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RESUMEN

Hoy en dia, se ha producido un aumento en el interés por el
consumo de aronia negra (Aronia melanocarpa L.), gracias a su
gran cantidad de compuestos de interés biolégico, lo que le
proporciona un alto valor nutricional con propiedades antioxi-
dantes, anticancerigenas y antiinflamatorias. Debido a que este
fruto ha comenzado a comercializarse recientemente, no existen
descritas en la bibliografia técnicas de extraccién y analisis ex-
haustivas especificamente desarrolladas. En este trabajo, se ha
optimizado un método de extraccion asistido por ultrasonidos



Centro universitario Santa Ana
COMUNICACIONES

de compuestos fendlicos y antocianinas, no solo por separado
sino también de forma simultdnea. La respuesta multiple ha
demostrado un nivel de efectividad similar a las individuales,
lo que supone una reduccién considerable de costes, tiempo y
trabajo. Las condiciones 6ptimas para extraer ambas familias de
compuestos de forma conjunta fueron: 54% de metanol en agua
a pH 2,72 y temperatura de 69,4 °C, 70% de amplitud, un ciclo
de 0,7 s y una relacién muestra/disolvente de 0,5:18,2 g:mL. Los
métodos desarrollados mostraron un alto nivel de precisién con
coeficientes de variacién inferiores al 5%. Finalmente, se apli-
caron con éxito a muestras comerciales elaboradas a partir de
aronia negra.

Palabras claves: antocianinas, compuestos fendlicos, aronia me-
lanocarpa, anélisis agroalimentario, optimizacion de maltiples
respuestas, extraccion asistida por ultrasonidos.

ABSTRACT

Nowadays, there has been an increase in the interest of the black
chokeberry consumption (Aronia melanocarpa L.), thanks to
their large amount of compounds of biological interest, which
provides it a high nutritional value with antioxidant, anti-
cancer and anti-inflammatory properties. Due to the fact that
this fruit has recently begun to be commercialized, there are
no specifically developed exhaustive extraction and analysis
techniques described in the literature. In this work, an ultra-
sound-assisted extraction method of phenolic compounds and
anthocyanins has been optimized, not only separately but also
simultaneously. The multiple response has shown a level of
effectiveness similar to the individual ones, which represents
a considerable reduction in costs, time and work. The optimal
conditions to extract both families of compounds at the same
time were: 54% metanol in water at pH 2.72 and a temperature
of 69.4 °C, 70% amplitude, a cycle of 0.7 s and a sample/solvent
ratio of 0.5:18.2 g:mL. The developed methods showed a high
level of precision with coefficients of variation lower than 5%.
Finally, they were successfully applied to commercial samples
made from chokeberry.

Key words: anthocyanins, phenolic compounds, aronia melano-
carpa, agrifood analysis, multiple response optimization, ultra-

sound-assisted extraction.
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1. INTRODUCCION

La aronia negra (Aronia melanocarpa L.) es un arbusto caducifolio de 0,5 a 3
m de altura, perteneciente a la familia de las Rosaceas, que se encuentra en
las selvas tropicales templadas. Es originaria de América del Norte, aun-
que recientemente ha habido un creciente interés por su cultivo en Europa
del Este y Asia [1]. Produce pequefias bayas oscuras, similares a las cerezas,
que crecen en racimos. Se cosecha mejor entre agosto y septiembre, cuando
exhibe sus extraordinarios beneficios para la salud [2].

Actualmente es conocida por la gran cantidad de propiedades beneficiosas
que se le atribuyen, siendo una de las frutas con mayor contenido en com-
puestos de interés biolégico, destacando los compuestos fendlicos (TPC) y
las antocianinas (TA), responsables de su color tan intenso, pudiendo ser
utilizado como colorante alimentario para hacer mas atractivo algin pro-
ducto [3]. Sin embargo, poseen un cierto nivel de amargor y astringencia,
lo que hace que rara vez se consuman de forma directa como fruta fresca,
sino que se procesan como mermeladas, jaleas, jarabes de frutas, jugos o
bebidas energéticas [4].

Dicho contenido de compuestos fendlicos es superior al de otras frutas
conocidas como la guayaba, el kiwi, el pomelo, la papaya, el aguacate o
la uva, entre otras [5]. Su alto contenido en compuestos bioactivos y su
composicién nutricional parecen ser los responsables de la amplia gama
de potenciales efectos medicinales y terapéuticos de sus frutos, con propie-
dades antioxidantes, anticancerigenas, antiinflamatorias, antimutagénicas
o antivirales. También tienen un papel en la prevencién de enfermedades
cardiovasculares, diabetes, obesidad o cancer de colon [6,7]. Ademas, esta
planta y sus extractos se estdn utilizando como conservantes de alimentos
gracias a la inhibicién de la peroxidasa lipidica [8]. Esto ha provocado un
crecimiento exponencial en la industria de productos elaborados con aro-
nia y se recomienda su abundante consumo en las pautas dietéticas de todo
el mundo.

La extraccién es un paso crucial en la industria farmacéutica, alimentaria
y de control de calidad para el aislamiento y separacién de los compuestos
bioactivos de interés de la matriz sélida y no existe un método tnico y
estandar [9]. Por lo tanto, se requieren métodos rapidos y fiables para la
extraccién de dichos compuestos beneficiosos. La eficiencia de extraccion
estd influenciada por varios factores, como el tipo y la polaridad del disol-
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vente, la relacién muestra-disolvente, la temperatura, el pH o el tiempo, en-
tre otros, y que deben optimizarse para reducir los costos del proceso [10].
En la actualidad existe una demanda creciente de técnicas de extracciéon
verdes, gracias a sus ventajas como la sencillez, mayor eficiencia y rendi-
miento; ademas de tratarse de técnicas mas ecoldgicas, respetuosas con el
medio ambiente, rapidas, que reducen el consumo de disolvente y energia
y garantizan un alto rendimiento y calidad del extracto [11]. En concreto,
se empleo la extraccion asistida por ultrasonidos (UAE), que consisten en
ondas de presion transmitidas por la materia a través de ciclos de compre-
sién y expansion. Las burbujas al colapsar, liberan grandes cantidades de
energia, rompiendo las paredes celulares de la matriz vegetal y liberando
los analitos de interés [12].

La influencia de los factores en la extraccién de compuestos individuales
de las frutas ya ha sido bien estudiada [13,14], pero la optimizacién de mul-
tiples respuestas simultdaneamente atin no ha sido investigada en profundi-
dad. Este aspecto podria ser relevante para los laboratorios analiticos y de
control de calidad con respecto al ahorro de costes, energia y trabajo de la-
boratorio. Para ello, se utilizé la funcién de deseabilidad, que convierte las
respuestas multiples en una sola, la cual posteriormente, es optimizada [15].

El objetivo de este trabajo fue desarrollar y optimizar dos métodos separa-
dos para la extracciéon de TPC y TA, respectivamente, y un nuevo método
para la extracciéon simultdnea de ambas familias de compuestos de interés.
Las condiciones especificas que maximizan la extraccién de ambos, TPC y
TA, se compararon con las de la extraccion por separado de cada compuesto.

2. MATERIALES Y METODOS

Como material biolégico se han utilizado bayas de aronia crudas y deshi-
dratadas procedentes de la agricultura ecolégica NaturGreen (Murcia, Es-
pana). La muestra fue liofilizada, triturada con un molinillo eléctrico con-
vencional y conservada en una camara congeladora a —20 °C.

La UAE se llev6 a cabo con una sonda UP 200S (Ultraschallprozessor Dr.
Hielscher, Gmbh, Berlin, Alemania), con la que se controla el ciclo y la
amplitud. Esta sonda se encuentra acoplada a un bafio termostatico con
control de temperatura (VWR, Radnor, PA, EEUU). Se pesaron unos 0,5 g
de muestra en un tubo “Falcon” de 50 mL y se adicioné el volumen y tipo
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de solvente correspondiente segin el experimento. Se colocé dentro del
vaso de doble pared a temperatura controlada, se introdujo la sonda en
su interior, seleccionando la amplitud y el ciclo adecuados y se procedi6 a
su extracciéon durante 10 minutos. Una vez terminada, tras alcanzar tem-
peratura ambiente, el extracto se centrifugé dos veces durante 5 minutos
a 5985g, transfiriendo el sobrenadante a un matraz aforado de 25 mL y
enrasando con el mismo disolvente. Los factores optimizados, asi como el
rango empleado para cada uno de ellos se muestran en la Tabla 1.

Para optimizar el proceso de extracciéon se empled un disefio de experimen-
tos de Box-Behnken (BBD) con metodologia de superficie de respuesta, que
permite la reduccién del namero de experimentos a realizar, asegurando
la maxima informacién sobre la respuesta del sistema. Ademads, permite
el desarrollo de modelos matematicos para estudiar la influencia de cada
factor, asi como sus interacciones, y evita la realizaciéon de experimentos en
condiciones extremas [16].

Para la cuantificacién de los TPC se empled un espectrofotémetro Cary 60
UV-Vis (Agilent Technologies, CA, USA) y el procedimiento de Folin Cio-
calteau modificado [17]. Consiste en agregar 250 pL de muestra, filtrada
con un filtro de jeringa de 0,45 pm, 12,5 mL de agua destilada, 1,25 mL del
reactivo de Folin-Ciocalteau y 5 mL de carbonato de sodio al 20% a un ma-
traz aforado de 25 mL, enrasandolo finalmente con agua destilada.

La reaccién entre los compuestos fendlicos de la muestra y el reactivo de
Folin-Ciocalteau forma un complejo de color azul, que absorbe a un méxi-
mo de 765 nm y cuya intensidad de color depende de la proporcién de
estos compuestos. Debido a la cinética de extraccién y la estabilidad del
complejo formado, las muestras se mantuvieron en la oscuridad durante
30 min, tiempo necesario para la formacién del complejo. Previamente se
realiz6 una recta de calibrado, usando el mismo procedimiento y acido ga-
lico como estandar, preparando patrones de concentracién conocida entre 1
y 1000 mg L. La recta de calibrado fue y = 0.00099x + 0.06311, R* = 0.9999.

La separacién y cuantificaciéon de las antocianinas se realizé6 mediante un
equipo de cromatografia Elite LaChrom Ultra System (VWR Hitachi, To-
kio, Japén), que consta de un detector UV-Vis L-2420U configurado a 520
nm, un horno de columna L-2300 trabajando a 50 °C, un automuestreador
L-2200U, dos bombas L-2160U y una columna Fused-Core C18 en fase re-
versa (Phenomenex Kinetex, CoreShell Technology, Torrance, CA, EEUU,
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2,1 x 100 mm, 2,6 pm tamarfio de particula). Para la separacién cromato-
gréfica se empled agua Milli-Q acidificada al 5% con acido férmico como
disolvente A y metanol puro como disolvente B, a un flujo de 0,7 mL min™,
una temperatura de 50 °C, un volumen de inyeccion de 15 pL y el siguiente
gradiente: 0.0 min, 15% B; 0,5 min, 25% B; 2,0 min, 25% B; 3,3 min, 30% B;
4,8 min, 40% B; 5,4 min, 55% B; 5,9 min, 60% B; 6,6 min, 95% B; 9,3 minutos,
95% B; 10,0 min, 15% B; 12,0 min, 15% B. Estas son las condiciones 6ptimas
obtenidas tras la optimizacién del método cromatografico con la finalidad
de conseguir la separacién mas efectiva de las antocianinas, es decir, la
mayor resolucién en el menor tiempo posible. Los extractos de aronia ne-
gra se filtraron con un filtro de jeringa de 0,22 pm antes de ser inyectados.
Para la cuantificacion, se realizé una recta de calibrado utilizando cloruro
de cianidina como estdndar de referencia y preparando patrones de con-
centracion conocida entre 0.1 y 29 mg L™ (y = 262231.56x + 2460.24, LOD =
0.186 mg L™y LOQ = 0,620 mg L™). Asumiendo que las diferentes antocia-
ninas tienen absorbancias similares y teniendo en cuenta sus pesos mole-
culares individuales, se prepar6 una curva de calibracién para cuantificar
cada antocianina. Los resultados se expresaron como suma de antocianinas
individuales.

La idoneidad de los métodos de extraccion desarrollados y optimizados se
aplicaron a una serie de muestras comerciales elaboradas con aronia negra
en diferentes formatos (polvo, cdpsulas y aronia cruda deshidratada).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Optimizacion del método de extraccion individual de TPC

Tras realizar la matriz de 54 experimentos indicada en el BBD para la opti-
mizacion de los 6 factores, el andlisis de la varianza (ANOVA) indica que el
modelo explica el 80.80% de la variabilidad total. Las variables e interaccio-
nes con p-valor inferior a 0,05 se consideran significativamente influyentes
en la respuesta con un nivel de confianza del 95% (Tabla 2). Concretamente
fueron el porcentaje de metanol, la temperatura, la amplitud y las inte-
racciones cuadraticas MeOH-MeOH y amplitud-amplitud. Teniendo en
cuenta Gnicamente estas variables, se obtuvo la ecuacién polinémica de
segundo orden reducida, que permite predecir de forma fiable los resulta-
dos experimentales:
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Compuestos fendlicos totales =
24,7014 + 3,7671 MeOH + 2,7221 Temperatura + 1,7705 Amplitud
-6,2810 MeOH? + 2,768 Amplitud?.

Los resultados se representaron graficamente mediante un diagrama de
Pareto (Figura 1). En este caso, la longitud de cada barra es proporcional al
valor absoluto de su efecto estandarizado asociado. La linea vertical repre-
senta el limite estadisticamente significativo con un nivel de confianza del
95%. Los factores que superan esta linea de referencia se consideran signi-
ficativos. El signo positivo o negativo hace referencia a una relacién directa
o inversa entre cada factor o interaccién y la respuesta. Teniendo todo esto
en cuenta, se observa la misma informacién mencionada anteriormente en
el ANOVA. Ademas, los tres factores mas influyentes en la respuesta tu-
vieron un efecto positivo, es decir, un aumento de los mismos favorece la
recuperaciéon de TPC en el extracto.

Las condiciones 6ptimas para la extraccion de TPC mediante UAE fueron:
58% de metanol a pH 3,87, una temperatura de 70 °C, una amplitud del 70%
del total (200 W), un ciclo de 0,7 s y una relacién muestra/disolvente de
0,5:17 g:mL. La concentracién media total de TPC en el extracto de aronia
obtenido en estas condiciones 6ptimas fue de 38,057 mg g

Una vez determinadas las condiciones 6ptimas de extraccién, se estudié el
tiempo optimo de extracciéon. Las extracciones se realizaron por duplicado
en periodos que oscilaron entre 2 y 30 min (Figura 2). A partir de los 5
minutos no se observaron diferencias estadisticamente significativas. Por
esta razon, se selecciond este valor como tiempo 6ptimo, ya que supone
un gran ahorro en cuestiones de tiempo de analisis. Finalmente, bajo estas
condiciones, se estudié la precisiéon en términos de repetibilidad y preci-
sion intermedia, obteniendo como resultados coeficientes de variaciéon de
3,44% y 3,98%, respectivamente, siendo inferior en ambos casos al 5%, que
se considera el limite para afirmar que un método es preciso en este tipo
de ensayos [18].
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3.2. Optimizacion del método de extraccion individual de TA

Se realiz6 un tratamiento estadistico similar para las antocianinas totales
presentes en la aronia (Tabla 3). En este caso, el anélisis explico el 93,78%
de la variabilidad total, lo que muestra una alta concordancia entre las res-
puestas medidas y estimadas. Las variables influyentes a un nivel de con-
fianza del 95%, aquellas que presentaron un p-valor inferior a 0,05 fueron:
porcentaje de metanol, temperatura, amplitud, ciclo, pH y las interaccio-
nes MeOH-MeOH, temperatura-temperatura y MeOH-temperatura. Estos
efectos e interacciones se muestran en la ecuacion polinémica de segundo
orden reducida, que proporciona resultados similares a los obtenidos con
la ecuacién completa:

Antocianinas totales = 0,1941 - 0,0371 MeOH + 0,0331 Temperatura +
0,0152 Amplitud + 0,0223

Ciclo - 0,0121 pH - 0.0616 MeOH? - 0.0167 MeOH ‘Temperatura + 0.0194
Temperatura?

Al igual que antes, estos resultados se pueden representar graficamente
mediante el diagrama de Pareto (Figura 3). Cabe destacar que el porcentaje
de metanol y la temperatura tuvieron un efecto mas relevante sobre la res-
puesta en comparacion con los demas factores. La temperatura, el ciclo y la
amplitud influyeron positivamente, es decir, un aumento de estos valores
favorece la recuperacién de TA. Por el contrario, el porcentaje de metanol
y pH tuvieron un efecto negativo.

Tras el correspondiente tratamiento estadistico de los datos, las condicio-
nes 6ptimas para la extracciéon de TA mediante UAE fueron: 34% de meta-
nol a pH 2, una temperatura de 70 °C, una amplitud del 70% del total (200
W), un ciclo de 0,7 s y una relacién muestra/disolvente de 0,5:13,5 g:mL. La
concentraciéon media total de TA en el extracto de aronia obtenido en estas
condiciones 6ptimas fue de 0,305 mg g™".

En la Figura 4, se observa que el tiempo 6ptimo de extraccién fue de 15
minutos, no observandose diferencias significativas a tiempos mayores. Fi-
nalmente, bajo estas condiciones, se estudié la precisién en términos de
repetibilidad y precisién intermedia, obteniendo coeficientes de variacién
de 3,12% y 3,42%, respectivamente, siendo inferior en ambos casos al 5%
que se considera el limite para afirmar que un método es preciso en este
tipo de ensayos [18].
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3.3. Discusion sobre cada variable que influye en la extraccion

La polaridad del disolvente de extracciéon es uno de los aspectos criticos en
la eficiencia de la extraccion [19]. Normalmente, se utiliza agua pura combi-
nada con otros disolventes organicos. Se ha informado que el metanol inhi-
be la actividad de las polifenol oxidasas y, de esta manera, reduce la degra-
dacién fendlica [20]. Ademas, se utilizaron disolventes acidificados debido
a su mayor estabilidad y capacidad de extraccién a valores bajos de pH [21].
Se puede observar como 6ptimo un valor intermedio del intervalo, que
viene determinado tanto por las caracteristicas del disolvente como por la
polaridad de los TPC y TA presentes en la aronia [22]. En el caso de TA, se
puede ver un porcentaje de metanol algo inferior, lo que indica que las an-
tocianinas son ligeramente mds polares que los compuestos fenélicos [23].

La temperatura también ha tenido una influencia notable, por lo que su
control es de gran importancia a la hora de extraer los compuestos bioac-
tivos de los frutos [24]. Se puede observar que, a mayor temperatura, ma-
yor cantidad de compuestos extraidos. Una temperatura elevada reduce la
viscosidad del disolvente y mejora su penetraciéon, aumentando asi el ren-
dimiento de extraccién. Ademas, provoca el debilitamiento de los enlaces
que mantienen unidos a los compuestos, lo que a su vez facilita la desor-
cién y aumenta su velocidad de difusién [25]. A pesar de obtener el valor
maximo del intervalo, no se considero trabajar a un nivel de temperatura
superior, ya que el metanol se puede evaporar. Ademés, las altas tempera-
turas pueden provocar la degradacién y fragmentaciéon de los compuestos
de interés [26].

Se ha demostrado que la amplitud también juega un papel importante en la
efectividad del proceso de extraccion. A medida que ésta aumenta, aumen-
ta el ntimero de ciclos de compresién y expansién de la onda ultrasénica
y, como consecuencia, dicha onda se administra de forma maés eficaz. Asi,
una mayor amplitud induce un efecto de cavitacién mas intenso y mejora
el proceso de extraccion [27]. Sin embargo, no se recomiendan valores su-
periores al 70% ya que se pueden producir salpicaduras y perderse parte
del extracto. Ademas, tras una busqueda bibliografica, se encontré que no
hubo diferencias significativas al emplear amplitudes mas altas [28]. En
cuanto al pH, no es recomendable el uso de disolventes a un pH inferior a
2, ya que podria ocurrir la hidrélisis acida de los compuestos fendlicos [29].

549



Centro universitario Santa Ana
COMUNICACIONES

Finalmente, en cuanto al volumen de disolvente empleado, se han obtenido
valores mas cercanos al extremo superior del intervalo. Una menor canti-
dad de muestra en un mayor volumen de disolvente (mayor variacién de
concentracion) resulté en un mayor gradiente y, por lo tanto, una mayor
extraccion, favorecida por la transferencia de masa [30].

3.4. Optimizacion del método de extraccion simultanea de TPCy TA

Tras el correspondiente tratamiento estadistico de los datos, se obtuvieron
las condiciones 6ptimas para maximizar la extracciéon simultanea de ambas
familias de compuestos (Tabla 4).

Al realizar la optimizacién de multiples respuestas, la concentracion de
TPC y TA que se puede extraer es ligeramente inferior a la que se obtiene
en la optimizacién individual. Sin embargo, no se observan diferencias sig-
nificativas, lo que permite afirmar que se pueden aplicar las condiciones
optimizadas para la extracciéon simultdnea en lugar de dos condiciones de
extraccion por separado para cada uno de ellos, con el consiguiente ahorro
de tiempo y costes.

Respecto a los factores analizados, resaltar que el porcentaje de metanol
es més préximo al obtenido para los compuestos fendlicos que para las
antocianinas; mientras que la temperatura, amplitud y ciclo tomaron exac-
tamente los mismos valores que para cada extraccién individual. El pH
toma un valor intermedio a los obtenidos en las optimizaciones simples.
Finalmente, el volumen de disolvente fue ligeramente superior al utilizado
para la extracciéon de cada compuesto biolégico especifico.

Al igual que antes, se hicieron ensayos de repetibilidad y precisién inter-
media, obteniendo valores de 4,16% y 4,37% para compuestos fendlicos y
3,20% y 3,73% para antocianinas, respectivamente, lo que pone de mani-
fiesto que se trata de un método bastante preciso con coeficientes de varia-
ci6én inferiores al 5% en todos los casos.

3.5. Aplicacién a muestras reales

Se evalu6 la idoneidad de los nuevos métodos de UAE desarrollados, tanto
en las condiciones de extraccion individuales como simultédneas, a cuatro
muestras comerciales de aronia negra. Cada uno de los ensayos se realiz6
por triplicado y los resultados se muestran en la Tabla 5, donde se describe
cada muestra.
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S3 mostré la mayor cantidad de TPC y TA. S1y S4 tenfan una concentraciéon
muy similar de compuestos fenélicos. En S1, la mayoria de los compuestos
fueron antocianinas, mientras que S4 tuvo un bajo contenido de este tipo
de compuestos. Esto puede deberse al hecho de que se trata de aronia seca
y una gran cantidad de antocianinas pudieron haberse degradado durante
el proceso de secado [31]. También puede deberse a la composicién de la
matriz inicial. La muestra S1 fue una muestra liofilizada comercializada en
forma de polvo, mientras que la muestra 54 consistia en granos de aronia
previamente liofilizados en un laboratorio. La concentracién mas baja de
compuestos fenodlicos se puede observar en S2. Esta muestra también ha
sido sometida a un tratamiento térmico, lo que puede provocar la degrada-
cién de parte de los compuestos.

Cuando se implementaron las condiciones 6ptimas para maximizar la ex-
tracciéon de ambos tipos de compuestos, los resultados fueron similares a
los obtenidos al aplicar las condiciones individuales optimizadas para cada
familia de compuestos biolégicos, es decir, se observé la misma tendencia
en las distintas muestras analizadas. Esto apoyaria el uso de este método de
extraccion simultdnea para ahorrar tiempo, costes y trabajo de laboratorio.

4. CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos, se puede afirmar que la UAE en con-
diciones 6ptimas puede considerarse un método eficaz, sencillo y rapido
para la extraccién de compuestos antioxidantes presentes en la aronia ne-
gra. Este estudio destaca el enorme potencial del desarrollo de un método
de extraccién simultdnea de TPC y TA, ya que no muestra diferencias sig-
nificativas con respecto a cada método desarrollado para la extraccién indi-
vidual de cada familia de compuestos, lo que supone importantes ahorros
en tiempo, costes y trabajo. Ademas, todos los métodos desarrollados mos-
traron alta precision en términos de repetibilidad y precisién intermedia,
con coeficientes de variacion inferiores al 5%. Las variables que mostraron
una mayor influencia sobre la respuesta fueron el porcentaje de metanol y
la temperatura.

Finalmente, se ha demostrado con éxito la aplicabilidad de los métodos
desarrollados para la extraccién y cuantificaciéon de los compuestos de in-
terés (por separado y conjuntamente) a varias muestras comerciales que
contienen aronia negra.
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TABLAS Y FIGURAS

Tabla 1: Rango de las variables de estudio para las experiencias del disefio
en UAE.

FACTOR VALORES
MeOH (%) 25-50-75
Temperatura (°C) 10-40-70
Amplitud (%) 30-50-70
Ciclo 02-045-0,7
pH 2-45-7
Ratio (g mL™) 0,5:10- 0,5:15 - 0,5:20
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Tabla 2: Analisis de la varianza (ANOVA) para compuestos fenélicos to-

tales (TPC).

COEFICIENTE

EFECTO ESTIMADO p-VALOR
MeOH 3,7671 0,0000
Temperatura 2,7221 0,0008
Amplitud 1,7705 0,0207
Ciclo 0,7091 0,3328
pH -1,0841 0,1434
Ratio -0,0772 0,9153
MeOH-MeOH —-6,2810 0,0000
MeOH-Temperatura —-0,2556 0,8389
MeOH-Amplitud -0,0607 0,9615
MeOH-Ciclo -0,0741 0,9335
MeOH-pH -1,5354 0,2283
MeOH-Ratio 0,9888 0,4340
Temperatura-Temperatura 1,4981 0,1839
Temperatura-Amplitud 0,9282 0,4624
Temperatura-Ciclo -0,7275 0,5638
Temperatura-pH 0,4708 0,5972
Temperatura-Ratio 1,3344 0,2934
Amplitud-Amplitud 2,7683 0,0181
Amplitud-Ciclo 0,8617 0,4948
Amplitud-pH 1,1837 0,3502
Amplitud-Ratio -0,4697 0,5980
Ciclo-Ciclo 1,7305 0,1269
Ciclo-pH -0,6086 0,6288
Ciclo-Ratio 1,0368 0,4123
pH-pH -1,8673 0,1008
pH-Ratio -1,7954 0,1610
Ratio-Ratio -1,6375 0,1477
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Tabla 3: Analisis de la varianza (ANOVA) para antocianinas totales (TA).

COMUNICACIONES

EFECTO COEFICIENTE ESTIMADO p-VALOR
MeOH -0,0371 0,0000
Temperatura 0,0331 0,0000
Amplitud 0,0152 0,0009
Ciclo 0,0223 0,0000
pH -0,0121 0,0061
Ratio -0,0075 0,0772
MeOH-MeOH -0,0616 0,0000
MeOH-Temperatura -0,0167 0,0249
MeOH-Amplitud -0,0076 0,2888
MeOH-Ciclo -0,0074 0,1475
MeOH-pH -0,0046 0,5212
MeOH-Ratio 0,0111 0,1259
Temperatura-Temperatura 0,0194 0,0043
Temperatura-Amplitud -0,0041 0,5650
Temperatura-Ciclo -0,0046 0,5194
Temperatura-pH 0,0067 0,1867
Temperatura-Ratio 0,0083 0,2474
Amplitud-Amplitud 0,0070 0,2717
Amplitud-Ciclo 0,0119 0,1016
Amplitud-pH -0,0010 0,8824
Amplitud-Ratio -0,0094 0,0695
Ciclo-Ciclo -0,0010 0,8736
Ciclo-pH -0,0062 0,3880
Ciclo-Ratio 0,0050 0,4810
pH-pH 0,0001 0,9900
pH-Ratio 0,0025 0,7230
Ratio-Ratio -0,0036 0,5613
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Tabla 4: Comparativa de las condiciones 6ptimas de extraccién de com-
puesto fenoélicos y antocianinas mediante UAE usando la optimizacién in-
dividual y multiple.

.. Compuestos
Compuestos |Antocianinas o
Factor 1. fenolicos totales +
fenolicos totales totales ..
Antocianinas totales
MeOH (%) 58 34 54
Temperatura (°C) 70 70 70
Amplitud (%) 70 70 70
Ciclo 0,7 0,7 0,7
pH 3,87 2 2,72
Ratio (mL) 0,5:17 0,5:13,5 0,5:18,2
Cantidad 6ptima 38,159 0,325 37,823 + 0,283
extraida tedrica (mg g™)

Tabla 5: Cuantificacién de los compuestos bioactivos (compuestos fenoli-
cos y antocianinas totales) (n = 3) en muestras comerciales de aronia negra
empleando las condiciones 6ptimas.

Muestras Compuestos G 5 I.{espuesta
q 2715 Antocianinas | madltiple de ambos
comerciales de fendlicos totales ) 1
At (mg g7) totales (mg g™) | compuestos (mg g™)
TPC/TA
_ Sl Aronia 34,9415 23,2470 ® 32,6105 / 21,9845
liofilizada en polvo
52011 éz;‘l’gz t;r;ada 13,4554 » 2,5728 12,0526 * / 2,1902 ®
S3: C;E’)Sn‘;;as de 51,1829 ° 26,9411 " 50,6458 @ / 24,0754 b
S4: granos de aronia A b . b
cruda deshidratada 37,1157 0,2982 35,4224 * / 0,2856

b Ta presencia de letras iguales en la misma fila indica que no hay diferencia signifi-
cativa segun el Test de Tuckey.
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Figura 1: Diagrama de Pareto para compuestos fendlicos totales (TPC).
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Figura 3: Diagrama de Pareto para antocianinas totales (TA).
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