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1. RESUMEN / ABSTRACT 

 

RESUMEN 

 

Existe un creciente interés hacia la recuperación de compuestos bioactivos 

(especialmente compuestos fenólicos) a partir de subproductos de vinificación ya 

que poseen un alto poder antioxidante y su consumo ofrece grandes beneficios 

para la salud, entre otros. El raspón de uva representa una rica fuente de este tipo 

de compuestos, particularmente estilbenos y flavonoides. En este trabajo, se ha 

estudiado la cinética de extracción de compuestos fenólicos totales (TPC) y 

flavonoides totales (TFC) del raspón de la uva a través de la extracción convencional 

sólido-líquido. Se ha analizado la influencia de los parámetros que rigen el proceso 

de extracción, tales como temperatura, relación sólido-líquido (RS-L) y tipo de 

disolvente (% EtOH en mezclas hidroalcohólicas). Además, se ha empleado la 

tecnología microondas (MW) como pre-tratamiento para aumentar el rendimiento 

de la extracción convencional de los compuestos polifenólicos, determinando las 

condiciones del proceso que optimizan las extracción de los compuestos de interés 

(TPC y TFC), para lo que se ha estudiado la relación sólido-líquido (RS-L), el tipo de 

disolvente (% EtOH en mezclas hidroalcohólicas) y el tiempo de irradiación.  

El rendimiento máximo de la extracción sólido-líquido (38.2 ± 1.0 mgGAE/gDS y 37.6 ± 

1.5 mgCATE/gDS para polifenoles y flavonoides respectivamente) se logró después de 

60 minutos a 75°C, con una RS-L 0.10 g/mL empleando como solvente una mezcla 

50:50 (v/v) de EtOH:H2O. El rendimiento aumenta al emplear pre-tratamiento con 

MW con respecto a la extracción convencional en un 16% en TPC (44.1 ± 1.2 

mgGAE/gDS)  y un 34% para TFC (47.6 ± 0.3 mgCATE/gDS). El tiempo requerido para 

lograr un rendimiento máximo también se redujo significativamente de 60 a 10  

minutos.  

La identificación de los compuestos fenólicos de interés se realizó a través de HPLC-

DAD-UV y MS/MS y los principales compuestos identificados y cuantificados en los 

extractos de raspón fueron estilbenoides como la ε-viniferin y el trans-resveratrol y 

flavonoides como la procianidina B2, la catequina y la epicatequina. Así también, se 
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ha demostrado la actividad antifúngica de los extractos contra Botrytis cinérea,  

gracias a su alto contenido tanto en estilbenos como flavonoides. 

 

ABSTRACT 

 

There is a growing interest in the recovery of bioactive compounds (especially 

phenolic compounds) from wine byproducts due to their antioxidant properties and 

the numerous health benefits derived from its consumption, among others. Grape 

stems are a rich source of this type of compounds, particularly stilbenes and 

flavonoids. The work presented here is a study of the extraction kinetics of total 

phenolic compounds (TPC) and total flavonoids (TFC) from grape stems by 

conventional solid-liquid extraction. Parameters such as solid-liquid ratio (g/mL), 

type of solvent (hydro-alcoholic mixtures) and temperature were also studied in 

conventional solid-liquid extractions. Once all the parameters were studied, the 

best operating conditions were selected. Furthermore, MW pre-treatments 

followed by solid-liquid extraction at selected conditions were also studied for 

intensifying polyphenolic compounds extraction. Process parameters for pre-

treatment were also investigated and optimized related to TPC and TFC, such as 

irradiation time, type of solvent (hydro-alcoholic mixtures) and solid-liquid ratio.  

Maximum extraction yield (38.2 ± 1.0 mgGAE / gDS and 37.6 ± 1.5 mgCATE / gDS for 

polyphenols and flavonoids respectively) was achieved after 60 minutes at 75ºC, 

with a RS-L 0.10 g/mL  and with a 50%vol. ethanol mixture. When MW was used as a 

pre-treatment (a prior step to the conventional extraction), the yield increases 16% 

for TPC (44.1 ± 1.2 mgGAE / gDS) and 34% for TFC (47.6 ± 0.3 mgCATE / gDS). The 

required time to achieve a constant yield was reduced substantially (from 60 to 10 

minutes). Putative identification of main extract compounds was performed by 

HPLC-DAD-UV y MS/MS. Main phenolic compounds identified and quantified in the 

extracts from grape stems were stilbenoides such as ε-viniferin and trans-

resveratrol and flavonoids such as procyanidin B2, catechin and the epicatechin. 

Furthermore, the antifungal activity of the extracts against Botrytis cinerea has 

been demonstrated, thanks to its high content in both stilbenes and flavonoids. 
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2. ANTECEDENTES Y ESTADO DEL ARTE 

 

La producción de vino representa una de las principales actividades agrícolas a nivel 

mundial, en la cual se generan grandes cantidades de desechos y subproductos 

ricos en compuestos bioactivos (especialmente compuestos fenólicos). La 

recuperación de estos compuestos constituye un punto clave para la revalorización 

de los subproductos del proceso de elaboración del vino ya que poseen un alto 

poder antioxidante y su consumo ofrece grandes beneficios para la salud, entre 

otros. 

 

Desde hace décadas se han estudiado diferentes alternativas de extracción de 

compuestos de alto valor añadido a partir de residuos y/o subproductos del vino. 

Para ello, se han empleado tanto tecnologías convencionales como no 

convencionales. Las tecnologías emergentes no convencionales representan una 

herramienta prometedora para mejorar el rendimiento de la recuperación de los 

polifenoles presentes en estos residuos, así como para convertirlos en más seguros, 

eficientes y sostenibles. El empleo de estas nuevas tecnologías, en muchos de los 

casos, conlleva ventajas relacionadas con la reducción del tiempo de extracción, la 

energía consumida, el uso de solventes orgánicos y el aumento de los rendimientos 

de extracción, en plena correspondencia con el concepto de extracción verde. En 

este sentido, la aplicación de la tecnología con microondas (MW) se presenta como 

una de las técnicas más eficaces y prometedoras para la recuperación de 

compuestos bioactivos a partir de residuos y/o subproductos de la uva. 

Por ello se ha considerado oportuno el estudio del empleo de la tecnología de MW 

como pre-tratamiento, o lo que es lo mismo, un paso previo a un proceso de 

extracción sólido-líquido convencional para la recuperación de compuestos 

fenólicos a partir del raspón de la uva. El microondas es una tecnología no 
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convencional que ya se ha empleado anteriormente en la recuperación de este tipo 

de compuestos a partir de subproductos vitivinícolas (hollejo, lías, materia vegetal, 

etc); pero hasta la fecha, no se había estudiado como etapa previa de pre-

tratamiento a la extracción sólido-líquido convencional específicamente en el 

raspón de la uva . 

 

2.1. Subproductos  de la industria vitivinícola y valorización: origen y 

características 

La producción de vino es actualmente una de las actividades agrícolas más 

importantes del mundo. No hay duda de que la viticultura constituye uno de los 

cultivos frutales más extendidos, siendo la especie de vid Vitis vinífera la más 

comúnmente cultivada para la producción de vino [1]. Las regiones productoras de 

vino más competitivas se encuentran principalmente en Europa (Italia, España, 

Francia, Alemania y Portugal) y América (EE. UU., Argentina y Chile), aunque 

también es un sector importante en Australia y Sudáfrica[2].  

Por su importancia en términos económicos, sociales y medioambientales, así como 

por ser una de las señas de identidad de la Marca Española en el terreno 

agroalimentario, el sector del vino es extraordinariamente importante para nuestro 

país. Según datos de la OIV (Organización Internacional de la Viña y el Vino) del año 

2017, España ocupa una posición relevante en la economía internacional del vino, 

ya que es el país con mayor superficie de viñedo (con casi un millón de hectáreas, el  

14% de la superficie total cultivada), con una producción de vino estimada en 33.5 

Mill. hL y el mayor exportador de vino a nivel mundial, en términos de volumen[3]. 
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Figura 1. - Producción mundial uva – OIV, 2017. 

 

El sector de producción de vino ha sido tradicionalmente visto como un proceso 

respetuoso con el medio ambiente; sin embargo, este sector requiere de una 

cantidad considerable de recursos tales como agua, fertilizantes y enmiendas 

orgánicas, combustible, etc. Por otro lado, produce una gran cantidad de efluentes 

residuales y desechos orgánicos entre otros los cuales deben ser tratados 

correctamente para que no representen un problema para el medio ambiente[4]. 

Se estima que la industria española del vino genera entre 2 y 3 millones de 

toneladas al año de residuos y subproductos, principalmente producidos durante el 

período de vendimia[5], lo que se traduce en que, para la producción de 100 L de 

vino blanco se generan aproximadamente 31,2 Kg de subproductos (semillas, 

hollejos, raspón y lías de vinificación mayoritariamente) y unos 25 kg de 

subproductos surgen de la producción de 100 L de vino tinto[6]. 

En la Figura 2se presenta el origen y el diagrama de flujo de los diferentes residuos 

y/o subproductos generados en cada una de las etapas del ciclo productivo del vino, 

desde el viñedo hasta su comercialización. 
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Figura 2. Diagrama de flujo de producción del vino[7] 

 

La mayoría de los residuos generados en una bodega (80-85%) son residuos 

orgánicos (Figura 3). 
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ORUJOS (62%)

LIAS (14%)

RASPÓN (12%)

LODOS DEPURADORA 
(12%)

 

Figura 3. Distribución de los residuos orgánicos generados [7] 

 

La cantidad y composición de los residuos derivados del proceso de vinificación 

dependen de la variedad de uva considerada y de las prácticas enológicas aplicadas 

[8]. Los principales subproductos sólidos, raspón y orujo, se generan, 

respectivamente, en las etapas de despalillado y prensado [9]. De forma adicional, 

en todos los casos, se obtiene toda una serie de lías y/o fangos ligados a las 

operaciones de trasiego, fermentación y clarificación; así como un volumen 

importante de aguas residuales a raíz de la limpieza y desinfección de los equipos 

[10]. El orujo está constituido por piel, pepitas y restos de pulpa de uva. El orujo 

representa entre el 10 y 20%, en unidades de peso fresco, de la uva procesada en la 

elaboración del vino, oscilando su contenido en pepitas entre un 20- 30% en función 

de la variedad [11]. Por su parte, el raspón es el elemento leñoso del racimo de uva 

que sirve de soporte para las bayas. En unidades de peso fresco, este subproducto 

representa entre el 8 y el 12% del racimo [12]. Ambos residuos vitivinícolas son muy 

heterogéneos, presentando cada uno de ellos una composición propia que, a su vez, 

depende de la variedad de uva considerada[13]. 

Los residuos generados a lo largo del proceso de producción vitivinícola son 

mayoritariamente no peligrosos, a excepción de los envases de productos químicos 

y/o fitosanitarios y aquellos procesos en los que se emplea SO2 en cualquiera de sus 

formas. 

Los orujos, las lías y el raspón de la uva son considerados residuos no peligrosos, 

pero debido al carácter estacional de su producción y a la gran demanda química y 
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biológica de oxígeno que presentan estos residuos, el almacenamiento, 

transformación y/o eliminación de tal cantidad de subproductos constituye un serio 

problema en términos ecológicos y económicos [14][15][16]. Por otro lado, éstos 

contienen una variedad de compuestos naturales de alto valor añadido y 

comercialmente atractivos, como son los taninos, el ácido tartárico o los 

polifenoles, susceptibles de ser valorizados[17].  

Los orujos y las lías se utilizan como subproductos y se han recuperado 

tradicionalmente al utilizarlos como materia prima en otros sectores industriales 

[18][19]. Los orujos se usan parcialmente en alimentos para animales y, a nivel 

industrial, para la extracción de compuestos bioactivos/polifenoles. Otros, sin 

embargo, no se suelen valorizar debido a su bajo valor económico, por lo que el 

raspón y los lodos de aguas residuales son generalmente incinerados o llevados a 

un vertedero y/o gestor de residuos. De hecho, las aplicaciones actuales de tallos y 

raspones de la uva, mucho menos estudiado, se limitan esencialmente a su uso 

como fertilizantes [20][21]o para producir compost o para alimentar a los rumiantes 

[22]. 

Aunque es necesario profundizar más en la viabilidad y rentabilidad de su 

valorización, estudios preliminares sobre la química del raspón de la uva indican 

que puede ser una potencial fuente natural de principios bioactivos (compuestos 

polifenólicos)[13][16][23]. Además el perfil y contenido polifenólico original del 

raspón se preservan prácticamente intactos debido a que dicho subproducto se 

descarta directamente[24]. Por lo que su revalorización constituye una gran 

oportunidad para aumentar el valor añadido de este resido, reducir su impacto en 

el medio ambiente y establecer nuevos procesos que proporcionen fuentes 

adicionales de ingresos [9]. Esta búsqueda cobra mayor sentido cuando dichos 

residuos poseen un impacto directo que reduce la sostenibilidad y la viabilidad de 

las actividades socio-económicas agroalimentarias [25], al mismo tiempo que hace 

frente a la creciente presión legislativa sobre la mitigación del impacto 

medioambiental de sus actividades [26].  
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2.2. Compuestos fenólicos: origen, clasificación, propiedades e interés industrial 

En el reino vegetal, los compuestos fenólicos constituyen el segundo grupo de 

sustancias químicas en abundancia tras el de los carbohidratos[27]. Su biosíntesis 

ocurre durante el metabolismo de la planta  y/o como respuesta a condiciones de 

estrés tales como infección, heridas e irradiación UV a través de la vía del ácido 

siquímico y/o del metabolismo fenilpropanoide)[28][29][30]. 

Desde un punto de vista químico, los compuestos fenólicos o polifenoles 

constituyen una gran familia de moléculas orgánicas de muy diversa y heterogénea 

estructura y reactividad. No obstante, tal y como su nombre indica, todos ellos 

incluyen como mínimo un núcleo aromático substituido con uno o varios grupos 

hidroxilo.  

Los compuestos fenólicos pueden clasificarse en función del número y distribución 

de los átomos de carbono que lo componen o la longitud de la cadena alifática 

unida al núcleo aromático [31]. No obstante, el criterio de clasificación más utilizado 

para describir la fracción fenólica es el basado en la naturaleza y estructura de su 

esqueleto carbonado, dividiendo los polifenoles en compuestos no-flavonoides y 

flavonoides (Figura 4). Ambos grupos se dividen a su vez en diferentes subfamilias 

químicas, cuyas características estructurales determinan su función fisiológica en el 

metabolismo secundario de la vid, así como su papel en la posterior configuración 

de la calidad organoléptica del vino [32].  

 

Figura 4. Clasificación de los compuestos fenólicos [33]. 
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La composición fenólica de la uva y de sus subproductos, tanto a nivel cuantitativo 

como cualitativo, depende de un gran número de factores que incluyen desde el 

entorno agroclimático involucrado en su desarrollo hasta la variedad en estudio, el 

tejido considerado (piel, pepitas, orujo o raspón) y las prácticas vitivinícolas 

efectuadas [34][35][36]. Las uvas son particularmente ricas en polifenoles 

bioactivos, especialmente flavonoides (antocianinas, flavonoles y flavanoles), 

estilbenos  y ácidos fenólicos [37]. En particular y con respecto a la familia de 

estilbenos, la fitoalexina trans-resveratrol se sintetiza como respuesta a diversas 

formas de estrés biótico y abiótico, tales como infección fúngica (Botrytis cinerea, 

Plasmopara vitícola, etc.), daño a los tejidos vegetales, heladas, iones de metales 

pesados, etc. El trans-resveratrol y su glucósido trans-piceido constituyen los 

precursores biosintéticos de diversos polifenoles bioactivos, tales como los 

pterostilbenos [38], α- y ε-viniferin [39]. 

Los polifenoles exhiben una amplia gama de efectos biológicos y fisiológicos tales 

como antialergénicos, antiarterogénicos, antiinflamatorios, antitrombóticos, 

antioxidantes, antimicrobianos (antiviral, antibacteriano, antifúngico), y 

moduladores de diversos sistemas enzimáticos. Con respecto a los efectos 

saludables sobre el organismo derivado de la ingesta de compuestos fenólicos de 

origen vínico destacar su actividad como anticancerígeno, cardioprotector, 

dermoprotector, hepatoprotector y neuroprotector [40]. 

La capacidad antioxidante que presentan estos compuestos les permite prevenir 

y/o inhibir los procesos oxidativos y bloquear la incidencia-ataque de radicales 

libres, tanto en los alimentos como en el cuerpo humano [41]. Los efectos 

beneficiosos para la salud humana se han demostrado en estudios experimentales 

sobre la oxidación del colesterol LDL, agregación de plaquetas, y sobre las 

enfermedades cardiovasculares [42][43][44]. Así, existen distintos  estudios sobre 

resveratrol y otros polifenoles del vino que intervienen en la prevención de 

enfermedades cardiovasculares, gracias al hallazgo epidemiológico conocido como 

“la paradoja francesa”, que ha demostrado la correlación inversa entre el consumo 

de vino tinto y las incidencias de enfermedades cardiovasculares [45][46]. Además, 
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el trans-resveratrol presenta propiedades anticancerígenas significativas [47],  

antiinflamatorias, antibacterianas [48] y  fitoestrógenas [49].  

El interés de los compuestos fenólicos, no sólo viene determinado por los efectos 

fisiológicos saludables vinculados a su consumo, sino que también se relaciona con 

su influencia directa en las características organolépticas del producto. En el campo 

de la alimentación, la incorporación de compuestos fenólicos como ingredientes 

funcionales contribuye al color, sabor, aroma y estabilidad oxidativa del producto 

[28]. Concretamente, los antocianos se utilizan como colorantes alimentarios 

naturales dada su elevada solubilidad en agua y la amplia gama de colores que 

pueden proporcionar en función del pH del alimento [50][51][52]. Así mismo y con 

el fin de reducir el posible riesgo de toxicidad, son numerosos los estudios que 

promueven la substitución de compuestos de síntesis por compuestos fenólicos de 

residuos de origen vegetal como antioxidantes naturales[36][41]y también como 

compuestos antimicrobianos [53][54][55][56].  

Con respecto a las propiedades antifúngicas y antibacterianas de los compuestos 

polifenólicos, se sabe que su toxicidad en microorganismos se atribuye a la 

inhibición enzimática por oxidación de compuestos. Existen en la naturaleza 

microorganismos fúngicos que resultan patógenos contra los cultivos y que generan 

enormes daños a las cosechas. La investigación y desarrollo de productos biológicos 

de origen natural es de gran interés para restar los efectos negativos generados por 

los sistemas tradicionales de producción agrícola contra los patógenos que afectan 

a los cultivos. El uso y la aplicación de fitoquímicos bioactivos con propiedades 

antifúngicas representan una alternativa atractiva y eficiente para inhibir el 

crecimiento de varios patógenos fúngicos. Estos compuestos bioactivos se producen 

naturalmente en las plantas como metabolitos secundarios, los principales grupos 

con actividad antifúngica son los terpenos, taninos, flavonoides, aceites esenciales, 

alcaloides, lecitina y polipéptidos [57]. Los compuestos bioactivos de origen natural 

son biodegradables y seguras para su uso como una alternativa para el control de la 

enfermedad en una sistema de producción tradicional [58][59]. Y en relación con los 

compuestos bioactivos de origen vínico, dentro de la gran familia que son los 

polifenoles, podemos destacar como compuestos con evidenciada actividad 
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antifúngica los estilbenos como el resveratrol y flavonoides como los taninos 

(condensados o proantocianidinas e hidrolizables). Varios autores han demostrado 

la actividad biológica de algunos estilbenos como el resveratrol contra la Botrytis 

cinerea [60][61]. Así también, algunos autores han evidenciado la eficacia del 

resveratrol encapsulado en distintas matrices como antifúngico [62]. Así mismo, 

existen diversos estudios donde se ha investigado la actividad antifúngicas de 

taninos de origen vegetal[63]. 

Hasta ahora, las investigaciones de la evaluación de la composición fitoquímica y la 

actividad biológica de los residuos de vinificación se ha centrado principalmente en 

las semillas de uva, en los hollejos y la pulpa. Sin embargo, la información disponible 

sobre la composición y actividad biológica del raspón de uva sigue siendo escasa 

pese a que también albergan un importante contenido y amplia gama de 

polifenoles [64]. Esto es debido, en parte, a que este material no se consideró un 

residuo directo del proceso industrial (vinificación) sino como residuo indirecto de 

la actividad vinícola [65]. Los datos disponibles sobre la composición fitoquímica del 

raspón (Vitis vinifera L.) han evidenciado su contenido en flavan-3-ols [55], 

principalmente flavonoides y estilbenos, lo que pone de manifiesto propiedades 

antioxidantes significativas [22][66][67][68][24]. Algunas investigaciones 

relacionadas con lo anteriormente expuesto se han centrado en las propiedades 

antimicrobianas del raspón de la uva contra patógenos alimentarios [69]. Además, 

el raspón de uva representa una fuente rica en fibra dietética cuya ingesta tiene 

numerosos beneficios para la salud [70]. Algunos de estos beneficios están 

asociados con la protección frente al cáncer a nivel del sistema gastrointestinal, 

regulación del tránsito intestinal, la prevención de la obesidad, la reducción del 

riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares y el control / prevención de la 

diabetes. 

 

2.3. Tecnologías de extracción de compuestos bioactivos  

2.3.1. Procesos de extracción sólido-líquido 

La extracción sólido-líquido es una de las operaciones unitarias más ampliamente 

utilizadas en la industria alimentaria y, entre otros fines, se aplica en la 
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recuperación de ciertos compuestos bioactivos retenidos en la matriz de productos 

naturales [71]. En las últimas décadas, ha adquirido un papel determinante en el 

aislamiento de compuestos fenólicos de origen vegetal para su posterior utilización 

en la preparación de suplementos dietéticos o nutracéuticos, ingredientes 

funcionales y/o aditivos para productos alimentarios, farmacéuticos o cosméticos 

[72].  

Los disolventes más utilizados para recuperar polifenoles son metanol, etanol, 

acetato de etilo, acetona y mezclas [73]. Otros estudios evidencian que el agua es 

un buen disolvente para estos compuestos en relación a los solventes orgánicos. En 

los diferentes casos descritos en la bibliografía las proporciones de solvente - agua 

son muy variables pero tienen tendencia a estar en torno al 50% de solvente y 50% 

de agua [74]. Se está tendiendo al desarrollo de metodologías que utilizan 

disolventes biodegradables y/o no tóxicos tales como el agua y el etanol , en 

consonancia con el concepto “Green Chemistry”[75]. Así, Pérez-Serradilla et al., 

2011[76]recuperaron compuestos bioactivos de residuos vínicos usando mezclas de 

etanol y agua. La acetona y el metanol también se usaron para la recuperación de 

polifenoles a partir de este mismo tipo de subproductos[77].  

Un amplio espectro de la extracción convencional sólido-líquido (SLE) se ocupa del 

aislamiento/obtención de productos naturales procedentes de plantas y 

microorganismos. Los métodos tradicionales incluyen extracción Soxhlet, 

maceración, percolación, etc. Estas técnicas requieren mucho tiempo y emplear 

grandes cantidades de solventes. 

La extracción sólido-líquido es un proceso de transferencia de materia mediante el 

cual el compuesto de interés pasa desde la matriz del sólido hasta el seno de la fase 

líquida. Dicho mecanismo tiene lugar en dos etapas: una primera de lavado, en la 

que se produce una rápida transferencia del compuesto/s objetivo desde la 

superficie del sólido al disolvente; y una segunda etapa de transferencia de materia 

desde el interior del sólido mediante difusión [78]. En la mayoría de sistemas de 

extracción de la industria alimentaria, se asume que la segunda etapa es el paso 

limitante del proceso [72], debido a la resistencia natural que ofrece la fase sólida (a 

menudo tejidos de origen vegetal) a la transferencia de materia y/o penetración de 
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líquidos [79]. Como consecuencia el proceso es más lento, menos eficiente y 

requiere una mayor demanda energética y un mayor consumo de disolvente, 

haciendo ello menos interesante su uso a escala industrial [80][81]. Además, el 

proceso de extracción sólido-líquido es una operación heterogénea y 

multicomponente, para la que no existe una metodología universal capaz de 

recuperar todos los compuestos bioactivos de interés [28] y cuyo rendimiento es 

función de las condiciones experimentales y del material de partida [82].  

 

2.3.2. Tecnologías no convencionales 

Las tecnologías no convencionales basadas en la intensificación están atrayendo el 

interés de las industrias alimentarias debido a su gran potencial para recuperar de 

manera eficiente, sostenible y económica compuestos bioactivos presentes en los 

tejidos de origen vegetal empleando menos energía y reemplazando así los 

métodos convencionales de procesamiento [83][84]. Como ya se ha descrito, la 

extracción con disolventes convencionales es la técnica aplicada más extendida a 

escala industrial para extraer compuestos bioactivos de matrices de plantas entre 

diferentes fases. Sin embargo, estos métodos tradicionales se basan principalmente 

en procesos de calentamiento que, aunque facilitan la transferencia de materia 

entre las diferentes fases del sistema y la solubilidad de los compuestos, consumen 

mucha energía y pueden provocar la degradación de los compuestos termolábiles 

[85],conllevan mucho tiempo, de gran importancia a nivel industrial y consumen 

grandes cantidades de solventes orgánicos, lo que su pone también unos costes 

mayores en las etapas de separación y purificación de los extractos. Entre las 

técnicas empleadas para la extracción de polifenoles de matrices naturales de 

forma rápida y eficiente cabe mencionar la extracción asistida por microondas 

(MAE)[86]o con ultrasonidos de potencia (UAE)[87], la extracción con fluidos 

supercríticos (SFE),  la extracción acelerada con disolventes presurizados (PSE), 

entre otras [88]. Estas metodologías se caracterizan por acortar el tiempo de 

extracción, reducir el consumo de disolvente y energía, mejorar la calidad de los 

extractos e incrementar el rendimiento, produciendo una intensificación del 

proceso de extracción [89][90][91]. 
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Tanto la MAE como la UAE han sido utilizados principalmente a escala de 

laboratorio, sin embargo, para ambos ya se han encontrado aplicaciones a escala 

industrial[92].Un ejemplo de ello es la extracción de aceites de origen vegetal, 

germen de soja y una microalga marina cultivada rica en ácido docosahexaenoico 

(DHA) y, en comparación con los métodos convencionales, se han conseguido 

tiempos de extracción hasta 10 veces menores y los rendimientos que aumentaron 

entre un 50-500%. La mayoría de las técnicas antes mencionadas se ha empleado 

específicamente en la recuperación de polifenoles a partir de desechos y/o 

subproductos de la industria vitivinícola (Tabla 1). 

 

Tabla 1.- Comparativa métodos no convencionales de extracción de compuestos bioactivos 

[85] 
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Concretamente, para el raspón de la uva algunos estudios han puesto a punto un 

protocolo de extracción óptimo, rápido y seguro para estilbenos utilizando la 

extracción asistida por microondas (MAE). Este nuevo método permitió extraer 
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estilbenos en solo 5 minutos, a 125°C y con un 80% de etanol en el solvente de 

extracción, lo que permitió un incremento del rendimiento del 34 y 32% para trans-

resveratrol y ε- viniferin respectivamente con respecto a la extracción 

convencional(a 75ºC, con un 80% etanol y 15 minutos) [93]. Con la tecnología 

ultrasonidos (UAE), se ha optimizado un nuevo método para la extracción de 

estibenoides del raspón, donde la mayor recuperación se alcanzó en 15 min, a 75 °C 

y un 80% etanol como solvente para la extracción, lo que permitió un incrementó 

en la recuperación de trans-resveratrol en un 23% con respecto a la convencional 

(solvente etanol-agua 80:20 v/v, durante 5 minutos) [94]. Así también, la aplicación 

de descargas eléctricas de alta intensidad (HVED) permitió mejorar 

significativamente la extracción de flavan-3-oles y flavonoles del raspón. El 

procedimiento propuesto, 4 ms en medio pH = 2.5 con 50% etanol, permitió la 

liberación de casi un 35% de compuestos fenólicos (21% flavan-3-oles y 12% 

flavonoles) en comparación con la extracción hidroalcohólicas convencional (20ºC 

con 50% etanol como solvente durante 120 minutos)[95]. 

 

2.3.2.1. Tecnología microondas: fundamentos y aplicaciones 

Entre todas estas técnicas no convencionales anteriormente descritas (Tabla 1), se 

ha encontrado que la extracción asistida por microondas (MAE) proporciona buenos 

resultados y se presenta como una de las técnicas más eficaces para la recuperación 

de antioxidantes de la uva [96].  

Las microondas (MW) son una forma no ionizante de energía electromagnética con 

frecuencias que van desde 300MHz a 300 GHz (Figura 5). Esta energía se transmite 

en forma de ondas que penetran en la materia  e interactúa con las moléculas 

polares para generar calor. La energía de microondas actúa directamente sobre las 

moléculas por conducción iónica y rotación de dipolos y, por lo tanto, solo los 

materiales polares se pueden calentar en función de su constante dieléctrica.  



21 

 

 

Figura 5.- Espectro electromagnético de la radiación 

 

El calentamiento con microondas es causado por la interacción del campo eléctrico 

de radiación con la materia de manera que va a influir en el comportamiento 

molecular de la materia, como la rotación de dipolos o la migración de iones.  

 

 

Figura 6.- Comportamiento molecular con MW (rotación de dipolos y conducción iónica) 

 

Las principales variables que rigen un proceso MAE son el tiempo, la temperatura y 

la composición sólido-líquido además del tipo y la naturaleza del disolvente 

utilizado[97]. En este contexto, la extracción asistida por microondas se ha utilizado 

ampliamente para mejorar la extracción de compuestos activos de muchas matrices 

vegetales [98][99]. Sus principales ventajas frente a los métodos convencionales, 

son velocidades de calentamiento rápidas, tiempos cortos de extracción, proceso 

limpio de calentamiento que no genera desechos secundarios y la reducción del uso 

de disolventes orgánicos [93]. El mayor rendimiento de extracción de compuestos 

orgánicos obtenidos al utilizar microondas se atribuye a la rotación dipolar de las 

moléculas y al calentamiento generado en el solvente causado por esta radiación 

electromagnética [100]. 
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Esto es debido a que la radiación MW sobre una muestra provoca que sus 

moléculas vibren y ocurra fricción entre ellas generando calor desde el interior. El 

calentamiento por MW es un proceso in situ de transferencia de energía 

electromagnética a energía térmica, con una velocidad de calentamiento rápida si la 

energía electromagnética es absorbida de manera eficiente por la materia. Como el 

mecanismo no depende de la conductividad térmica de los materiales de los 

recipientes, el resultado es el calentamiento instantáneo y localizado de cualquier 

sustancia que reaccione ante la polarización dipolar y/o la conductividad térmica, 

los dos mecanismos fundamentales de la transferencia energética por microondas a 

las sustancias que están siendo calentadas[101]. Se puede decir que las microondas 

calientan toda la muestra de forma simultánea (Figura 7). 

 

Figura 7.- Diferencia entre la calefacción convencional y por microondas 

 

La ventaja del calentamiento con microondas es la ruptura de los enlaces débiles de 

hidrógeno que se liberan al medio reduciéndolo, este mecanismo afecta a la 

rotación molecular. La migración de los iones disueltos aumenta la penetración de 

disolventes en la matriz y por lo tanto la liberación de analito [87]. 

Se ha demostrado cómo la radiación de microondas, reduce las limitaciones de 

transferencia de materia interna mejorando el rendimiento logrado con MAE 

[102][62]. Esto es debido al doble efecto de la energía MW; por un lado, la 

irradiación mejora la lisis celular de materiales con grandes cantidades de agua 

debido al rápido calentamiento y evaporación del agua intracelular; y por otro, un 

efecto no térmico aparece como resultado de la alteración de los campos 

dieléctricos que podría proporcionar una ruptura de los enlaces de hidrógeno de las 

macromoléculas, rompiendo su estructura [86]. En cuanto a la extracción de 
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polifenoles de uva, la MAE permite obtener en tan solo 10min el doble de la 

cantidad de polifenoles que se extrae en 3h mediante una extracción convencional 

sólido-líquido [103]. Además, el aumento de la antocianina es notable: el 17.6% más 

de estos compuestos activos se obtienen por extracción de microondas [97].  

A pesar de todo ello, esta técnica presenta serias limitaciones de escalabilidad. La 

principal desventaja de MAE es su baja profundidad de penetración (no es posible 

irradiar uniformemente un recipiente grande); por ejemplo para una frecuencia de 

2.45 GHz y la mezcla de orujo de uva y disolvente, la penetración es de 

aproximadamente 2 cm [104][105].La alternativa para aumentar la profundidad de 

penetración es usar una frecuencia mayor, lo que implicará la contraproducente 

degradación de los compuestos derivado del efecto térmico. 

Por ello, una solución eficaz es utilizar las MW durante un tiempo de tratamiento 

eficaz y corto que permita que la irradiación de la materia sea homogénea (bajo 

tiempo de residencia) y que la cantidad de energía absorbida sea suficiente pero en 

condiciones más suaves que para la MAE evitando así la degradación de los 

compuestos activos [106]. Así lo han demostrado estudios recientes donde se 

empleó el pre-tratamiento con MW en uvas como un paso previo a la extracción 

convencional alcanzando tiempos de residencia bajos (por debajo de 120s) con un 

rendimiento en la extracción fue del  32% y del 85% para polifenoles y antocianinas 

con respecto a las técnicas convencionales [104]. Así mismo se usaron las (MW) 

como pre-tratamiento previo a la extracción convencional para aumentar el 

rendimiento de la extracción de antocianinas en lías, logrando un incremento del 

rendimiento del 50% con respecto a la extracción convencional, y logrando 

disminuir el tiempo de tratamiento de 15 a 5 minutos [107]. 

 

3. OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO 

 

La revalorización de uno de los subproductos generados por la industria vitivinícola 

menos estudiados y valorados, el raspón de la uva, constituye una necesidad desde 

el punto de vista económico y ambiental así como una gran oportunidad de 

recuperar compuestos bioactivos de interés presentes en esta matriz (antioxidantes 
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naturales, particularmente estilbenos y flavonoides)con buenas propiedades como 

antioxidantes y agentes antimicrobianos naturales, cuya existencia ya ha sido 

probada en diferentes  investigaciones. Así, tecnologías no convencionales como el 

MW ofrece importantes ventajas frente a las tecnologías convencionales que 

permite mejorar  el rendimiento de extracción de estos compuestos. Por ello, se ha 

demostrado que la aplicación de un MW eficaz y con un corto tiempo de 

tratamiento permite el reemplazo de las técnicas de extracción convencional o bien 

puede establecerse como método de pre-tratamiento a éste, facilitando la 

recuperación de los compuestos de interés.  

 

El objetivo general del presente trabajo se ha centrado en evaluar el efecto del pre-

tratamiento con microondas como etapa previa a la extracción sólido-líquido 

convencional, con el fin de mejorar el rendimiento de extracción de compuestos 

polifenólicos  (estilbenos y flavonoides principalmente)  presentes en el raspón de la 

uva para su aplicación potencial como antioxidantes y antifúngicos de origen 

natural. Así mismo se optimizarán las variables de extracción (tiempo de 

tratamiento, temperatura, composición del solvente, etc) permitiendo incrementar 

la recuperación de los mismos con respecto a las técnicas de extracción 

convencional. 

 

Para la consecución de este objetivo general se plantearon los siguientes objetivos 

específicos:  

 Caracterización de la composición y perfil fenólico de los extractos obtenidos 

del raspón de uva (Vitis vinífera L.) de variedad tempranillo. 

 Estudio y optimización de las variables que rigen los procesos de extracción 

convencional de compuestos fenólicos (polifenoles y flavonoides) presentes 

en el raspón de la uva (relación sólido-líquido, composición del solvente y 

temperatura ) 

 Estudio del efecto de la tecnología microondas en la extracción de 

compuestos fenólicos del raspón de la uva (contenido en polifenoles totales 

(TPC) y contenido en flavonoides totales (TFC). 
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 Optimización del protocolo de extracción sólido-líquido convencional con 

pre-tratamiento con MW. 

 Estudio de la capacidad antioxidante (ORAC) de los extractos obtenidos y 

ensayos in vitro para el estudio de la capacidad antifúngica sobre hongos 

fitopatógenos (Botrytis cinérea) y su comparación frente a un tanino ya 

comercializado con actividad antioxidante y antioxidásica. 

 

Para la consecución de los diferentes objetivos establecidos se definió el siguiente 

plan de trabajo: 

 

1.- Revisión bibliográfica y estado del arte de la técnica.  

Se ha realizado una amplia revisión bibliográfica con el fin de conocer las 

características y el potencial de la recuperación de los compuestos bioactivos de 

interés presentes en el raspón de la uva. Así mismo se han evaluado las distintas 

técnicas de extracción disponibles así como la viabilidad del empleo de las mismas 

para la recuperación de compuestos bioactivos presentes en el raspón de la uva 

para su posterior aplicación en el campo de la alimentación, la cosmética y la 

parafarmacia. 

 

2.- Puesta a punto de un protocolo de extracción de compuestos bioactivos de 

interés del raspón. 

En primer lugar, se han realizado distintas experiencias enfocadas a estudiar y 

seleccionar las variables más favorables que rigen la cinética del proceso de 

extracción de los compuestos fenólicos a través de técnicas convencionales sólido-

líquido. Las variables de operación estudiadas son la relación sólido-líquido (g 

soluto/mL solvente), la composición del solvente (%) y la temperatura (°C) 

Por otro lado, se ha realizado un diseño de experimentos enfocado a la evaluación 

de la tecnología MW como pre-tratamiento al proceso de extracción sólido-líquido 

con el fin de mejorar la eficiencia, rentabilidad y sostenibilidad del proceso, con 

respecto a los métodos de extracción convencionales. Así, se han determinado las 

condiciones óptimas de operación a emplear en el pre-tratamiento MW para la 
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extracción de compuestos fenólicos a partir del raspón. Y, en base a las condiciones 

óptimas ya establecidas tanto para el pre-tratamiento con MW como para el 

proceso de extracción sólido-líquido, se ha evaluado el rendimiento de ambos 

procesos en base al TPC y TFC. 

 

3.- Caracterización de extractos 

Los extractos obtenidos en las diferentes experiencias se han caracterizado para 

evaluar el rendimiento de la extracción alcanzada en cada uno de los casos en base 

a los valores de TPC y TFC. Así también, se han identificado y cuantificado por HPLC 

los compuestos polifenólicos presentes en los extractos obtenidos en los 

experimentos de extracción convencional S-L y con pre-tratamiento con MW. 

 

4.- Estudio de la capacidad antioxidante (ORAC) y evaluación de la actividad 

antifúngica de los extractos obtenidos a partir del raspón de la uva.  

Se ha llevado a cabo la evaluación del poder antioxidantes de los extractos 

obtenidos en los distintos ensayos a través de la medida de la capacidad 

antioxidante (ORAC).  

Así mismo se ha realizado un estudio in vitro para estudiar las propiedades 

antifúngicas de los extractos del raspón con el fin de probar sus posibles 

aplicaciones como agente protector frente a la aparición y desarrollo de la Botrytis 

cinérea, enfermedad de gran importancia para el sector vitivinícola. Además se ha 

comparado con un producto comercial con actividad antibotrytica comercialmente 

desarrollado para los problemas de la uva. 

 

4. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

4.1. Materia prima 

Los raspones de la uva, variedad tempranillo, fueron proporcionados por Bodega 

Matarromera (Valbuena de Duero, Valladolid) durante la campaña 2017 tras la 

etapa de despalillado-estrujado de los racimos. 
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Los raspones se secaron  al aire/sol  y posteriormente, para asegurar que el secado 

fuera completo, se metió en el horno a una temperatura de 65ºC durante 24 horas 

(Figura 7). Posteriormente se trituraron con ayuda de un picador manual (A320R1, 

Moulinex) y se obtuvo una fracción de materia de fragmentos de entre  3-6 mm 

aproximadamente (Figura 8) y se  almacenó a temperatura ambiente y protegidos 

de la luz (Figura 8) 

  

Figura 7.- Detalle del raspón fresco y seco 

  

 

Figura 8.- Detalle de la materia prima: raspón triturado  

 

4.2. Reactivos  

Para llevar a cabo las distintas extracciones (S-L convencional y MW) se han 

empleado son mezclas hidroalcohólicas (etanol absoluto parcialmente 
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desnaturalizado (Sigma-Aldrich) y agua acidificada (pH=3) con ácido sulfúrico (96% 

v/v, Sigma-Aldrich).  

Para la determinación del contenido en polifenoles totales (TPC) se utilizó: 

reactivo de Folin-Ciocalteu (Fluka), carbonato sódico anhidro (purificado, 99%; de 

Sigma-Aldrich), ácido gálico (≥98% Sigma-Aldrich) y agua (Milli-Q®Integral).  

Para la determinación del contenido en flavonoles totales (TFC) se utilizó: 

nitrato de sodio (Sigma-Aldrich), cloruro de aluminio (Sigma-Aldrich), hidróxido de 

sodio (Sigma-Aldrich) y agua (Milli-Q®Integral). 

Para la determinación de taninos condensados se empleó: ácido clorhídrico 

(37% Sigma-Aldrich). 

Para la caracterización por  HPLC de azúcares totales: Agua Milli-Q®Integral), 

ácido sulfúrico 0.01 N (Sigma-Aldrich). 

Para la caracterización por HPLC se ha empleado acido fórmico 98% PA-ACS, 

Panreac® (Barcelona, Spain), Acetonitrilo uso HPLC Plus Gradient-ACS+Reag. Ph. 

Eur.-Reac. . USP. Carlo Erba (Val de Reuil, France) y agua Milli-Q® water (Milli-Q® 

Integral). 

Los reactivos empleados para determinar la capacidad antioxidante son: 6-

hidroxi-2, 5, 7, 8-tetrametilcromano-2 ácido carboxílico [Trolox] (Sigma-Aldrich), 

2,2′-Azobis (2-methylpropionamidine) dihydrochloride [AAPH] (Sigma-Aldrich), 

Fluoresceína sódica (Sigma-Aldrich) y Fosfato de potasio dibásico (Sigma-Aldrich). 

Para el estudio de inhibición fúngica se empleó agar de extracto de malta 

(Panreac), agua destilada y el tanino comercial Tan Antibotrytis (Enartis). 

 

4.3. Métodos de extracción 

A continuación se describen las distintas técnicas de extracción que se han 

empleado en el presente proyecto de investigación:  

 

4.3.1. Extracción sólido-líquido convencional (Es-l) 

Las extracciones convencionales S-L se realizaron poniendo en contacto el 

disolvente deseado con 7 gramos de raspón seco (Figura 9). Parámetros como la 

relación sólido-líquido RS-L (0.1, 0.07 y 0.04 g/mL), tipo de solvente (etanol y mezclas 



29 

 

hidroalcohólicas que varían el % de etanol en 20, 50 y 80%) y temperatura (25, 50 y 

75ºC) se estudiaron para seleccionar las mejores condiciones para la extracción de 

los compuestos de interés. Se han mantuvieron constantes algunos parámetros 

como la velocidad de agitación (300 rpm), el pH (3) y el tiempo de extracción (60 

minutos). Se recogieron alícuotas cada 5 minutos. Se midieron las concentraciones 

de polifenoles totales (TPC) y flavonoides totales (TFC) de cada muestra para 

construir la curva de extracción cinética en diferentes condiciones. Las extracciones 

convencionales de S-L se realizaron por duplicado expresando los resultados como 

valor medio +/- desviación estándar (SD) y los datos se analizaron mediante la 

prueba de t-Student para ver las diferencias entre las distintas condiciones 

(muestras no pareadas, varianzas desiguales) con un valor de p de significación de 

0.05. 

 

Figura 9.- Detalle extracción S-L en placas calefactoras con termómetro y agitación 

(Fisherbrand) 

 

4.3.2. Pre-tratamiento con MW 

Los pre-tratamientos se han llevado a cabo en un microondas de laboratorio (CEM 

Discovery One Microwave (CEM Corp.) con software integrado Discovery (Figura 

10),  con una eficacia del 70% en la conversión de la potencia eléctrica a potencia 
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del microondas (potencia máxima 300W). La potencia se fijó en 300 W ya que se ha 

encontrado que los niveles de energía no tienen un efecto significativo en la 

extracción de los compuestos de interés 

[108]. 

 

Figura 10.- Detalle microondas CEM 

 

En el matraz del equipo se introduce la muestra (7.5 g raspón) y una cantidad 

específica de disolvente para alcanzar el RS-L deseado. La mezcla se homogeneizó 

antes de la irradiación con MW. Se estudiaron los tres parámetros principales que 

rigen en los pre-tratamientos: RS-L (0.5, 0.3 y 0.1 g / ml), mezcla de solventes 

(mezclas hidroalcohólicas que varían el porcentaje de agua en 80, 50 y 20%) y 

tiempo de aplicación de microondas (30, 60 y 90 s).  

La temperatura de cada experimento ha sido estimada a partir de la ecuación de 

estado de Peng-Robinson (Ec. 1), a partir de la presión alcanzada en el interior del 

matraz. 
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(Ecuación 1) 

Cuando se completó el pre-tratamiento MW, el recipiente se enfrió en un baño de 

agua y hielo y posteriormente se llevó a cabo la extracción S-L convencional en las 

condiciones favorables experimentalmente determinadas. El tiempo de extracción 

será de 30 minutos, durante los cuales se recogerá una alícuota cada 5 minutos. Las 



 

alícuotas recogidas son centrifugadas y almacenadas en el congelador para su 

posterior caracterización. 

 

Se realizó un diseño estadí

Statgraphics® Centurion XVII para obtener las condiciones óptimas para maximizar 

la eficiencia del proceso de extracción y el contenido en compuestos de interés de 

los extractos obtenidos. Se aplicó u

tipo Box-Behnken (CCD). El 

tratamiento que están en los puntos medios de los bordes del espacio experimental 

y requieren al menos tres factores continuos

Box-Behnken de tres factores. Los puntos del diagrama representan las corridas 

experimentales que se realizan:

Figura 1

 

Para verificar la reproducibilidad, se hizo un triplicado del punto central.

emplearon tres variables con tres niveles de respuesta (

punto central. Estos tres niveles corresponden a los valores mínimo (

máximo (+1) de cada variable. 

se muestra en la figura adjunta (Tabla

 

 

 

 

alícuotas recogidas son centrifugadas y almacenadas en el congelador para su 

 

Se realizó un diseño estadístico de superficie de respuesta utilizando el software 

Statgraphics® Centurion XVII para obtener las condiciones óptimas para maximizar 

la eficiencia del proceso de extracción y el contenido en compuestos de interés de 

los extractos obtenidos. Se aplicó un diseño estadístico de superficie de respuesta 

(CCD). El diseño de Box-Behnken tiene combinaciones de 

tratamiento que están en los puntos medios de los bordes del espacio experimental 

y requieren al menos tres factores continuos. La Figura 11 muestra un diseño de 

Behnken de tres factores. Los puntos del diagrama representan las corridas 

experimentales que se realizan: 

 

Figura 11.- Diagrama diseño Box-Behnken 

Para verificar la reproducibilidad, se hizo un triplicado del punto central.

emplearon tres variables con tres niveles de respuesta (-1, 0, 1) y un triplicado del 

. Estos tres niveles corresponden a los valores mínimo (-

1) de cada variable. Se obtuvieron un total de 15 experiencias tal y co

tra en la figura adjunta (Tabla 2): 
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Tabla 2.- Diseño de Box-Behnken para el análisis de superficie de respuesta. 

  
EXPERIMENTO  

RS-L Solvente  Tiempo  

(g/mL) %EtOH  (s) 

1 0.5  50 30 

2 0.3  20 30 

3 0.1  20 60 

4 0.5  20 60 

5 0.1  80 60 

6 0.5  80 60 

7 0.5  50 90 

8 0.3  50 60 

9 0.3  20 90 

10 0.1  50 90 

11 0.3  50 60 

12 0.3  80 90 

13 0.3  80 30 

14 0.1  50 30 

15 0.3  50 60 

 

FACTORES  NIVELES 

  - 0 + 

Rs-l (g/mL) 0.1 0.3 0.5 

%EtOH 20 50 80 

tiempo (s) 30 60 90 

 

Las respuestas obtenidas del análisis estadístico se ajustaron a un modelo de 

segundo grado (Ec.2) que tuvo en cuenta, no solo las interacciones individuales, 

sino también las relaciones cuadráticas entre las variables: 

 


 = �� + ∑ ���� + ∑ �����
� + ∑ ∑ �������

�
���

�
���

�
���

�
���      (Ecuación2) 

 

donde Y corresponde a la variable de respuesta, β0, βj, βjj y βij son coeficientes de 

regresión; X representa cada variable operativa. La evaluación estadística se realizó 

por análisis de varianza (ANOVA) con el fin de identificar qué factores contribuyen 

más a la respuesta. Los efectos con un valor P<0.10 son estadísticamente 

significativos con un nivel de confianza del 90%. En este estudio, se hizo el análisis 

estadístico para dos variables de respuesta TPC y TFC. 
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4.4. Métodos de análisis 

A continuación se describen los métodos analíticos empleados para la 

caracterización de los extractos obtenidos en los distintos ensayos realizados. 

 

4.4.1. Contenido en polifenoles totales (TPC)  

Los polifenoles totales fueron cuantificados mediante el método Folin-Ciocalteu que 

se basa en la capacidad de los fenoles para reaccionar con agentes oxidantes. El 

reactivo de Folin-Ciocalteu contiene molibdato y tungstato sódico, que reaccionan 

con cualquier tipo de fenol, formando complejos fosfomolíbdico-fosfotúngstico. La 

transferencia de electrones a pH básico reduce los complejos fosfomolíbdico-

fosfotúngstico en óxidos, cromógenos de color azul intenso, de tungsteno (W8O23) y 

de molibdeno (Mo8O23), siendo proporcional este color al número de grupos 

hidroxilo de la molécula. 

Brevemente, el protocolo  consiste en tomar un volumen de 40 μL de muestra 

diluida en una proporción adecuada en agua destilada se mezcla con 3000μL de 

agua miliQ y 200 μL de reactivo de Folin-Ciocalteau. Tras 5 minutos, se añade 500 

μL de Na2CO3 (saturado al 20%) a la disolución, y la mezcla se incuba a 40 ºC 

durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo, se mide la absorbancia de cada una 

de las muestras a una longitud de onda de 765nm en un espectrofotómetro UV-Vis 

(UV 2550 Shimadzu UV/VIS spectrometer, con software integrado UV-Probe).  

Los resultados de TPC fueron calculados usando una recta de calibrado para el ácido 

gálico (rango entre 50-800 ppm de ácido gálico) (Ec. 3): 

y=0.0009x-0.0133; R2= 0.997    (Ecuación 3) 

donde ‘ y’es la absorbancia a 765 nm  y‘ x’ la concentración de ácido gálico 

en mg/L. Los valores de TPC se han expresado en mg de equivalentes ácido gálico 

(GAE) por gramo seco de materia  seco (raspón) (mgGAE/g MS ) ± SD. 

 

4.4.2. Contenido en flavonoides totales (TFC)  

Los flavonoides han sido caracterizados por un método colorimétrico basado en la 

formación de complejos de aluminio, según el método de Pekal [109].Para ello, 100 

μL de muestra se mezclan con 1000 μL de agua mili-Q y 300 μL de NaNO2 (5% p/v). 
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Tras 5 minutos, se adicionan 500μL de AlCl3 (2% p/v). La mezcla reacciona durante 6 

minutos, y luego se añaden 500 μL  de NaOH 1M. Por último y tras 10 minutos, se 

diluye con 10 mL de agua mili-Q y se mide la absorbancia a 510 nm frente al blanco 

el espectrofotómetro UV-Vis.  

Los resultados de TFC fueron calculados usando una recta de calibrado para la 

catequina (rango entre 0-1000 ppm de catequina) (Ec.4): 

y=2.0421x-0.0229; R2= 0.999    (Ecuación 4) 

donde ‘y’ es la absorbancia a 510 nm y ‘x’ la concentración de catequina en mg/L. 

TFC se han expresado en mg de equivalentes de catequina (CATE) por gramo de 

materia seca (raspón) (mgCATE/g MS ) ± SD. 

 

4.4.3. Taninos  condensados o proantocianidinas 

Llamamos taninos a diversos compuestos fenólicos que tienen como característica 

común que precipitan con las proteínas en solución, y que ralentizan o inhiben las 

acciones enzimáticas por combinación directa con su fracción proteica. El método 

para la determinación de los taninos se basa en la propiedad que presentan los 

taninos condensados de liberar en medio ácido y caliente (hidrólisis ácida - reacción 

de Bate-Smith, 1954), por rotura de los enlaces intermonoméricos, un carbocatión 

muy reactivo que por oxidación da  lugar a antocianinas (principalmente cianidina y 

delfinidina)[110]. Por  esta razón la reacción de determinación se lleva a cabo a  90 

ºC  y en contacto con el aire. 

De forma abreviada el método consiste en la preparación de  2  tubos  a los que 

denominaremos A y B. En cada uno dispondremos lo siguiente: 

Tubo  A: 2 ml  de muestra  diluida 1:50, 1 ml  de agua destilada y 6 ml  de  HCl  12 N 

Tubo B: 2 ml  de muestra diluida 1:50, 1 ml de  agua destilada y 6 ml de  HCl  12 N 

El  tubo  A  se  tapa  y  se pone al baño María a   90 ºC  durante  30  minutos 

protegido de la luz.  El  tubo  B  se  deja  a  temperatura ambiente también 

protegido de la luz. Al cabo de  30  minutos de ebullición se saca el tubo A del baño 

y se deja enfriar en oscuridad.   Posteriormente  se  añade  1 ml  de  etanol  a   

ambos tubos  A  y  B y se miden las absorbancias a 550 nm en un espectrofotómetro 

UV-Vis. 
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Los resultados se expresan como mg equivalentes de cianidina/g MS (mgEC/gDS ) ± 

SD según la siguiente ecuación (E.5):  

C (g/L) = 19.33  × (AA – AB)   (Ecuación 5) 

 

4.4.4. HPLC-DAD-UV y MS/MS (High Performance Liquid chromatography) 

La identificación y cuantificación de los extractos se realizó a través de una 

colaboración con el IBET (Instituto de Biología Experimental y Tecnológica) en 

Oeiras, Portugal. Brevemente, la metodología utilizada se describe a continuación. 

Las muestras se analizaron por HPLC-DAD-UV y MS/MS, usando un sistema Waters 

Alliance 2695 Separation Module (Waters, Irlanda) equipado con una bomba 

cuaternaria, un desgasificador, un automuestreador y un horno de columna. El 

sistema de cromatografía líquida se acopló a un detector de matriz de fotodiodos 

996 PDA (Waters, Irlanda), y a un espectrómetro de masas MicroMass 

Quattromicro® API (Waters, Irlanda). Todos los datos fueron adquiridos y 

procesados por el software MassLynx® 4.1. La separación cromatográfica de los 

compuestos se llevó a cabo en una columna LiChrospher® 100 RP-18 de 5 μm 

LiChroCART® 250-4 de fase inversa dentro de un horno termostatizado a 35ºC. La 

fase móvil consistió en ácido fórmico (0,5% v/v en agua ultrapura) (eluyente A) y 

ácido fórmico al 0,5% v/v en acetonitrilo (eluyente B). El programa de gradiente 

utilizado fue 99:1 A:B durante 5 minutos, de 99:1 A:B a 40:60 A:B en 40 minutos, de 

40:60 A: B a 10:90 minutos: B en 45 minutos , se mantiene isocráticamente (90% B) 

durante 10 min, desde 10:90 A:B hasta 99:1 A:B en 10 min, y finalmente se 

mantiene isocráticamente (99:1 A:B) durante 10 min, a un caudal de 0.3 mL/min, 

con un volumen de inyección de 20 μL. El tiempo total de ejecución fue 120 min. 

Los espectros de absorción se adquirieron de 210 a 700 nm mediante un detector 

de fotodiodo array. 

La detección de espectrometría de masas en tándem (MS/MS) se realizó en un 

cuadrupolo triple Micromass® Quattro Micro (Waters®, Irlanda) utilizando una 

fuente de ionización por electrospray (ESI) que funcionaba a 120ºC y aplicaba un 

voltaje capilar de 2,5 kV y una fuente de tensión de 30 V. Los compuestos se 

ionizaron en modo de ión positivo o negativo, y los espectros eluidos de la columna 
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se registraron en el intervalo m/z 60 - 1500. Se usó nitrógeno de alta pureza (N2) 

como gas de secado y como gas de nebulización. Argón de ultra alta pureza (Ar) se 

usó como gas de colisión. Las energías de colisión se optimizaron para cada 

compuesto. El análisis se realizó en modo de monitoreo de reacción múltiple (MRM) 

para lograr una mayor selectividad y sensibilidad. Siempre que fue posible, se 

usaron dos transiciones para identificar y cuantificar los compuestos en las 

muestras, con una desviación máxima del 15% entre la relación MRM1 / MRM2. 

 

Los flavonoles se localizaron con una longitud de onda de 360 nm, ácidos fenólicos a 

320 nm, y compuestos fenólicos en general a 280 nm.  

 

4.4.5. Actividad antioxidante -ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) 

La capacidad antioxidante se determina a través de ensayos de capacidad de 

absorbancia del radical oxigeno [111]. Se midió la capacidad de la muestra para 

atrapar los radicales peroxilo del AAPH (2,2-azobis(2-amidinopropane) 

dihydrochloride) inhibiendo la oxidación de la fluoresceína sódica. Se usó tampón 

de fosfato (10 mM, pH = 7,4) como disolvente para todas las soluciones empleadas. 

Se emplearon estándares de Trolox para cuantificar la capacidad antioxidante. Se 

llenó una placa de 96 pocillos con una muestra de 25µl (estándar trolox o extracto 

diluido en agua) y 150 µl de sal sódica de fluoresceína (100 nM). La placa se incubó 

a 37 °C durante 30 min. La reacción se inició mediante la adición de 25 µl de AAPH 

240 mM. La fluorescencia se registró a través de un detector fluorescente BMG 

LABTECH Fluostar OPTIMA a la longitud de onda de emisión de 530 ± 25 nm y a la 

longitud de onda de excitación de 485 ± 20 nm, durante 90 min. Cada muestra se 

midió al menos seis veces.  

La capacidad antioxidante se calculó mediante ecuación de regresión entre la 

concentración de Trolox y el área bajo la curva de oxidación (AUC) de acuerdo a la 

curva de calibración de  Trolox (rango entre 5-40 μmol/LTROLOX) (Ec. 6): 

y=0.4328x-0.7811; R2= 0.9931  (Ecuación 6) 
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donde ‘y’ es el área bajo la curva  y‘x’ la concentración de Trolox en μmol/L. Los 

resultados se han expresado como μmol equivalentes de Trolox (TE) por  gramo de 

materia seca (raspón) (μmol TE/g MS) ± SD. 

 

4.4.6. Estudio in vitro de inhibición fúngica frente a Botrytis Cinerea 

Para el estudio de la capacidad de inhibición fúngica de los extractos, se realizaron 

ensayos in vitro de crecimiento fúngico para la B. cinérea según la metodología 

descrita por otros autores [62]. El hongo fue aislado de vides en el Campus de la 

Yutera de la Universidad de Valladolid. Tras la esterilización de todo el material en 

el autoclave se vierte en las placas Petri el agar con la concentración de los 

extractos y/o controles a estudiar, colocando en cada placa 25 ml de agar/agar (20 

ml) + solución (5 ml).Para ello se emplearon los extractos TPC y TFC óptimos a los 

que previamente se les eliminó el etanol en un rotavapor se  centrifugaron 10 

minutos a 7800 rpm, un control con agua, un control de agua con 5% etanol y un 

tanino antibotrytis comercial (TAN ANTIBOTRYTIS de la casa comercial ENARTIS) en 

una  dosis 4 veces superior a la dosis recomendada por el fabricante (20 g/hl).  

Cuando se solidificó el agar en las placas el hongo se colocó en el centro de la 

superficie de la placa. La concentración de los extractos empleados fue de 44,4 

mgGAE/gDS y 47,6 mgCAE/gDS para los óptimos de TPC y TFC respectivamente que, 

según la bibliografía, se encuentra de los rangos de inhibición del crecimiento para 

B. cinerea [112]. Todos los ensayos, incluidos los controles, se realizaron por 

quintuplicado y el área de crecimiento se calculó midiendo el diámetro en dos 

direcciones perpendiculares después de la incubación a 22º C durante una semana. 

Una vez medido, se evaluaron el valor promedio y la desviación estándar, y la 

prueba t de Student (muestras no pareadas, varianzas desiguales) con un valor p 

significativo de 0.05 para verificar si había diferencias significativas entre cada 

muestra 

 

4.4.7. Análisis estadístico 

Las medidas realizadas para la determinación analíticas se realizaron por duplicado 

expresando los resultados como valor medio +/- desviación estándar (SD) y los 



38 

 

datos se analizaron mediante la prueba de t-Student para ver las diferencias entre 

las distintas condiciones (muestras no pareadas, varianzas desiguales) con un valor 

de p de significación de 0.05 ó 0.10 según el caso. 

 

5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

Se ha llevado a cabo el estudio de la influencia de los principales parámetros que 

rigen una extracción sólido-líquido para poder estudiar las cinéticas de extracción 

para los compuesto de interés: polifenoles y flavonoides. 

Además y con el fin de mejorar la extracción de los compuestos polifenólicos del 

raspón de la uva, se propuso la irradiación con MW como una etapa previa a la 

extracción con S-L convencional, es decir como un pre-tratamiento previo. Los 

parámetros principales tales como RS-L, la composición del solvente (variando el % 

de etanol) y el tiempo de irradiación se variaron y se analizaron a través de un 

estudio estadístico de superficie de respuesta. 

 

5.1. Extracciones sólido-líquido  

Se han realizado distintas experiencias enfocadas a estudiar y seleccionar las 

variables que rigen la cinética de una extracción sólido-líquido de los compuestos 

fenólicos del raspón de la uva. Los parámetros estudiados fueron la relación sólido-

líquido (RS-L), la composición del solvente (% etanol-agua) y la  temperatura. Se han 

construido las curvas de la cinética de extracción para TPC y TFC y se han 

seleccionado las mejores condiciones para la extracción de los compuestos 

polifenólicos presentes en el raspón de la uva. 

 

En primer lugar se estudió la influencia de variación del RS-L en la extracción de 

polifenoles y flavonoides manteniendo el resto de parámetros constantes (25ºC y 

20:80 (%vol.) H2O:EtOH). Se obtuvieron las cinéticas de extracción con respecto al 

TPC y TFC en estas condiciones para valores del RS-L de 0.1, 0.07 y 0.04 g/mL según 

se muestra a continuación (Figuras 12 y 13). 
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Figura 12.- Curva cinética de extracción TPC. Estudio del RS-L (a 25ºC, 20:80 (%vol.) H2O:EtOH)  

 

 
 

Figura 13.- Curva cinética de extracción TFC. Estudio del RS-L (a 25°C, 20:80 (%vol.) H2O:EtOH) 

 
 

En las condiciones de estudio, el mayor rendimiento alcanzado en la extracción de 

polifenoles se alcanza para un RS-L de 0.07 g/mL con un contenido de 
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19.5±0.6mgGAE/gDS; mientras que para los flavonoides ocurre cuando el RS-L es de 

0.04 g/mL, obteniéndose 20.9±1.8mgCATE/gDS. A través del estudio estadístico no se 

han encontrado diferencias significativas en las concentraciones finales de 

polifenoles y flavonoides entre los distintos valores del RS-L (el estudio estadístico de 

los datos se muestra en la Tabla 8 dentro del apartado de Anexos), por lo que se ha 

seleccionado como mejor opción la relación que implique un menor consumo de 

etanol, es decir, el RS-L =0.10 g/ml, evitando así los problemas económicos y 

ambientales que implica el empleo de mayores cantidades de este tipo de solventes 

[113]. Esta relación S-L entra dentro de los rangos utilizados por otros autores en la 

bibliografía consultada: ratios de 1:8 [114][115] y ratios de 1:15 [95] para la 

recuperación de compuestos polifenólicos del raspón de la uva. 

 

En segundo lugar se estudió la influencia de la composición del solvente empleado. 

El resto de parámetros constantes (25°C, RS-L = 0.10 g/mL). Se obtuvieron las 

cinéticas de extracción con respecto al TPC y TFC en estas condiciones para valores 

de % de etanol en el solvente del 20, 50 y 80%  como se muestra a continuación 

(Figuras 14 y 15). 

 
Figura 14.- Curva cinética de extracción TPC. Estudio de la composición del solvente (a 25°C, RS-L = 

0.10 g/mL)  
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Figura 15.- Curva cinética de extracción TFC. Estudio de la composición del solvente (a 25°C, RS-L = 

0.10 g/mL) 
 

 
El rendimiento de la extracción de polifenoles y flavonoides muestra un aumento 

significativo al incrementar la cantidad de etanol de 20 al 50% en la mezcla ( 34.3 ± 

1.9 mgGAE/gDS y 31.8 ± 0.1 mgCATE/ gDS, para TPC y TFC respectivamente), como era 

de esperar[116]. Sin embargo, el incremento en la mezcla hidroalcohólica de un 

50% a un 80% de etanol (19.0 ± 1.9 mgGAE/gDS y 19.6 ± 0.7mgCATE/ gDS provoca una 

disminución en el rendimiento de la extracción.  A la vista de los resultados existe  

un valor óptimo por encima del cual aumentar la concentración de etanol no 

mejoraría los rendimientos de extracción. Por ello, se tomó la mezcla EtOH:H2O al 

50% (v:v) como la mejor opción para la recuperación de estos compuestos 

bioactivos. Esta mezcla está en concordancia con otros estudios realizados por 

varios autores que emplean mezclas hidroalcohólicas como solventes[95][117]. 

Otros autores, aunque mantienen la composición del solvente, han obtenido 

mejores resultados con porcentajes de etanol del 80% [118][115]. 

Según la bibliografía consultada, se sabe que los compuestos fenólicos son 

normalmente solubles en disolventes orgánicos polares. Las mezclas de alcohol y 

agua se usan comúnmente para fines de extracción [119]. Además, el etanol altera 
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las membranas celulares al actuar principalmente dentro de la bicapa de 

fosfolípidos de las membranas biológicas [120]y disminuye los enlaces de hidrógeno 

y las interacciones hidrofóbicas entre las procianidinas y el material de la pared 

celular [121][122][123],lo que ayudaría a la liberación de estos compuestos 

fenólicos unidos a la pared celular. Por otro lado, se sabe los estilbenos, y 

particularmente el resveratrol, son muy poco solubles en agua debido a que solo 

hay unos pocos grupos hidroxilo en su cadena de carbonos[124]. La capacidad del 

grupo hidroxilo para formar enlaces de hidrógeno imparte solubilidad en agua 

[119].Esto explicaría el aumento del rendimiento de la extracción al incrementar el 

% de etanol en el solvente. Sin embargo, tal y como se comprobado, un incremento 

elevado del % de etanol no mejora el rendimiento; lo que puede ser debido a 

diferencias de la estructura química entre las distintas familias de compuestos. 

También puede darse una deshidratación de la materia, lo que resultaría en una 

alteración de su estructura dificultando la extracción de estos compuestos. 

 

Por último se estudió la influencia de la temperatura empleada en la extracción de 

polifenoles y flavonoides manteniendo el resto de parámetros constantes (RS-L = 

0.10 g/mL y 50:50 (%vol.) EtOH:H2O). Se obtuvieron las cinéticas de extracción con 

respecto al TPC y TFC en estas condiciones para unas temperaturas de 25, 50 y 75°C 

como se muestra a continuación (Figuras 16 y 17). 
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Figura 16.- Curva cinética de extracción TPC. Estudio de la temperatura (a RS-L = 0.10 g/mL y 50:50 
(%vol.) EtOH:H2O)  

 
 

 
Figura 17.- Curva cinética de extracción TFC. Estudio de la temperatura (a RS-L = 0.10 g/mL y 50:50 

(%vol.) EtOH:H2O)  
 

La recuperación de polifenoles (TPC) como el de flavonoides (TFC) se ve 
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solubilidad de los compuestos y al aumento del coeficiente de extracción, 

mejorando la transferencia de materia y las interacciones materia-solvente [82]. 

Según los datos representados en las Figuras 16 y 17, las diferencias entre usar 25 ó 

50°C no son significativas (el estudio estadístico de los resultados se presenta en la 

Tabla 8 dentro del apartado de Anexos). Sin embargo, si se observa un incremento 

del rendimiento de extracción al elevar la temperatura a 75ºC, obteniendo 38.1 ± 

1.0 mgGAE/gDS y 37.6 ± 1.5 mgCATE/gDs para TPC y TFC, respectivamente. Por lo tanto, 

la temperatura seleccionada para optimizar la extracción ha sido 75°C, en 

concordancia con las condiciones empleadas por otros estudios realizados 

[115][93]. Otros autores emplean temperaturas inferiores; lo que les supone un 

aumento del tiempo de extracción [125].Se sabe que este tipo de compuestos se 

degradan a altas temperaturas; así por ejemplo, las antocianidinas se degrada a 

temperaturas superiores a 100ºC durante tiempos de exposición de 5-10 minutos 

[106]. Aunque en el perfil polifenólico de los extractos obtenidos no se han 

encontrado antocianidinas, que son los compuestos más lábiles, por lo que se ha 

considerado oportuno no realizar experimentos a mayor temperatura ya que no se 

dispone de equipamiento a presión que permita trabajar por debajo de la 

temperatura de ebullición. 

 

Del estudio de la influencia de cada uno de los parámetros, en la Tabla 3 se 

muestran las mejores condiciones seleccionadas para la extracción de polifenoles y 

flavonoides.  

Tabla 3.- Condiciones óptimas Extracción s-l convencional 

 

CONDICIONES ÓPTIMAS  

EXTRACCIÓN S-L 

Ratio solido-líquido 0.1 g/mL 

Composición solvente EtOH-H2O (pH=3), 50:50 (v,v) 

Temperatura extracción 75°C 
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5.2. Pre-tratamiento con MW 

5.2.1. Diseño de experimentos y resultados  

Se ha llevado a cabo el estudio del efecto de la variación de los parámetros que 

influyen sobre el rendimiento de la extracción con MW: la relación sólido líquido 

(RS-L), la composición del solvente (%EtOH) y el tiempo. 

Para determinar los valores óptimos de las variables y maximizar la eficiencia del 

proceso de extracción de compuestos polifenólicos, se realizó un diseño estadístico 

de superficie de respuesta (tipo Box-Behnken) para tres factores (RS-L, %EtOH y 

tiempo) y 3 niveles (-1, 0, +1), obteniéndose un total de 15 experimentos con un 

triplicado del punto central. 

 

 Tabla 4. Condiciones y resultados para el diseño experimental de superficie de respuesta 

(Box-Behnken) 

 

 

De acuerdo al diseño estadístico propuesto, en la Tabla 4 se recogen los resultados 

experimentales obtenidos del cálculo de TPC y TFC tras el pre-tratamiento con MW, 

así como la presión y temperatura alcanzada en cada experimento. Para optimizar 

el pre-tratamiento con MW y determinar los valores óptimos de cada una de las 

variables que influyen en el proceso, las concentraciones polifenoles y flavonoides 

Rs-l EtOH time TPC TFC

(g/mL) (%) (s) (mgGAE/gDRY STEM) (mgCAT/gDRY STEM)

1 0.75 50 30 51.3 35.1 2.2 93

2 0.50 20 30 9.8 8.80 1.3 61

3 0.25 20 60 42.4 35.7 2.5 83

4 0.75 20 60 29.9 29.9 3.2 93

5 0.25 80 60 27.6 20.4 1.8 90

6 0.75 80 60 30.4 29.9 3.4 109

7 0.75 50 90 28.5 27.9 4.5 117

8 0.50 50 60 45.8 31.7 3.6 109

9 0.50 20 90 8.80 8.00 4.5 106

10 0.25 50 90 38.4 51.7 3.0 103

11 0.50 50 60 47.1 35.9 3.5 108

12 0.50 80 90 27.0 20.7 4.5 118

13 0.50 80 30 17.8 13.9 1.7 88

14 0.25 50 30 25.1 24.6 3.0 103

15 0.50 50 60 42.8 31.00 3.6 109

CONDICIONES EXPERIMENTALES
RESULTADOS EXPERIMENTALES - PRE-

TRATAMIENTO MW P

(barg)

T

(°C)
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totales se midieron inmediatamente después del pre-tratamiento con MW 

realizado para cada uno de los experimentos. Con los valores de TPC y TFC y la 

herramienta de ayuda estadística se pudo obtener toda la información necesaria 

para maximizar dicho pre-tratamiento. Para empezar, se muestra a continuación el 

diagrama de efectos principales (Figura 18) para el caso de TPC. 

 

Figura 18.- Diagrama de efectos principales TPC 

 

El diagrama de efectos principales para el TPC muestra que existen valores que 

maximizan la extracción total de polifenoles tanto para el RS-L, el % EtOH y el 

tiempo de irradiación. Sin embargo, las variables que son significativas (p < 0.10) 

para el pre-tratamiento sólo son el % de etanol  y el tiempo, como se muestra en la 

tabla ANOVA (Tabla 5). 

Tabla 5.- Análisis de varianza TPC (p<0.10) 

Fuente Suma de cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 

A: Rs-l 45.125 1 45.125 0.23 0.4974 

B: %EtOH 0.03125 1 0.03125 0.00 0.9854 

C: time 0.21125 1 0.21125 0.00 0.962 

AA 16.4126 1 16.4126 0.00 0.6776 

AB 191.822 1 191.822 0.19 0.1919 

AC 325.802 1 325.802 2.27 0.1066 

BB 1178.65 1 1178.65 3.86 0.0135 

BC 26.01 1 26.01 13.97 0.6026 

CC 489.724 1 489.724 0.31 0.0609 

Error total 421.809 5 84.3618 5.81   

Total (corr.) 2637.62 14       
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En la Tabla ANOVA se observa que aunque es no significativa para un nivel de 

significación del 90%, la interacción entre el RS-L y el tiempo de irradiación tiene un 

p-valor muy próximo de 0.1066. Además, la interacción entre estas dos variables es 

clara como puede observarse en el diagrama de interacciones (Figura 19) entre 

ambas. 

 

Figura 19.- Diagrama interacciones entre variables para TPC 

 

En base al efecto cruzado observado entre el RS-L y el tiempo de irradiación, se 

puede concluir que para RS-L pequeños el rendimiento de la extracción se maximiza 

para tiempos de irradiación largos; y para RS-L altos el rendimiento se maximiza para 

tiempos de irradiación cortos. Esto es debido a que si el contenido de solvente es 

alto, hay que calentar más fluido y la radiación afecta en menor medida a la materia 

prima. Al contrario, al trabajar con cantidades de solvente pequeñas, sólo es 

necesaria una pequeña cantidad de radiación para calentar el líquido de manera 

que la materia prima se ve más afectada y puede degradarse. 

Para el caso del TFC según muestra el diagrama de efectos principales (Figura 20), 

también es posible ver que existen valores específicos de cada variable que 

maximizan la extracción de flavonoides.  
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Figura 20.- Diagrama de efectos principales TFC 

 

En este caso, el % de EtOH y el RS-L son las variables que maximizan la extracción, tal 

y como se puede comprobar en el estudio estadístico según el p-valor de la tabla 

ANOVA (p<0.10) (Tabla 6). 

 

Tabla 6.- Análisis de varianza TFC (p<0.10) 

Fuente Suma de cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 

A: Rs-l 6.66125 1 6.66125 0.14 0.7255 

B: %EtOH 0.005 1 0.005 0.00 0.9923 

C: time 83.8512 1 83.8512 1.74 0.2447 

AA 282.962 1 282.962 5.86 0.0601 

AB 77.44 1 77.44 1.6 0.2611 

AC 294.123 1 294.123 6.09 0.0567 

BB 645.38 1 645.38 13.37 0.0147 

BC 14.44 1 14.44 0.3 0.608 

CC 170.523 1 170.523 3.53 0.119 

Error total 241.404 5 48.2808     

Total (corr.) 1874.54 14       

 

En este caso también es claramente significativa (p<0.10) la interacción entre el RS-L 

y el tiempo de irradiación, con un p-valor de 0.0567. La interacción entre ambas 

variables sobre la extracción de flavonoides es equivalente al efecto sobre la 

extracción de polifenoles, como puede observarse en la Figura 21; para RS-L 

pequeños se maximiza el rendimiento de la extracción con tiempos de irradiación 
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largos; y para RS-L altos el rendimiento se ve favorecido por tiempos de irradiación 

cortos. 

 

Figura 21.- Diagrama interacciones entre variables para TFC 

 

La herramienta estadística también proporcionó los coeficientes de regresión de las 

ecuaciones polinómicas de segundo orden que reproducen la cinética de la 

extracción para polifenoles y flavonoides (Ec. 4 y 5, respectivamente) mediante el 

ajuste de los resultados experimentales y las variables de extracción. El coeficiente 

de regresión de obtenido para cada ecuación fue del 84% para el TPC y del 87% para 

el TFC. Las expresiones finales para las ecuaciones obtenidas se muestran a 

continuación.  

 

���=45.2333+2.375·�_(�−�)−0.0625·%�� !−0.1625·�"#$+2.10822·�_(�−�)^2+6.
925·�_(�−�)·%�� !−9.025·�_(�−�)·�"#$−17.8667·%�� !^2+2.55·%�� !·�"#$−1

1.5167·�"#$^2 
(Ecuación 4) 

 
�%�=32.8667+0.9125·�_(�−�)−0.025·%�� !−3.2375·�"#$+8.75417·�_(�−�)^2+4.
4·�_(�−�)·%�� !−8.575·�_(�−�)·�"#$−13.2208·%�� !^2+1.9·%�� !·�"#$−6.79

583·�"#$^2 
(Ecuación 5) 
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De la optimización de estas ecuaciones se obtuvieron las condiciones óptimas que 

maximizan la extracción de polifenoles y flavonoides totales mediante el empleo del 

pre-tratamiento con MW. Los valores de TPC y TFC estimados para dichas 

condiciones se recogen en la Tabla 7: 

 
Tabla 7.- Condiciones óptimas de operación MW para TPC y TFC 

 

 
TPC ÓPTIMO 

mg GAE/gDS 

 

 
52.0 

 

 
TFC ÓPTIMO 

mg CATE/gDS 

 
47.8 

 

RS-L (g/mL) 0.50 R S-L (g/mL) 0.10 

%EtOH 55 %EtOH 47 

time (s) 36 time (s) 86 

DS 9.18 DS 6.95 

 
 

Con las condiciones óptimas calculadas que maximizan la extracción de polifenoles 

y flavonoides, se llevaron a cabo los pre-tratamientos con MW. Una vez hechos los 

pre-tratamientos, la materia se sometió a extracción sólido-líquido en las 

condiciones seleccionadas como favorables descritas en la tabla 4. De esta forma se 

obtuvieron las concentraciones de 44.4 ± 0.8 mgGAE/gDS para TPC y 47.6 ± 2.9 

mgCATE/gDS para TFC. 

 

5.2.2. Comparación del pre-tratamiento MW y la extracción convencional S-L 

Se realizó un estudio de la cinética de la extracción para hacer una comparativa 

entre la convencional S-L a las condiciones más favorables seleccionadas y la 

previamente modificada con el pre-tratamiento de MW en condiciones 

optimizadas. 

Y en base a los resultados experimentales obtenidos se elaboraron las curvas de la 

cinética de las extracciones en las condiciones optimizadas para la extracción S-L y 

el MW en condiciones óptimas tanto para TPC como TFC, como se muestra en la 

Figura 22. 
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Figura 22.- Efecto sobre el TPC y TFC de la extracción S-L convencional en las condiciones 

más favorables ya determinadas en la Tabla 3 y el pre-tratamiento con MW en condiciones 

óptimas. 

 

Según los resultados obtenidos, el efecto del pre-tratamiento con MW mejoró en 

ambos casos el rendimiento de a extracción de los compuestos de interés. Cuando 

se emplearon las condiciones óptimas en el MW para la extracción de polifenoles 

(TPC), se logró un incremento del 16% en el rendimiento total de extracción de 

polifenoles con respecto a la extracción convencional en las condiciones más 

favorables. Así mismo, cuando se emplearon las condiciones óptimas en el MW para 

la extracción de flavonoides (TFC), se logró un incremento del 34% con respecto al 

empleo de la extracción convencional en las condiciones más favorables. Además, 

se puede ver que a partir de los 10 minutos puede considerarse completa la 

extracción, lo que supone una importante reducción del tiempo de operación (de 60 

a 10 minutos). 
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La metodología propuesta en este trabajo, con la utilización de las MW sólo como 

una etapa previa, aumenta la extracción de compuestos polifenólicos en 

proporciones similares a las consultadas en la bibliografía. Otras tecnologías, como 

los pulsos eléctricos de alto voltaje (HVED), muestran mejoras en el rendimiento del 

proceso  de extracción en un 35% para TPC y un 12% para flavonoides con respecto 

a la convencional [95]. Los resultados obtenidos para autores que emplean la 

extracción asistida con MW (MAE), muestran un incremento rendimiento del 34 y 

32% para trans-resveratrol y ε- viniferin respectivamente [93]con respecto a lo 

obtenido a través de la extracción convencional S-L [125]. Así mismo, con la 

extracción asistida con ultrasonidos (UAE) se incrementó la recuperación de trans-

resveratrol en un 23% [115] comparado con las referencias descritas para la 

extracción convencional S-L [114]. 

 

En material adicional del apartado 9 Anexos, se ha incluido el análisis estadístico de 

los datos para las tres variables de estudio (Tabla 9).   

 

5.2.2.1. Identificación y cuantificación de compuestos HPLC-DAD-UV y MS/MS 

La figura 23 muestra el perfil polifenólico obtenido por HPLC-DAD-UV y MS/MS para 

los extractos obtenido mediante extracción S-L a diferentes temperaturas (25, 50 y 

75°C) y con pre-tratamiento MW optimizado para TPC. La identificación de los 

compuestos se ha realizado por comparación con el respectivo tiempo de retención 

y el espectro a 280 nm de los patrones puros. En todos los casos se han identificado 

los mismos compuestos porque se han obtenido siempre los mismos picos en el 

espectro, sin embargo, se observa que en la cuantificación de los mismos que la 

concentración si ha variado. 
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Figura 23.- Cromatograma 280 nm de extractos del raspón 

 

En una primera aproximación, la Figura 24 muestra la cuantificación de los 

compuestos de interés detectados (trans-resveratrol y ε-viniferin, catequina y 

epicatequina) con una dilución para un valor de TPC de 510 ppm. 

 

Figura 24.- Cuantificación de los compuestos identificados por HPLC-DAD-UV y MS/MS 
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Tal y como muestran los datos, se observa un incremento en el rendimiento de la 

extracción con el MW para la catequina, la epicatequina y para el resveratrol. En 

cambio, el rendimiento para el ε-viniferin se maximiza con la extracción 

convencional a 75ªC, observándose una tendencia positiva al aumentar la 

temperatura. Con respecto a la cuantificación de la procianidina B2 no se muestra 

en la figura ya que co-eluye con otro compuesto y los picos se superponen, pero no 

se aprecian diferencias en el área de los picos obtenidos para este compuesto en los 

extractos analizados en las diferentes condiciones.  

 

Los compuestos que se han identificado en el análisis previo realizado están en 

concordancia con la información disponible en la bibliografía sobre la composición 

de polifenoles que otros autores han obtenido en el raspón de la uva: 149 mg/kg y 

314 mg/kg para resveratrol y ε-viniferin respectivamente y un TPC entre 438-584 

mg/g según la variedad y la añada [22], epicatequina en el rango entre 22.6 - 302 

mg/g para variedades blancas y tintas respectivamente y entre 0.23-0.30 mg/g de ε-

viniferin [66], 94,7mg/kg y 167-499 mg/kg para resveratrol y ε-viniferin 

respectivamente [93] y 87 mg/kg y 1006,8 mg/kg para resveratrol y ε-viniferin 

respectivamente [94]. Así también se ha evidenciado en varios estudios que los 

estilbenos predominantes que se encuentran en el raspón son el trans-resveratrol 

(441-7532 mg/kg) y el ε-viniferin (1218-5341 mg/kg) dependiendo de la variedad, 

vendimia y tiempo de almacenamiento [126]. 

 

Aunque los compuestos principales han sido identificados, se continúa trabajando 

en la identificación de pormenorizada de otros compuestos que se observan en 

otros picos interesantes. 

 

5.2.2.2. Actividad antioxidante (ORAC) 

Tras realizar los análisis de ORAC, los resultados confirman la eficacia del pre-

tratamiento con MW en cuanto a la extracción de compuestos bioactivos presentes 

en el raspón de la uva. Se observa un incremento de la capacidad antioxidante en 

los extractos obtenidos en los casos en los que se empleó pre-tratamiento con MW 
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en condiciones óptimas para TPC y TFC con respecto a la obtenida en la extracción 

convencional en las condiciones más favorables, tal y como muestra la Figura 25. 

 

Figura 25.-Capacidad Antioxidante Extracción convencional y con pre-tratamiento con MW 

en condiciones óptimas para TPC y TFC (Valores con letras diferentes son significativamente 

diferentes a un nivel de significancia p<0.10) 

 

El valor de la capacidad antioxidante (ORAC) para el extracto de TPC óptimo 

obtenido con MW (1056 ± 96 µmolTE/gDS) es significativamente mayor referido al p-

valor obtenido del estudio estadístico realizado. 

Según las investigaciones en las que se determina la capacidad antioxidante de 

extractos obtenidos del raspón, los valores variaron de 40.26 a 150.79 mM Trolox 

100 g-1 DS para las variedades tintas estudiadas [127]. Aún así, la comparación de 

los datos obtenidos sobre la capacidad de eliminación de radicales con los 

disponibles en la bibliografía mostró diferencias significativas; hecho que podría 

deberse a la distinta composición fenólica de las variedades estudiadas como 

consecuencia de la carga genética y factores agroclimáticos [22]. 
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5.3. Ensayos in vitro de inhibición anti-fúngica 

Se realizó un estudio con técnicas de cultivo “in vitro” para evaluar el efecto anti-

fúngico de los extractos obtenidos en los experimentos con el MW en condiciones 

óptimas. Se seleccionó el extracto derivado del tratamiento MW optimizado para 

TFC ya que es el que mayor concentración en flavonoides presenta, y por tanto, con 

un mayor poder de inhibición antifúngica.  

Además, se han utilizado han utilizado 2 blancos, uno formado por agar + agua, otro 

de agar + agua con 5% EtOH y un tanino comercial de la casa Enartis. Según la ficha 

técnica del tanino comercial (Tan Antibotrytis), se trata de un compuesto de origen 

natural con una composición formada por una mezcla de tanino gálico, di-gálico y 

elágico (taninos de la familia de los flavonoides) y presenta propiedades 

antioxidantes y antioxidásicas, limitando la actividad de las enzimas oxidativas 

(Lacasa) producidas por hongos como la Botrytis. 

En la Figura 26 se muestra los resultados obtenidos al comparar la actividad del 

extracto MW óptimo (E), el blanco (B), el blanco con 5% etanol (BE) y el control 

comercial (C). Aunque para realizar el ensayo in vitro los extractos se evaporaron en 

el rotavapor para eliminar el etanol empleado como solvente en la extracción, hay 

que tener en cuenta un pequeño % residual de etanol que pudiera estar presente 

en los extractos (alrededor del 5%) y evaluar el efecto inhibitorio asociado a la 

presencia de etanol. 
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Figura 26. – Área de crecimiento de B. cinérea. (Valores con letras diferentes son 

significativamente diferentes a un nivel de significancia p < 0.05). B: blanco, BE: blanco+ 

5%etanol, C: tanino comercial Tan Antibotrytis y E: extracto óptimo TFC 

 

En la siguiente figura (Figura 27) pueden apreciarse el efecto inhibitorio en el 

crecimiento del hongo con el extracto obtenido de los ensayos optimizados con 

MW (E) con respecto al tanino comercial (C).  
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Figura 27.- Imagen ensayos inhibición del crecimiento del hongo B. cinérea: MWopt 

TFC (E), control comercial (C), blanco + 5% EtOH (BE) y blanco (B). 

 

Se observan también diferencias en el crecimiento del hongo entre las placas del 

blanco agua-etanol 5% (BE) y las del blanco (B), por lo que se puede deducir un 

ligero efecto del etanol residual que puedan contener los extractos. Así, también se 

puede observar que pese a haber empleado la concentración máxima del tanino 

comercial recomendada por el fabricante (20 g/hl) (C), los crecimientos de las placas 

no presentaron efecto inhibitorio alguno contra el hongo; por lo que para futuros 

ensayos se incrementará la concentración del mismo para poder evaluar su 

actividad. 

Sin embargo y tal y como se ha reportado en la bibliografía, está demostrado en 

diferentes investigaciones el efecto inhibitorio contra Botrytis cinérea de estilbenos 

y flavonoides (taninos, tanto condensados como hidrolizables). 

 

5.3.1. Taninos 

Con respecto a la concentración de taninos extraídos del raspón, se han encontrado 

diferencias significativas con respecto al empleo del pre-tratamiento con MW en las 

condiciones óptimas para TFC, según muestra la Figura 28. Por lo que es posible 

afirmar que el pre-tratamiento con MW maximiza la extracción de flavonoides 

frente a la extracción convencional en un 21.6%. 

 B
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 Figura 28.- Concentración taninos en los extractos MW óptimos, E S-L y el tanino 

comercial Enartis. (Valores con letras diferentes son significativamente diferentes a un 

nivel de significancia p < 0.05) 

Tal y como ya se ha justificado anteriormente, la existencia en los extractos 

obtenidos del raspón de estilbenos y flavonoides están en concordancia con los 

resultados de la actividad de inhibición fúngica observada en los ensayos in vitro 

realizados así como con los compuestos detectados en el análisis cromatográfico. 

 

6. CONCLUSIONES 

 

Por lo tanto, en base a todo lo anteriormente expuesto, como resultado del 

desarrollo de la presente investigación se puede concluir que el raspón de la uva es 

una fuente de polifenoles 38.2 ± 1.0 mgGAE/gDRY STEM y de flavonoides 37.6 ± 1.5 

mgCATE/gDRY STEM. Se ha estudiado la cinética de extracción de polifenoles y 

flavonoides del raspón de la uva. Los parámetros seleccionados como los más 

favorables para la recuperación de polifenoles y flavonoides en las extracciones de 

S-L fueron: RS-L de 0.10 mg/L, una mezcla hidroalcohólica con 50% de EtOH (% vol.) y 

75°C. Además, se ha estudiado el uso de pre-tratamiento MW como etapa previa a 
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la extracción S-L, lo que supuso una mejora en la transferencia de masa interna, el 

incremento en el rendimiento de extracción de polifenoles (44.4 mgGAE/gDS) y 

flavonoides (47.6 mgCATE/gDS) en un 16 y 34% respectivamente y reduciendo el 

tiempo de procesamiento de ~ 60 min a 10 min.  

Además, se han identificado compuestos de interés que han confirmado que el 

raspón es una fuente de compuestos bioactivos, donde predominan los estilbenos, 

trans-resveratrol (0.0352 mg/gDS) y ε-viniferin (0.0304 mg/gDS) y, de la familia de los 

flavonoides, la catequina (1.2056 mg/gDS) y epicatequina (0.176 mg/gDS). 

Finalmente se ha demostrado el efecto inhibitorio contra Botrytis cinérea de los 

extractos. Principalmente el extracto optimo de flavonoides, el cual presentó mayor 

actividad antifúngica en los ensayos realizados, gracias a su alto contenido tanto en 

estilbenos como flavonoides. 
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7. ABREVIATURAS 

 

MW: microondas 

TPC: Contenido total en polifenoles 

TFC: Contenido total en flavonoides 

GAE: Equivalentes de ácido gálico 

CAE: Equivalentes de catequina 

TE: Equivalentes de Trolox 

CE: Equivalentes de cianidina 

EtOH: Etanol 

MAE: Extracción asistida por microondas 

UAE: Extracción asistida por ultrasonidos 

HVED: Extracción asistida por descargas de alto voltaje 

RS-L: Relación sólido-líquido (g/mL) 

S-L: Solido-líquido 

DS: Raspón seco (dryed stem) 

DAD: Detección diodo array 

HPLC: Cromatografía líquida de alta resolución 

MS/MS: Espectrometría de masas (Tanden mass spectrometry) 

ORAC: Capacidad antioxidante 

SD: Desviación estándar 
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9. ANEXOS 

 

Tabla 8.- Análisis estadístico de datos ES-L convencional. Valores con distintas letras son 

significativamente diferentes al nivel de significancia p<0.05 

 

 

 

 

Tabla 9.- Análisis estadístico de datos comparación MW con ES-L convencional. Valores con 

distintas letras son significativamente diferentes al nivel de significancia p<0.05 

 

 

 

 

 

TPC

mgGAE/gDRY STEM SD
TFC

mgCAE/gDRY STEM SD

0.10 19.00 
a 1.92 19.59 

a 0.69

0.07 19.45 
a 0.62 18.62 

a 2.45

0.04 18.28 a 0.58 20.89 a 1.84

20 26.10 
a 1.92 24.80 a 0.69

50 34.29 b 1.92 31.81 b 0.06

80 19.00 
a 1.92 19.59 c 1.23

25 34.29
 a 1.92 31.81

 a 0.06

50 28.39 
b 1.46 27.92 

b 0.99

75 38.15
 c 0.99 37.56 

c 1.46

RS-L (g/mL)

% EtOH

T (ºC)

TPC

mgGAE/gDRY STEM SD
TFC

mgCAE/gDRY STEM SD

E S-L opt 38.10 a 1.0 35.50 a 1.50

MW opt 44.40 b 1.2 47.60 b 0.30


