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RESUMEN

Numerosos estudios reportados demuestran el caracter
antioxidante de los polifenoles y sus beneficios para la salud
humana. Se determinaron las condiciones mas adecuadas para
la extraccion de polifenoles a partir de hollejo de uva. El mate-
rial experimental fue previamente secado y molido. Las extrac-
ciones se realizaron a 55 °C, relacion soluto-disolvente de 1:10
(m/v) durante 2,5; 4,0; 4,5y 6 h, empleando como disolventes
etanol, mezcla etanol-agua 1:1 (v/v), acetato de etilo y agua.
Se realizaron extracciones a 35, 45, 55y 65 °C, relaciones soluto-
disolvente (m/v) de 1:5y 1:10, con el disolvente y el tiempo
resultantes de los primeros experimentos. Todas las extraccio-
nes fueron por contacto directo. La mezcla etanol-agua, a tem-
peraturas entre 45y 55 °C y con relacion soluto-disolvente de
1:10 reporté los mayores valores de actividad antioxidantes,
para un tiempo de extraccion de 4 h.

Palabras clave: polifenoles, extraccion, hollejo de uva, acti-
vidad antioxidante.
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ABSTRACT

Polyphenol extraction from grape skin

Many studies reported in the literature show the polyphenol's
antioxidant character and their advantages for the human
health. It was determined the more adequated conditions for
the polyphenol extraction from the skin of grape. The experi-
mental material was previously dryed and milled. The
extractions were developed to 55 °C, solute-solvent ratio of
1:10 (m/v) during 2.5; 4.0; 4.5 and 6 h employing ethanol,
mixture ethanol-water 1:1 (v/v), ethyl acetate and water as
solvents. Subsequently, extractions to 35, 45, 55 and 65 °C,
solute-solvent ratios of 1:5 and 1:10 (m/v), were developed
with the solvent and time obtained as a result of the first
experiments. All extractions were by direct contact. The
mixture ethanol-water, to temperature between 45 and 55 °C
with 1:10 as solute-solvent ratio reported the bigger values
of the antioxidant activity, with an extraction time of 4 h.
Keywords: polyphenols, extraction, grape skin, antioxidant activity.

INTRODUCCION

En las ultimas décadas la reduccion del impacto am-
biental causado por la eliminacion de desechos indus-
triales ha sido un tema de creciente interés (1, 2).

La industria productora de vinos de uva origina, a nivel
mundial, importantes volimenes de residuos sélidos con
elevados contenidos de compuestos fendlicos, los cua-
les ejercen efectos favorables en la salud humana de-
bido a su elevada actividad antioxidante (3, 4). La ex-
traccion de los citados compuestos no solo disminuiria
el impacto ambiental de los residuos, sino también permiti-
ria un aprovechamiento mas completo de la materia prima.
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El objetivo del presente trabajo fue determinar las con-
diciones de operacion més adecuadas para la extrac-
cion de polifenoles a partir del hollejo de la uva.

MATERIALES Y METODOS

Se emplearon hollejos de uvas (Vitis vinifera L.) var.
Tempranillo, cosechadas en la provincia de Pinar del Rio,
los que, asu recibo, fueron envasados en bolsas de polietileno
y conservados en congelacion hasta su empleo.

Previo al proceso de extraccion se procedio al secado
del hollejo en una estufa marca AISET YLD6000 con
precision de 0,1 °C. Para el pesado de las muestras se
dispuso de una balanza de precision 0,01 g. La tempe-
ratura fue 60 °C y el secado se extendio por un periodo
de 6 h, tiempo para el cual la humedad, expresada en
base himeda, resulté menor de 10 %. Para la reduc-
cion del tamafo de particula se empled un molino do-
meéstico, seleccionando tamafios menores de 1 mm a
partir de un tamizado.

La extraccion se desarroll6 por contacto directo. El sis-
tema empleado estuvo compuesto por un matraz de tres
bocas, en una de las cuales se conectd un condensador
de reflujo para mantener invariable la relacion soluto-
disolvente, mientras que en otra se dispuso un agitador
de vidrio conectado a un motor que mantuvo la agitacion
en 100-'. La boca restante estuvo destinada a la extrac-
cion de muestras. EI matraz se sumergié en un bafio de
agua (precision de 1 °C), con el objetivo de que la ex-
traccion se efectuara a la temperatura establecida.

La experimentacién se encamind, de manera inicial, a
determinar el disolvente mas apropiado asi como el tiem-
po de extraccion requerido. Las extracciones se llevaron
acabo a 55 °C, relacion soluto-disolvente (m/v) de 1:10y
tiempo de extraccion de 4 h, con los disolventes etanol,
mezcla etanol-agua 1:1 (v/v), acetato de etilo y agua. Para
determinar el avance de la extraccion con el tiempo, esta
se desarrollé a 45 °C, relacidn soluto-disolvente (m/v) de
1:10y como disolvente el que reporté mejores resultados
de los antes sefialados, estableciendo como tiempos de
extraccion 2,5; 4,0; 4,5y 6 h. Para determinar la influen-
cia de la temperatura de extraccion y la relacion soluto-
disolvente, se seleccionaron las temperaturas de 35, 45,
55y 65°C, y las relaciones (m/v) de 1:5y 1:10. Todas las
extracciones se efectuaron por triplicado.

La actividad antioxidante total se determiné mediante
un procedimiento descrito (5), modificado posterior-
mente (6), a partir de la curva de calibracion de una sal
de amonio férrica (Fe (NH,),SO,.6H,0) mediante la
siguiente expresion:

(A—%) . Vt.Fd.1000
PM

(1)

AAT =

donde: AAT: actividad antioxidante total; A: absorbancia
del extracto; a: intercepto de la curva de calibracion;

b: pendiente de la curva; Fd: factor de dilucién; Vt: volu-
men total del extracto (mL); PM: peso de la muestra (g).

La actividad antioxidante total se expresé en g Fe**/g
de muestra.

Para determinar el tiempo de extraccion y el disolven-
te aemplear se realizaron analisis de varianzay la prue-
ba de rangos multiples (p=0,05).

Para determinar el comportamiento de la actividad
antioxidante total con la temperatura y la relacién
soluto-disolvente, se ajustd el siguiente modelo:

AAT =b, +b, T +b,SS+b,T?+b, T.SS )

donde: T: temperatura; SS: relacion soluto-disolvente.

La Tabla 1 reporta la codificacion de las variables con-
templadas en el modelo.

La constante cinética se determiné a partir del método
de las lambdas (7), partiendo de la suposicién de que el
proceso se correspondia con una cinética de primer
orden (8, 9):

In(4, -2, )=In(2, -2, )-kt 3)
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Tabla 1. Codificacion de las variables

Relacion

2
soluto-disolvente ~ °°  Temperatura (°C) T T
1:5 -1 35 i3 +1
1:10 +1 45 -1 1
55 +1 -1
65 +3° +1

donde:A«< absorbancia a dilucidn infinita; A: absorbancia
en un instante de tiempo; A: absorbancia inicial; : cons-
tante cinética, h'' ; 7: tiempo, h.

Para esta determinacion solamente se tuvieron en cuenta
los resultados correspondientes a la relacion soluto-sol-
vente de 1:10 (m/v).

La energia de activacion del proceso se calculd a par-
tir de las constantes cinéticas determinadas mediante
su ajuste a una ecuacion tipo Arrhenius:

by iy i @)
R T

donde: Ea: energia de activacion, kJ/kmol; k: constan-
te cinética, k''; n: orden de la reaccidn; R: constante de
los gases ideales, kJ/(kmol.K); 7 temperatura, K.

Para el procesamiento estadistico de toda la informacion
experimental se empled el programa Statgraphics Plus 5.1.

RESULTADOS Y DISCUSION

La Fig. 1 representa la actividad antioxidante de los
extractos obtenidos para cada uno de los disolventes
investigados. La mezcla etanol-agua report6 una ex-
traccion significativamente superior (p =0,05) a la ob-
tenida con los restantes disolventes. Este comporta-
miento puede tener como origen la afinidad de los cita

dos compuestos con los polifenoles y su facilidad para
formar puentes de hidrégeno con ellos (/0). Estos re-
sultados coinciden con los reportados (/7). De manera
general, en la literatura se reconoce la influencia del
disolvente empleado sobre la extraccion (2); un mar-
cado incremento en el contenido de polifenoles es re-
portado para el caso de extractos alcohdlicos (/2). No
obstante, en dependencia del disolvente pueden apare-
cer en los extractos sustancias que pueden dificultar la
purificacion de los extractos, disminuyendo el rendi-
miento de los antioxidantes (13).

La Fig. 2 muestra que entre 4 y 4,5 h de extraccion se
alcanzé una actividad antioxidante significativamente su-
perior (p=0,05). Si 45 °C no resulta una temperatura ele-
vada, un tiempo prolongado de exposicion, como 6 h,
puede provocar la degradacion de los polifenoles extrai-
dos. De manera general los resultados obtenidos se co-
rresponden con los reportados (10, 14), los cuales esta-
blecen que los mejores tiempos de extraccion se en-
cuentran entre 1 y 8 h. Este amplio rango indica lo con-
tradictorio de los criterios contenidos en la literatura acer-
ca de la extension del proceso (2, 12, 15, 16).

La Tabla 2 reporta el modelo estadistico que describe
el comportamiento de la actividad antioxidante con la
temperatura y la relacion soluto-disolvente.

La Fig. 3 representa la superficie de respuesta corres-
pondiente al modelo obtenido. La mayor actividad
antioxidante se obtuvo para temperaturas entre 45 y
55°C (-1 y +1, respectivamente) y una relacion soluto-
disolvente de 1:10 (+1). Aunque este comportamiento
se manifiesta para ambas relaciones soluto-disolvente,
se aprecia una disminucion de la actividad antioxidante
total, cuando esta relacion toma su menor valor.
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Fig. 1. Actividad antioxidante de los extractos obtenidos con cada disolvente.
(letras iguales indican que no existen diferencias significativas)
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Fig. 2. Actividad antioxidante de los extractos con la mezcla etanol-agua y a 45 °C.
(letras iguales indican que no existen diferencias significativas)

Tabla 2. Modelo estadistico que describe el comportamiento de la actividad antioxidante total con
la temperatura y la relacién soluto-disolvente

Variable Coeficiente
Término independiente 0,0454*
1 0,0002*
17 0,0017*
T.SS 0,0007*

(*) p=<0,01

R2=92,04

Error estandar de estimacion = 0,0014
Error absoluto medio = 0,0010
Prueba de Durbin-Watson = 2,27 (p = 0,05)
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Fig. 3. Superficie de respuesta de la actividad
antioxidante total (AAT), temperatura
(T) y relacion soluto-disolvente (SS).

La Fig. 3 muestra que el comportamiento de la activi-
dad antioxidante con la relacion soluto-disolvente varia
en dependencia de la temperatura, lo que se corres-
ponde con la inclusion del término de interaccion, SS-
T, en el modelo. La influencia de dicha interaccion so-
bre la actividad antioxidante depende del solvente em-
pleado (2). De 35 a 45 y 55 °C, la tendencia fue de un
aumento de la actividad antioxidante. A 35 °C el efecto
de la relacién soluto-disolvente es contrario al descrito
con anterioridad. Sin embrago, se aprecia que la dife-
rencia entre la actividad antioxidante para la relacion
soluto-disolvente de 1:5 (31 g Fe**/g de muestra) y 1:10
(28 g Fe?'/g de muestra) no resulta marcada, lo que
pudiera indicar que a una temperatura de 35 °C, cerca-
na a la ambiente, el efecto de la relacion soluto-disol-
vente resulta practicamente similar para los dos nive-
les investigados de dicha variable.

Por encima de 45 a 55 °C se produce una disminucion
de laactividad antioxidante, lo que puede estar motiva-
do por la posible degradacion de los polifenoles por su
permanencia a las temperaturas de extraccion mas ele-

vadas. En la literatura se reporta la termosensibilidad
de los polifenoles, en la cual se establece 60 °C como
limite superior (/7). Diversos autores plantean que si
el aumento de la temperatura favorece la extraccion
por el incremento que ello provoca en la solubilidad de
los solutos y en su difusividad, se produce la degrada-
cién de parte de los polifenoles (8, 18, 19).

La Tabla 3 reporta las constantes cinéticas para cada
una de las temperaturas investigadas. La linealidad
obtenida de los ajustes a la ecuacion cinética de primer
orden confirmé la suposicion establecida. La Fig. 4
muestra la representacion de In k vs 1/T. La energia de
activacion fue de 26,81 kJ/mol. Para residuos de uva
himedos se ha reportado una energia de activacion de
19,27 kJ/mol (20). El valor obtenido se aproxima al
reportado de 27,5 kJ/mol para hollejos de uva de otra
variedad (27), mientras que otros autores informaron
valores de 49 y 54 kJ/mol (22).

Tabla 3. Constantes cinéticas correspondientes
a las temperaturas de extraccion

Temperatura (°C) k (h")
35 1,7773
45 1,9889
55 2,7889
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Fig. 4. Ajuste a un modelo tipo Arrhenius.
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CONCLUSIONES

Los mejores resultados dados por la actividad
antioxidante de los extractos obtenidos, correspondie-
ron al empleo de la mezcla etanol-agua como solvente
y tiempo de extraccion de 4 h. La temperatura y la
relacion soluto-disolvente, en interaccion con la tem-
peratura, determinan el comportamiento de la activi-
dad antioxidante. Los mejores resultados se obtuvie-
ron para una temperatura entre 45 y 55 °C y una rela-
cion soluto-disolvente de 1:10 (m/v). La cinética del
proceso se correspondié con un primer orden, siendo
la energia de activacion de 26,81 kJ/mol.
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