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Abstract— This work aimed to optimize the ultrasound-assisted extraction conditions (time and ethanol concentration) of bioactive
compounds from discarded blueberry peel of the Emerald and Ventura varieties. For this, the Rotational Central Composite Design (RCCD)
and the Response Surface Methodology (RSM) were used to maximize the total phenolic compounds (CFT) and antioxidant capacity (AC),
individually and combined (CFT/CA). It was observed that the Emerald variety tends to contain higher levels of CFT, while the Ventura
variety tends to have higher levels of CA. From the response surfaces, it was determined that high levels of CFT and CA are obtained in the
blueberry peel of both varieties when the sonication time is in the range of 20 to 40 min and the ethanol concentration is between 40-70 %.
Finally, the conditions that allowed maximizing the levels of CFT, CA, CFT/CA were determined for the Ventura variety: CTT (59.5%
ethanol, 34.6 min), CA (45% ethanol, 40 min) and CFT/CA (58% ethanol, 36.5 min); and for the Emerald variety: CFT (50% ethanol, 29.1
min); CA (50.8% ethanol, 28.8 min) and CFT/CA (50.8% ethanol, 28.8 min). Under the UAE optimized conditions, values of CFT (3.05x104
ug GAE /g dry matter) and CA (9.14x104 ug of Trolox/g of dry matter) corresponded to the variety Ventura, while values of CFT (3.67x104
ug GAE /g dry matter) and CA (7.24x104 ug of Trolox/g of dry matter) corresponded to the variety Emerald.
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Resumen— El objetivo del presente trabajo fue optimizar las
condiciones de extraccion asistida por ultrasonido (tiempo y
concentracion de etanol) de compuestos bioactivos de la cdscara de
descarte de ardandano de las variedades Emerald y Ventura. Para
ello, se utilizo el Diseiio Compuesto Central Rotacional (DCCR) y
la Metodologia de Superficie de Respuesta (MSR) con el objetivo de
maximizar los compuestos fendlicos totales (CFT) y capacidad
antioxidante (CA) individualmente y combinado (CFT/CA). Se
observo que la variedad Emerald presenta una tendencia a
contener mayores niveles de CFT, mientras que la variedad
Ventura presenta mayores niveles de CA. A partir de las superficies
de respuesta, se determiné que se obtienen altos niveles de CFT y
CA en la cdscara de ardndano de ambas variedades cuando el
tiempo de sonicacion estd en el rango de 20 a 40 min y la
concentracion de etanol entre 40-70%. Finalmente, se
determinaron las condiciones que permitieron maximizar los
niveles de CFT, CA y CFT/CA para la variedad Ventura: CFT
(59.5% etanol, 34.6 min), CA (45% etanol, 40 min) y CFT/CA (58%
etanol, 36.5 min) y para la variedad Emerald: CFT (50 % etanol,
29.1 min); CA (50.8% etanol, 28.8 min) y CFT/CA (50.8% etanol,
28.8 min). Bajo las condiciones optimizadas de EAU, para la
variedad Ventura correspondieron valores de CFT (3.05x104 ug
GAE /g materia seca) y CA (9.14x104 ug de Trolox/g de materia
seca), mientras que para la variedad Emerald correspondieron
valores de CFT (3.67x104 ug GAE /g materia seca) y CA (7.24x104
ug de Trolox/g de materia seca).

Palabras clave-- subproductos de ardndano, optimizacion,
ultrasonido, biocompuestos, extraccion.

I. INTRODUCCION

Los arandanos (Vaccinium corymbosum) han ganado una
gran aceptacion en los consumidores, debido a sus cualidades
organolépticas y elevado contenido de compuestos fendlicos y
antocianinas, entre otros biocompuestos [1]. Sin embargo,
durante las actividades agricolas y de procesamiento
industrial, se generan alrededor del 20 al 30% de descartes y
residuos sélidos (semillas y piel) [2], los que generalmente se
eliminan, desaprovechando la gran cantidad de compuestos
bioactivos que se encuentran en estos subproductos [3]. Por lo
tanto, la reutilizacion de estos residuos se ha convertido en un
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tema esencial para la economia y la sostenibilidad de los
procesos industriales [4], ya que a partir de estos subproductos
agricolas podrian obtenerse diversos biocompuestos.

En los residuos de arandano, se ha reportado que hay
biocompuestos que estan localizados en gran proporcion en el
epicarpio (cascara) del arandano [5]. En la céscara, se han
identificado diversos compuestos bioactivos como taninos,
saponinas,  antocianinas, antocianidinas, flavonoides,
flavonoles y &cidos fendlicos [5-7]. Estos compuestos pueden
llegar a ejercer actividades bioldgicas con efectos beneficiosos
en la salud como antioxidante, antiobesidad, antiinflamatorio,
neuropretectora, cardioprotectora y anticancerigeno [8-10].

El interés en aprovechar estos componentes valiosos para
la industria ha motivado la bdsqueda de métodos innovadores
destinados a optimizar la extraccién de dichos compuestos. En
ese sentido, la extraccion asistida por ultrasonido emerge
como una técnica prometedora y ecologica para obtener
compuestos bioactivos de plantas, ya que logra un rendimiento
elevado con un uso reducido de solventes y tiempo, siendo
especialmente efectivo para compuestos sensibles a la
temperatura [11, 12]. Esta tecnologia, impacta en la estructura
celular de las plantas, causando fragmentacién, desgaste,
formacién de poros, fuerza de corte y cambios en la matriz
celular [13, 14]. En consecuencia, este procedimiento favorece
la liberacion de compuestos bioactivos de las matrices
vegetales después de la modificacion celular [15]. Hasta la
fecha, solo se ha encontrado un estudio sobre la optimizacién
de la extraccion asistida por ultrasonidos de compuestos
bioactivos en muestras de ardndanos entero y liofilizado [16],
mas no de la piel de estos ni de las variedades Emerald y
Ventura.

En este contexto, el objetivo de este trabajo fue optimizar
las condiciones de extraccidn asistida por ultrasonido (tiempo
y concentracion de etanol) mediante el uso de un disefio
compuesto central rotacional (RCCD) para obtener el maximo
contenido de compuestos fendlicos totales y capacidad
antioxidante de la céscara de ardndano (Vaccinium
corymbosum) variedades Emerald y Ventura.
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I1. MATERIAL Y METODOS

A. Procesamiento del ardndano de descarte

El ardndano de descarte var. Emerald y Ventura fue
proporcionado por la empresa Agrovision Peru S.A.C. Las
cascaras fueron separadas, se lavaron superficialmente y se
coloco a secar por conveccion utilizando una estufa con flujo
de aire forzado (Memmert UF 110 plus, Alemania). Para ello,
las muestras se extendieron sobre un soporte de aluminio y se
colocaron en la estufa a 40 °C y 0.8 m/s de velocidad de aire.
Después del secado, las cascaras de ardandano presentaron una
humedad final de 8.96% (Emerald) y 10.35% (Ventura),
determinado por un analizador de humedad (A&D MX-50,
Jap6n). Posteriormente, fueron almacenados en bolsas
herméticas hasta su posterior extraccion (Fig. 1).

Subproductos de arandano
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Fig. 1 Descarte de arandano proporcionados por la agroindustria
AGROVISION Pert SAC (Olmos, Lambayeque, Per(), secado y obtencion de
extractos por extraccion asistida por ultrasonido (EAU).

B. Disefio experimental

Las condiciones para extraer los compuestos bioactivos se
definieron utilizando un disefio compuesto central rotacional
(DCCR), y los resultados se evaluaron utilizando el método de

superficie de respuesta (MSR) para definir los rangos éptimos
del proceso de extraccion. La Tabla | muestra los niveles de
las variables de independientes: tiempo de extraccion (t) y
concentracion de etanol (E) utilizado como solvente,
preparados a partir de etanol 99.5%. El experimento siguié un
disefio factorial 22 con cuatro ensayos (con niveles -1 y +1),
més 2x2 puntos axiales (con niveles -a y +a; a=1.41) y tres
puntos centrales (con nivel 0), totalizando once experimentos
(Tabla I1). Las respuestas (variables dependientes) fueron el
contenido fendlico total (CFT) y la capacidad antioxidante
(CA).
TABLA |

FACTORES CON NIVELES REALES Y CODIFICADOS EMPLEADOS EN EL DISENO

COMPUESTO CENTRAL ROTACIONAL (DCCR) PARA OPTIMIZAR LAS
CONDICIONES DE EXTRACCION

Factores —a -1 0 +1 +a

Tiempo (t, min) 5 10.13 22.50 34.87 40

Concentracién de

etanol (E, %) 45 52.47 70.50 88.53 96
TABLA I

MATRIZ DEL DISENO COMPUESTO CENTRAL GIRATORIO (DCCR) CON
NIVELES REALES Y CODIFICADOS DE LOS TRATAMIENTOS REALIZADOS

Niveles codificados Niveles reales

Treatment -
T E (%) t (min)
T 0 0 70.50 22.50
T2 1 1 52.47 10.13
T 1 41 88.53 10.13
T4 1 1 52.47 34.87
TS 1 1 88.53 34.87
T6 0 0 70.50 22.50
T7 14 0 45.00 22.50
T8 141 0 96.00 22.50
T 0 141 70.50 5.00
T10 0 141 70.50 40.00
Ti1 0 0 70.50 22.50

C. Extraccion asistida por ultrasonido (EAU)

Los extractos se prepararon utilizando las condiciones de
extraccion de la Tabla Il y una relacién solido-liquido de 0.03
g/ml. Para esto se colocaron ~1.5 g de céscara seca en un
matraz y se mezclaron con 50 mL de solvente (etanol a la
concentracion que corresponda a cada tratamiento segun la
Tabla I1). Inmediatamente después, se colocé el matraz con la
mezcla en el bafio de ultrasonido (DC-150H, MRC, Israel)
usando 4 L de agua como medio de inmersion, con frecuencia
de 40 kHz y densidad acustica (o potencia volumétrica real) de
28.70 = 2.45 W/L. La temperatura del agua se controld a 25 +
1 °C durante el tiempo de extraccion. Los extractos se
almacenaron refrigerados (1 °C) en recipientes protegidos de
la luz hasta su andlisis.

D. Compuestos fenélicos totales (CFT)
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Se utilizé el método de reduccion del reactivo de Folin-
Ciocalteu para expresar el contenido fendlico total (CFT). El
CFT se realizd con base en lo informado por Colucci et al,
Rojas et al Colucci, et al. [17], Rojas, et al. [18] con algunas
modificaciones. Para cada reaccion se mezclaron 2 mL de
agua destilada con 200 pL de extracto diluido (1:13) (para los
tratamientos T1, 2, 4, 6, 7, 10, 11) 0 1.9 mL de agua destilada
con 300 pL de extracto diluido (1:11) (para los tratamientos
T3, 5, 8, 9) y 100 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu 2N
(SIGMA-ALDRICH, Suiza) utilizando un agitador vortex.
Después de 5 min, la reaccion se complet6 afiadiendo 200 pL
de carbonato de sodio (Merck, Alemania). Se afiadi6 a la
reaccion 20% m/v, se mantuvo durante 60 min en oscuridad a
temperatura ambiente y se leyo la absorbancia a 765 nm
usando un Espectrofotémetro UV-Vis (Shimadzu UV 1900,
Japon). Se construyd una curva de calibracion con diferentes
cantidades (de 20 a 100 pL) de solucién de &cido galico (GA)
(acido 3,4,5-trihidroxibenzoico) (SIGMA-ALDRICH,
Alemania) de 250 pg/mL. El contenido fenolico total se
expreso en equivalentes de GA (ug GAE/g de materia seca).

E. Capacidad antioxidante (CA)

El método ABTS, descrito por Rojas et al, Viera et al
Rojas, et al. [18], Vieira, et al. [19] con algunas
modificaciones, se utilizo para expresar la capacidad
antioxidante (CA). El radical ABTS++ se gener6 segun Re, et
al. [20] por oxidacion de ABTS (sal de diamonio de ABTS
(acido 2,2'-Azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)
(SIGMA-ALDRICH, Alemania) 7 mM, con persulfato de
potasio  (SIGMA-ALDRICH, Alemania) 245 mM
(concentracion final). La mezcla se mantuvo en oscuridad por
un minimo de 16 h. Luego, la solucién de trabajo ABTS se
prepard diluyendo el radical ABTSe+ con etanol al 96% hasta
gue su absorbancia fue cercana a 0.700 a 734 nm utilizando un
equipo UV- Espectrofotometro Vis (Shimadzu UV 1900,
Japon) Para la reaccion se mezclaron 2 mL de solucion ABTS
con 30 pL de extracto diluido (1:13) (para tratamientos T1, 2,
4,6, 7,10, 11) o con 40 pL de extracto diluido (1:11) (para los
tratamientos T3, 5, 8, 9), luego se dejo6 la reaccion por 20 min
en oscuridad a temperatura ambiente y se leyo la absorbancia
a 734 nm. Se construy6 una curva de calibracién con
diferentes cantidades de Trolox (4cido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico) (SIGMA-ALDRICH,
Alemania) 0,5 mM (de 20 a 80 pL), la capacidad antioxidante
se expreso en ug de Trolox/g de materia seca.

F. Analisis estadistico

Para analizar la influencia de los factores se establecieron
ecuaciones polinomiales matemaéticas de disefio para cada
respuesta (CFT y CA), las cuales se analizaron mediante MSR
con un nivel de confianza del 95% (p < 0,05) basado en
andlisis de varianza (ANOVA). Los gréficos de superficie de
respuesta se realizaron con Statistica 7.0 y los niveles éptimos
de las variables de respuesta se obtuvieron con Statgraphics
Centurion XVL.I.

I11. RESULTADOS Y DISCUSIONES

Las Fig. 2 y 3 muestran el contenido de CFT y CA en los
extractos provenientes de cascaras de arandano variedad
Ventura y Emerald. Comparando el contenido de CFT y CA
entre las variedades, se observa que la variedad Emerald
presenta una tendencia a mayores niveles de CFT mientras que
la variedad Ventura presenta mayores niveles de CA. En
general, para ambos, se observan menores valores para
condiciones de extraccion de tiempos cortos (< 10 min) y
elevadas concentraciones de etanol (> 70 %). Este
comportamiento confirma que los compuestos fendlicos
presentes en las cascaras de arandano, como las antocianinas,
presentan naturaleza hidrofilica y soluble en agua [21, 22].
Ademas, las cascaras al estar secas necesitaron de un tiempo
previo de hidratacion para que posteriormente se lleve a cabo
la extraccion promovida por el ultrasonido, por lo que tiempos
muy cortos no tuvieron un efecto positivo en la extraccién.

En cuanto a los niveles de CFT mas altos obtenidos con los
tratamientos aplicados, los resultados muestran que las
cascaras de arandano variedad Ventura presentaron valores de
3.15x10* pg GAE /g materia seca (obtenidos con el T10, Fig.
2). Mientras que para la variedad Emerald, se encontr valores
de 3.6x10* pg GAE /g materia seca (obtenidos con el T7, Fig.
2). A la fecha, no existen estudios realizados especificamente
en cascara de arandano de las variedades aqui estudiadas. Sin
embargo, estudios previos sobre el CFT en arandanos
amazénicos enteros frescos reportaron niveles de CFT en las
variedades como C.hirta (1275 x 10* ug GAE /g materia
seca), C.rubra (1544 x 10* pg GAE /g materia seca),
C.capitellata (42 x 10* pg GAE /g materia seca), C.
japurensis (851 x 10* ug GAE /g materia seca) y C. postulata
(1670 x 10* pg GAE /g materia seca), los cuales fueron
sometidos a una doble extraccion con etanol y metanol [23].
Mientras que en otras bayas, Sady et al [21] reportan que el
fruto entero de aronia liofilizado, en una extraccién asistida
por ultrasonido y etanol como solvente, presenta 18.85 x 10*
ug GAE /g materia seca. Comparado con estos estudios
previos, los resultados de la presente investigacion muestran
cantidades inferiores. No obstante, muestran valores
superiores en comparacion con la baya de goji negro (1.87 x
10* ug GAE /g materia seca), que fue sometida de manera
integra (fruto entero) a un proceso de extraccion con metanol
[24].
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Fig. 2 Contenido fendlico total (ug GAE /g materia seca) encontrado en la

cascara de cada variedad de arandano en funcién de las condiciones de
extraccion aplicadas (Tratamiento) segiin DCCR (Tabla II).

Con respecto a la CA, los niveles mas altos obtenidos con
los tratamientos aplicados corresponden a 6.12x10% ug Trolox
/g materia seca (obtenidos con el T4, Fig. 3) para la Variedad
ventura. Mientras que para la variedad Emerald, se encontrd
valores de 7.32x10* pg Trolox /g materia seca (obtenidos con
el T7, Fig. 3). En los estudios previos, se reportaron que tanto
la baya de goji negra (45 x 10* pg Trolox /g materia seca) [24]
y la aronia (12.31 x 10* pg Trolox /g materia seca) [21],
observandose que estos valores fueron elevados comparacion
de las variedades de los ardndanos estudiados. Todas estas
diferencias podrian deberse a las diferentes condiciones de
extraccion, tipo de baya y la fraccion utilizada de la materia
prima para realizar los extractos.
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Fig. 3 Capacidad antioxidante (ug de Trolox/g de materia seca) encontrada en
la céscara de cada variedad de arandano en funcion de las condiciones de
extraccion aplicadas (Tratamiento) segiin DCCR (Tabla II).

En la Tabla Il se muestran las ecuaciones que describen el
CFT y CA en funcidon de las condiciones de extraccion
estudiadas: tiempo (t, min) y concentracion de etanol (E, %).
El valor R?indica el porcentaje en el que el modelo explica la
variabilidad en CFT y CA en cada caso. El coeficiente
estadistico R? para todos los casos fue superior al 97%. A
partir de los modelos de la Tabla Ill, se pudo predecir que los

valores de CFT y CA generaron diferentes superficies de
respuesta (Fig. 4).
TABLA I
ECUACIONES DE REGRESION AJUSTADAS A LOS DATOS EXPERIMENTALES DE
CFT Y CA PARA CADA SUBPRODUCTO

Subproducto Modelo R?

CFT =-11170.9 + 827.241*E + 986.603*t -

0,
7.8279*E? + 3.01365*E*t - 16.8685* 95.75%
Céscara Var.
Ventura CA = -53661.8 + 2416.78*E + 3223.16*t -
2 2 99.24%
18.5727*E* - 21.6226*E*t - 10.069*t
CFT =-16748.8 + 1173.21*E + 1658.33*t - 99 34%
11.5602*E2 - 0.620703%E*t - 27.975*t A
Céscara Var.
— . * *t -
Emerald CA = -20004.2 + 2211.08*E + 2517.36*t 97.88%

23.2574*E? + 5.27554*E*t - 48.4169*t*

En la Fig. 4 se muestran las superficies de respuesta
ajustadas en funcion de las condiciones de extraccion (t, E)
para CFT y CA en la cascara de arandano variedad Ventura (A
y B, respectivamente) y variedad Emerald (C y D,
respectivamente). Con respecto a los CFT, se observa que para
los tiempos de extraccion entre 30 a 40 min y concentracion
de etanol de entre 50 a 70% se obtienen los niveles mas altos
de CFT en arandano variedad Ventura (Fig. 4A); mientras que,
para la variedad Emerald los niveles mas altos de CFT se
obtienen en un rango de tiempos de extraccion entre 20 a 35
min y concentracion de etanol de entre 40 a 60% (Fig. 4C).
Por otro lado, los niveles més altos de capacidad antioxidante
para la variedad Ventura se obtienen en tiempos mayores a 35
min y concentraciones de etanol entre 40 a 60% (Fig. 4B); por
el contrario, los niveles méas altos de capacidad antioxidante
para la variedad Emerald se obtienen en un rango de tiempos
entre 20 y 35 min y concentraciones de etanol entre 40 a 55%
(Fig. 4D). Resumiendo, se obtienen altos niveles de CFT y CA
en la piel de arandano de ambas variedades cuando el tiempo
de sonicacion estd en el rango de 20 a 40 min y la
concentracion de etanol entre 40-70%. Esto confirma que
periodos prolongados de sonicacion (> 40 min) pueden
ocasionar una disminucién en los valores de CFT y CA, ya
gue en ciertas materias una prolongada extraccion en agua
puede dar lugar a la degradacion de algunos compuestos
deseados, disminuyendo asi el contenido de estos [25].
Asimismo, respecto al solvente utilizado, aunque el etanol
mejora la difusion de polifenoles al reducir la constante
dieléctrica del solvente acuoso, niveles demasiado altos
pueden deshidratar las células vegetales, dificultando su
transferencia al solvente. Por lo tanto, concentraciones tanto
excesivamente altas como bajas de etanol en agua afectan
negativamente la extraccion de compuestos fendlicos [26].

La combinacidon de niveles de factores para maximizar
tanto CFT como CA, se obtuvo mediante la funcién de
deseabilidad. Como resultado, manteniendo su respectiva
relacién S/L en cada subproducto, asi como las condiciones de
EAU, se obtuvo las condiciones Optimas de extraccion
detalladas en la Tabla IV.
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Fig. 4 Superficies de respuesta ajustadas en funcién de las condiciones de extraccion (t, E) para CFT y CA en la cascara de arandano variedad Ventura (A 'y B,
respectivamente) y variedad Emerald (C y D, respectivamente).

TABLA IV
CONDICIONES DE EXTRACCION ASISTIDA POR ULTRASONIDO (EAU) OPTIMIZADAS PARA CADA SUBPRODUCTO

Condiciones 6ptimas de EAU Valor tedrico de

respuesta

Subproducto Respuesta maximizada Temeeratura Etanol (%) t (min) (X 10* ng/ g
(°C) materia seca)
CFT 25.0 59.5 34.6 3.05
Cascara var. Ventura CA 25.0 45.0 40.0 9.14
CFTICA 25.0 58.0 36.5 3.04/8.24
CFT 25.0 50.0 29.1 3.67
Cascara var. Emerald CA 25.0 50.8 28.8 7.24
CFTICA 25.0 50.8 28.8 3.67/7.24

Para validar las condiciones de extraccion optimizadas, se
preparé un nuevo extracto bajo las condiciones de extraccion
definidas para maximizar CFT y CA al mismo tiempo (es
decir, la respuesta CFT/CA) en las cascaras var. Ventura,
obteniéndose valores de 3.23 + 0.04 x 10* pg GAE/ g materia
seca para los CFT y 9.02 + 0.81 x 10* pg Trolox/ g materia
seca para la CA. Observandose que estos valores fueron muy

similares a los valores tedricos de CFT/CA para la variedad
ventura (Tabla 1V), validando por tanto las condiciones de

EAU optimizadas para la matriz estudiada.

Sin embargo, es importante mencionar que pueden
encontrarse variaciones debido a variables externas
como origen de cultivo del ardndano, estacion de
cosecha, presencia de plagas, etc.
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IV. CONCLUSION

Las condiciones de extraccion asistida por ultrasonido
(EAU) de tiempo y concentracion de etanol fueron
optimizadas usando un Disefio Compuesto Central Rotacional
(DCCR) y aplicando la Metodologia de Superficie de
Respuesta (MSR), con el objetivo de maximizar los
compuestos bioactivos extraidos de cascara de arandano de
descarte variedad Emerald y Ventura. Se evidencié que la
variedad Emerald tiende a mostrar niveles mas elevados de
compuestos fendlicos totales (CFT), en contraste, la variedad
Ventura presenta mayores niveles de capacidad antioxidante
(CA). En general, se encontrd que se obtienen altos niveles de
CFT y CA en la piel de ardndano de ambas variedades cuando
el tiempo de sonicacion esta en el rango de 20 a 40 miny la
concentracion de etanol entre 40-70%. Finalmente, se
obtuvieron las condiciones de EAU que permitieron
maximizar las respuestas en cuanto a niveles de CFT (59.5%
etanol, 34.6 min), CA (45% etanol, 40 min) y CFT/CA (58%
etanol, 36.5 min) para la variedad de Ventura. De igual
manera para la variedad Emerald, se determind las
condiciones de EAU que permitieron maximizar los niveles de
CFT (50 % etanol, 29.1 min); CA (50.8% etanol, 28.8 min) y
CFT/CA (50.8% etanol, 28.8 min).

En futuros estudios se recomienda explorar los tipos de
compuestos bioactivos especificos extraidos bajo las
condiciones optimizadas, asi como la aplicacion de los
extractos como insumo para productos de la industria
cosmética y alimentaria.
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