina, en Marzo 2014. El hollejo, compuesto por pieles,
semillas y tallos, se almaceno a -18 °C. Antes de la extraccion se secd a temperatura
ambiente. Seguidamente, se separaron manualmente las semillas y se molieron con un
picador doméstico a maxima velocidad, 750 W, hasta obtener una muestra homogénea,
con un tamafo de particula medio de 1680 um. La humedad fue de 30,65 % y se

determino por diferencia de pesada.
2.2. Reactivos

Los solventes utilizados en las extracciones fueron: agua destilada, alcohol etilico

absoluto (Cicarelli, 99,5 %), metanol absoluto pro-analisis (Cicarelli, 99,8 %); reactivo
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Folin — Ciocalteu (Biopack), y como patron en el método colorimétrico se utilizé acido

gélico anhidro (Biopack, 98 %).
2.3. Extraccion asistida por ultrasonido

La extraccion de los compuestos fendlicos derivados de la uva por medio de
ultrasonido se llevd a cabo bajo diferentes condiciones: solventes (agua, etanol,
metanol), tiempo (20, 40 y 60) min, temperatura (30, 40, 50 y 60) °C. Se pesaron 0,5 g
de muestra molida en tubos eppendorf, se le agregaron 5 ml de solvente y se agitd
(agitador orbital, ThermoScientific). Los experimentos se realizaron por triplicado en un
equipo de ultrasonido de 70 W de potencia y 40 kHz de frecuencia.

Posteriormente, las muestras se filtraron utilizando papel de filtro (banda negra, 125
mm, Munktell) y se evaporaron en estufa a 50 °C. Una vez evaporado totalmente el
solvente, se taparon. La concentracion de polifenoles totales se determind por el método

colorimétrico de Folin-Ciocalteu.
2.4. Extraccion asistida por microondas

Se utiliz6 un microondas de 900 W de potencia de salida y 2450 MHz de frecuencia.
Las variables estudiadas fueron: tiempo (3, 6 y 9) minutos, potencia (20, 40, 60, 80 y
100) %, solventes (agua, mezcla de etanol — agua en distintas proporciones). Se pesaron
0,5 g de muestra en un frasco de vidrio de 100 ml, se agregaron 20 ml de solvente y se
llevaron al microondas. Los extractos se filtraron con papel de filtro (banda negra, 125
mm, Munktell) y se evaporaron en microondas a maxima potencia. La concentracion de
polifenoles totales se determind por el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu. Todas

las experiencias se realizaron por triplicado.
2.5. Contenido de polifenoles totales

Se determind mediante el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu de acuerdo a
(Ivanova y col., 2011) con algunas modificaciones. La curva de calibrado se realizé con
soluciones estandar de acido galico en el rango de concentraciones entre 0,1 a 1 mg/ml.
Todos los analisis se realizaron por triplicado. Las mediciones se llevaron a cabo en un
espectrofotometro UV-Cercano Visible (Zeltec, ZL-5000 Plus) a 760 nm, luego de 10

min de la extraccion. La respuesta del método se describe mediante la Ec. (1).
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ABSrg ™ 1,890 FT - 00512 (1)
RS m 0,9910

El rendimiento de polifenoles totales se expresdé como miligramos equivalentes de

acido galico por gramo de muestra.

3. Resultados y discusién
3.1. Extraccion asistida por ultrasonido

Se analiz6 el efecto del tiempo, temperatura y solventes sobre el material vegetal. El
rendimiento se expresd como gramos de extracto por 100 g de muestra.

La Figura 1 muestra los rendimientos de las extracciones UAE con agua, etanol,
metanol a (30, 40, 50 y 60) °Cy a (20, 40 y 60) minutos como tiempo de extraccion.

Se observo que utilizando agua como disolvente el rendimiento es considerablemente
inferior al obtenido con etanol o metanol. Esto puede ser debido a que tanto el metanol
como el etanol son sustancias que aumentan la solubilidad del material organico con
menor polaridad. El rendimiento méaximo obtenido con etanol a 40 min y 60 °C fue de
10,59 g extracto/ 100 g de muestra, mientras que el obtenido con metanol fue de 10,46 g
extracto/ 100 g de muestra a 20 min y 50 °C. Asimismo, se puede observar que cuando
se utiliza alcohol como solvente a temperaturas mas elevadas se observa una
disminucién del extracto con el tiempo, lo cual puede ser debido a la degradacion
térmica (Ghasemzadeh y col., 2014) o como efecto del ultrasonido (Zhanga y col.,
2015).

(b) (©
E 1084 = Z 108
o E 108 A £ 108 .
a c H 2 2
of 8] £ 004 = = oy
r bt [} . 2 3 )]
=0 .l } a
' . . g 72 . . g 72 !' .
. u - = - - - . o e
i} - 2 54 o .
g
1|30 5 5 364 g 300c
o-40°C @ o 2 »-30°C
1 50°C = z 040 °C
® 50 g g 18 e
O- 60 °C = 3 & 30°C
. " " T T . E E O 60 °C
U] 0 k] 40 50 o0 2 T n T . T = 00 T T T T T
:"c_' ] 3 40 30 60 3 [] 0 20 30 40 30 60

Tiempo {min) - X - X
Tiempo {min) Tiempo {min)

Figura 1. Rendimiento de la extraccion por UAE utilizando (a) agua, (b) etanol, (c) metanol como solvente a
diferentes temperaturas y diferentes tiempos de extraccion.
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La Figura 2 muestra la cantidad de polifenoles totales de las extracciones UAE con
agua, etanol, metanol respectivamente a (30, 40, 50 y 60) °C variando los tiempos de
extraccion en (20, 40 y 60) minutos. La mayor concentracion de polifenoles totales se
obtuvo utilizando metanol como disolvente en un tiempo de 60 min a 60 °C, siendo la

misma de 8,80 mg acido galico/ g de muestra.
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Figura 2. Contenido de polifenoles totales por UAE utilizando (a) agua, (b) etanol, (c) metanol como solvente a
diferentes temperaturas y diferentes tiempos de extraccion.

3.2. Extraccion asistida con microondas

Se analizo el efecto del tiempo, potencia y solventes sobre el extracto total obtenido.
El rendimiento se expresdé como gramos de extracto cada 100 g de muestra. La Figura 3
muestra los rendimientos de las extracciones MAE con agua, mezcla de etanol — agua
en distintas relaciones (1:1 y 3:1) respectivamente, a (20, 40, 60, 80 y 100) % de
potencia variando los tiempos de extraccion en (3, 6 y 9) minutos.

El mayor rendimiento se obtuvo utilizando una mezcla de etanol-agua en relacion 1:1
durante 6 min, a una potencia del 40 % siendo el mismo de 58,22 g extracto/ 100 g de
muestra. Como ha sido demostrado por otros autores (Petigny y col., 2014; Liu y col.,
2014) existen valores optimos de la potencia utilizada, los cuales pueden estar
determinados por el perfil de temperatura alcanzado durante el calentamiento y/o por la
degradacion de los compuestos por efecto de este perfil de temperatura o de la accion

propia del microondas.
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Al igual que se observo para la UAE, en algunos casos se puede observar una
disminucion del extracto obtenido con el tiempo, especialmente a potencias elevadas y
cuando mayores cantidades de etanol son utilizadas, debido también a una posible

degradacion del material.
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Figura 3. Rendimiento de la extraccion por MAE utilizando (a) agua, (b) mezcla etanol-agua (3:1), (c) mezcla de
etanol-agua (1:1) como solvente a diferentes potencias y diferentes tiempos de extraccion.

La Figura 4 muestra la concentracion de polifenoles totales de las extracciones MAE
con agua, mezcla de etanol — agua en distintas relaciones a (20, 40, 60, 80 y 100) % de
potencia y (3, 6 y 9) minutos como tiempo de extraccion. La mayor concentracion de
polifenoles totales se obtuvo utilizando agua como disolvente en un tiempo de 6 min a
potencia del 80 %, siendo la misma de 17,19 mg acido gélico/ g de muestra.

El mayor rendimiento de polifenoles obtenido con agua pura puede deberse a que la
presencia de agua podria aumentar el volumen del material vegetal, lo que aumenta el area
de superficie de contacto entre la matriz de la planta y el solvente (Li y col., 2004)
(Rostagno y col., 2003). Otra explicacion razonable podria ser que la adicion de una cierta
cantidad de agua incremente la constante dieléctrica de la mezcla solvente, lo cual ayuda a
absorber la energia de microondas, aumentando asi la extraccion. Si bien, la adicion de agua
en etanol aumenta la constante dieléctrica de la mezcla, el factor de disipacion disminuye.
Esto significa que aunque la mezcla solvente es capaz de absorber una alta energia de
microondas en comparacioén con etanol puro por su mayor constante dieléctrica, la mezcla

no seria capaz de disipar el calor tan eficazmente (Hemwimon y col., 2007).
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Figura 4. Concentracion de polifenoles totales por MAE utilizando (a) agua, (b) mezcla etanol-agua (3:1), (c) mezcla
etanol-agua (1:1) como solvente a diferentes potencias y diferentes tiempos de extraccion.

4. Conclusiones

En el presente trabajo se estudiaron dos métodos de extraccion no convencionales
para extraer los compuestos fenolicos que fueron la extraccion asistida por ultrasonido y
extraccion asistida por microondas. El contenido de polifenoles totales se determind
mediante el método de Folin-Ciocalteu por espectrofotometria. Se compar6 el
rendimiento de extraccion y el contenido de polifenoles totales entre ambos métodos

encontrando que MAE aumenta el rendimiento y reduce el tiempo de extraccion.
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