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RESUMEN

TITULO: OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE EXTRACCION SOLIDO-
LIQUIDO DE POLIFENOLES A PARTIR DE LA ALMENDRA DE MANGO HILACHA
(Mangifera indica. Var. Magdalena River) Y AJUSTE DE SUS PARAMETROS
CINETICOS’

AUTORES: Rosso Cerén, Ag*a Maria.
Toro Uribe, Said .

PALABRAS CLAVES: polifenoles, extraccion solido-liquido, optimizacion, mango,
Magdalena River; cinética.

DESCRIPCION:

En este trabajo, se evalud el efecto de la temperatura, la relacién soluto:solvente y la relacién etanol:agua,
sobre la extraccién sélido-liquido de los componentes polifendlicos g)resentes en la almendra de mango
(Var. Magdalena River). Para tal fin se empled un disefio factorial 2° compuesto central rotable + puntos
centrales con replica. Ademas se ajustaron los pardmetros cinéticos del proceso, probando cuatro
modelos ampliamente utilizados en la literatura para describir este tipo de fendmeno. En todos los casos
se midi6 el contenido de polifenoles empleando el reactivo de Folin-Ciocalteu a 760nm. Los resultados
experimentales fueron ajustados a un modelo de segundo orden con un R? ajustado del 99,19% vy
mostraron que todas las variables estudiadas tienen un efecto significativo sobre la concentracion de
polifenoles totales (PT). El mayor rendimiento de extraccion (144,52 mg de equivalentes de acido galico/g
de harina de la almendra de mango seca) se alcanzé bajo las siguientes condiciones: temperatura 67°C;
relacién etanol:agua 57,6:43,4 (viv) y relacion soluto:solvente 1:5 (m:v). A estas condiciones se realiz6 el
estudio cinético para finalmente comparar los modelos resultando que el modelo que proporcioné el mejor
ajuste fue el de Peleg Maodificado con un R? de 0,98 observandose gue el tiempo necesario para alcanzar
el equilibrio es de 94 min y a partir de los parametros cinéticos ajustados se infiere que la extraccion de
polifenoles a partir de la almendra de mango es un proceso rapido cuando se le compara con estudios
hechos empleando otros tipos de residuos agroindustriales.

’ Trabajo de Grado
Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas, Escuela de Ingenieria Quimica, Director. Luis Javier

Lopez Giraldo. Codirector: Yaneth Aidé Perea Villamil
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ABSTRACT

TITLE: OPTIMIZATION OF CONDITIONS OF SOLID-LIQUID EXTRACTION OF
POLYPHENOLS FROM KERNEL OF HILACHA MANGO (MangiferQ indica Var.
Magdalena River) AND ADJUSTMENT OF ITS KINETICS PARAMETERS

AUTHORS: Rosso Ceron, Aﬂa Maria.
Toro Uribe Said .

KEYWORDS: polyphenols, solid-liquid extraction, optimization, mango, Magdalena
River; kinetic.

DESCRIPTION:

In this study was evaluated the effect of temperature, solute:solvent ratio and ethanol:water ratio on the
solid-liquid extraction of polyphenols compounds from mango’s kernel (Var. Magdalena River). For this
purpose, a rotatable central composite design factorial 2° whit four replicates at the centre point was then
applied. Also the kinetic parameters were adjusted in the process, testing four models widely used in the
literature to describe this phenomenon. In all cases, the polyphenols content was measured using Folin-
Ciocalteu to 760nm. The experimental results were fitted a second order polynomial model whit an R
adjusted of 99.19% and the results showed that all the variables studied have a significant effect on the
concentration of total polyphenols (TP). The highest yield (144,52 mg gallic acid equivalents/g flour dry
mango kernel) were reached under the following conditions: temperature 67°C, ethanol:water ratio
57,6:43,4 (v.v) and soluto:solvente ratio 1.5 (m:v). In these conditions the kinetic study was conducted to
finally compare the models and was found that the best fit was Peleg Modified with an R? of 0.98 was
observed that the time required to reach equilibrium is 94 min and from the fitted kinetic parameters the
extraction of polyphenols from kernel of mango is a process faster than other agro-industrial waste.

‘WorkDegree
Faculty of Physicochemical Engineering, Department of Chemical Engineering Director. Luis Javier Lopez
Giraldo. Co director: Yaneth Villamil Aide Perea
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INTRODUCCION

Actualmente el procesamiento de material agricola para la manufactura de productos
elaborados genera una gran cantidad de residuos que son desechados sin tratamiento
alguno provocando problemas ambientales como: (i) contaminacion del agua, (ii) malos
olores vy (iii) emisiones de gases de efecto invernadero (Zamorano et al., 2007). En
consecuencia, hay un gran interés en la recuperacion, reciclaje y aprovechamiento de
los residuos agroindustriales para su transformacion en productos de mayor valor

agregado (antioxidantes naturales, ingredientes alimenticios, biocombustibles, etc.).

Una de las frutas mas populares en Colombia es el mango, en el 2009, su produccién
fue de 170000 toneladas (Universidad del Rosario, 2011). Las plantaciones existentes
en Cundinamarca y en las orillas del rio Magdalena cuentan con variedades
internacionales entre las que se destacan Tommy Atkins, Kent, Keitt y Edward-Haden;
asi como con variedades criollas entre las que sobresalen el hilacha (Magdalena
River), el azlcar, el manzano y el chupa. Este fruto se utiliza principalmente en la
elaboracion de néctares, jugos, conservas y dulces. Segun Min. Agricultura (2010), el
procesamiento de esta materia prima generé 86900 ton de residuos entre los afios

2007-2008 y se espera que para el 2025 este valor se incremente a 130350 ton/afio.

El mango hilacha es un fruto originario de Colombia, de tamafo mediano, color amarillo
y es la variedad de mango mas usada en la industria despulpadora de frutas a lo largo
del territorio nacional (CORPOICA, 2006). Su peso es de 200,94 + 17,14 g de los
cuales la almendra representa aproximadamente el 10% del peso total del fruto.
(Medina et al., 2010).

Los estudios correspondientes a la valorizacion de los subproductos obtenidos a partir

del procesamiento del mango generalmente se enfocan a (i) al manejo de residuos
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solidos para la produccion de compost, (ii) al aprovechamiento del tejido lignocelulosico
para la produccion de hidrolizados fermentables con el fin de producir etanol, (i) a la
produccion de harina para la elaboracion de almidén (Mejia et al.,, 2007) y (iv) a la
sintesis de polisacaridasas (Buenrostro et al., 2010).

Ademas estos residuos pueden ser empleados en la produccion de quimicos finos. En
ese sentido sobresalen los aceites y polifenoles extraidos de la almendra de mango
gue encuentran aplicaciones en las industrias alimenticias (como sustituyente de
manteca de cacao y en bebidas como refuerzo proteinico), cosméticas y farmacéuticas
(en productos contra el acné, por ser antimicrobiano y antioxidante) (Nakajima et al.,
2000; Maisuthisakul y Gordon, 2009).

Por otro lado, la bibliografia que concierne a la extraccion de compuestos polifendlicos
a partir de la almendra del mango es bastante limitada. Los principales estudios se han
realizado con las variedades zebda, baladi y succary caracteristicas de Egipto (Abdalla
et al., 2007). Adicionalmente, a lo mejor de nuestro conocimiento, no existen trabajos
precedentes que describan el comportamiento cinético de la extraccion de compuestos
polifendlicos obtenidos a partir de la almendra de mango.

En consecuencia, este trabajo pretende determinar las mejores condiciones de
extraccion que permitan maximizar el contenido de compuestos polifendlicos (acido
caféico, taninos, mangiferina, etc.) expresados como equivalentes de &cido gélico
(EAG). Una vez encontrada las condiciones 6ptimas se procedera a realizar el ajuste
de los parametros cinéticos evaluando diferentes modelos de extraccion propuestos en

la literatura.

19



1. MARCO TEORICO

Entre las sustancias bioactivas que se encuentran en los vegetales y las frutas se
destacan particularmente el grupo denominado polifenoles que tienen beneficios a
largo plazo sobre la salud humana. Ademas, ellos pueden ser utilizados en cosméticos,
farmacos y como aditivos alimentarios con el fin de impedir o retardar las oxidaciones
cataliticas, el enranciamiento natural o acciones provocadas por agentes fisicos (luz,

aire, calor, etc.) (Conde et al., 2009).

Hay dos tipos de antioxidantes: sintéticos y naturales. Los sintéticos, son compuestos
gue se caracterizan por poseer una estructuras fendlicas con sustitucion alquilica y
generalmente son empleados como aditivos en alimentos. Sin embargo, existen
estudios que plantean que estos Ultimos tienen actividad carcinogénica lo que ha
limitado su uso en las dltimas décadas (Universidad de Pamplona, 2006). En esta clase

se destacan el butilhidroxianisol (BHA) y el butilhidroxitolueno (BHT).

Por otro lado, los antioxidantes naturales son sustancias mas saludables y seguras que
los antioxidantes sintéticos. Entre las principales familias se destacan los acidos

fendlicos, los acidos cinaminicos, los flavonoides y los taninos.

1.1 COMPUESTOS POLIFENOLICOS

El reino vegetal ofrece una gran variedad de compuestos de alto y bajo peso molecular
con propiedades antioxidantes. La mayoria de los compuestos antioxidantes naturales
gue se han estudiado para su aplicacion en la industria alimentaria son compuestos
polifendlicos (Conde et al., 2009). Los compuestos polifendlicos son metabolitos

secundarios que se caracterizan por estar formados por unidades de fenoles-anillos
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aromaticos- que llevan al menos un sustituyente hidroxilo (Figura 1.). Estas
biomoléculas se localizan en todas las partes de las plantas y su concentracion varia a
lo largo del ciclo vegetativo, ademas participan en diversas funciones, tales como la
asimilacion de nutrientes, la sintesis proteica, la actividad enzimatica, la fotosintesis, la
formacién de componentes estructurales, la alelopatia y la defensa ante los factores
adversos del ambiente (Pinelo, 2004).

Figura 1. Estructura fendlica.

OH

Rl R‘ll
R“

Fuente: Autores

Donde R’, R” y R” pueden ser funciones: carboxilicas, glucosidicas, anillos aromaticos, etc.

Los compuestos polifendlicos pueden presentar actividad antioxidante en virtud, entre
otros factores, de su capacidad donadora de electrones, es decir de su caracter
reductor. La actividad reductora de los polifenoles se debe a la presencia de los grupos
hidroxilo en el anillo aromatico y su capacidad para deslocalizar los electrones del
radical fendlico (Conde et al., 2007; Paladino, 2008).

1.2 TIPOS DE POLIFENOLES

1.2.1 Flavonoides. Los flavonoides son el grupo mas abundante en los vegetales, son
compuestos de bajo peso molecular que generalmente estan enlazados a moléculas
de azicar; se clasifican en antocianinas y antoxantinas. Las antocianinas son

moléculas de pigmentos rojos, azules y puUrpuras. Las antoxantinas, que incluyen
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flavonoles, flavonas, flavanoles, e isoflavonas, son moléculas incoloras o de colores
gue oscilan desde el blanco hasta el amarillo (Paladino, 2008).

1.2.2 Acidos Fendlicos. Los acidos fenélicos son muy abundantes en el reino vegetal,
distinguiéndose dos grupos principales el acido cinamico y el acido benzoico. Entre los
principales acidos fendlicos que encuentran aplicaciones alimenticias se destacan el

caféico (presente en el café en su forma esterificada) y el feldrico (Pinelo et al., 2004).

1.2.3 Taninos. Los taninos son polimeros fendlicos de alto peso molecular que se
clasifican como taninos hidrolizables (pirogalicos) y taninos condensados. Entre los
taninos hidrolizables se distinguen los taninos gélicos. En cuanto a los taninos
condensados (no hidrosolubles) estos tienen una estructura similar a la de los
flavonoides y carecen de osas en su molécula; se destacan los taninos catéquicos
(formados por 2 o mas moléculas de 3-flavanoles) y los leucoantocianos o
procianidoles (formados por 2 0 mas moléculas de 3,4-flavandioles) (Paladino, 2008).

1.3 MANGO VARIEDAD HILACHA

El mango hilacha es un fruto originario de Colombia, de tamafo mediano, color amarillo
y es la variedad de mango mas usada en la industria despulpadora de frutas a lo largo
del territorio nacional (CORPOICA, 2006). Su peso es de 200,94 + 17,14 g de los
cuales la almendra representa aproximadamente el 10% del peso total del fruto.
(Medina et al., 2010).

1.3.1 Polifenoles en la Almendra del Mango. En lo que concierne a la almendra de
mango, diversos estudios han mostrado que a partir de procesos de extraccion solido-
liquido se puede extraer de este material una cantidad apreciable de polifenoles que
varian de acuerdo con las condiciones de operacion. Segun Abdalla et al., (2007) y
Pitchaon (2009) el contenido total de compuestos polifendlicos extraibles la almendra

de mango varia entre 110 y 117mgEAG/g.
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En lo que respecta a la caracterizacion del material polifendlico, algunas
investigaciones han revelado que entre los compuestos mas sobresalientes se
encuentran la vanilina, taninos, cumarina, acido ferdlico, acido galico y mangiferina
(Abdalla et al., 2007). Se ha demostrado que este tipo de compuestos pueden actuar
como inhibidores de los procesos oxidativos involucrados en el desarrollo de
enfermedades degenerativas (Abdalla et al., 2007; Maisuthisakul y Gordon, 2009).
Adicionalmente, los compuestos fendlicos pueden ser empleados como aditivos en
productos alimenticios al incorporar moléculas con propiedades antioxidantes y
antiradicales (Kanazawa y Sakakibara, 2000; Jiménez-Ecrig et al., 2001),
anticancerigenas (Chung et al., 1999) y antibacterianas (Chun et al., 2005). Gracias a
estas propiedades, los polifenoles son utiles en la formulacion de productos
nutricionales cada vez mas saludables y seguros con una demanda creciente de

consumidores preocupados por su salud.

1.4 EXTRACCION

La extraccion esté influenciada por la naturaleza quimica de los componentes (fenoles
simples y complejos), el método de extraccion empleado, condiciones de extraccion y

la presencia de sustancias de interferencia (Chirinos et al., 2007).

1.4.1 Métodos de Extraccion. Los métodos de extraccion mas utilizados para
productos vegetales son la destilacion al vapor, la extraccion por prensado, la
extraccion con solventes quimicos y la extraccion con CO, a condiciones supercriticas;
siendo las dos ultimas las mas empleadas en la recuperacion de polifenoles (Grupo
Nutracéutico ChiaSa., 2011).

1.4.1.1 Extraccidon con Solventes. La extraccion de muestras solidas con solventes

guimicos, generalmente conocida como extraccion solido-liquido o lixiviacion, es un

23



proceso disefiado para recuperar compuestos solubles, mediante difusion, desde una
matriz solida (soluto) hacia una matriz liquida (solvente).

Es un método muy utilizado en la recuperacion de polifenoles a partir de residuos
solidos agro-industriales (Li et al., 2006; Chirinos et al., 2007; Durling et al., 2007;
Amendola et al.,, 2010 y Rusak et al., 2008). Los disolventes habituales son agua
acidificada, etanol, metanol y acetona. A nivel industrial se emplean equipos de
extraccion continda con solventes convencionales y equipos discontinuos para la

extraccion con fluidos supercriticos (Conde, 2009).

1.4.1.2 Extraccion con CO;, a Condiciones Supercriticas. La extraccion con fluidos
supercriticos es una técnica relativamente reciente; el diéxido de carbono es el solvente
mas utilizado para ésta técnica debido a sus condiciones criticas moderadas (31,1°C y
73,8 Mpa) (Castro et al., 2010). Se utiliza para separar sustancias principalmente de
caracter liposoluble lo que la hace apta para la extraccion de sustancias como los
aceites vegetales. Cuando este método se utiliza para la extraccion de sustancias
polares como los polifenoles, se hace necesaria la ayuda de un co-solvente que mejore
el poder extractor (Saiz et al., 2010).

1.5. CINETICA DE EXTRACCION

El conocimiento de un modelo matematico que describa la cinética de extraccion puede
ser ampliamente utilizado desde el punto de vista ingenieril para el escalamiento y el
disefio de procesos. Conscientes de esta importancia en este trabajo se analizaron

algunos de los modelos mas empleados para la descripcion de este tipo de fendmeno.
1.5.1 Modelos Cinéticos. Segun Buci¢-Koji¢ et al., (2007) la tendencia de los datos

experimentales (concentracion de polifenoles totales vs. tiempo) tienen una forma

similar a las curvas de sorcion. En consecuencia, es posible usar los mismos modelos

24



matematicos (Ecuaciones 1-3, Tabla 1) para describir la cinética de extraccion. Ademas

se analiz6 el modelo propuesto por Rakotondramasy et al., (2010) (Ecuacion 4), que

describe de manera simplificada el comportamiento fisico del proceso de extraccion ya

gue para solidos organicos se acepta que éstos sean estudiados como medios porosos

homogéneos descritos mediante una difusion intracelular.

Tabla 1. Modelos cinéticos empleados en la descripcion del comportamiento

experimental del proceso de extraccion sélido-liquido de polifenoles totales a

partir de la almendra de mango (Magdalena River)

Modelo Ecuacion
Wpel Amendola et al. (2010)
1)Pele
° Cit) = expliyt?),
Buci¢-Koji¢ et al. (2007)
(2)Peleg Modificado t

Clt) = ———
[] kz"‘k;*t

Bucic¢-Koji¢ et al. (2007)
C(t) = aloglt) + &
Rakotondramasy et al. (2010)

4)Rakotondramas [
) U m(L) = kgt
Ceq — C(B)

(3)Logaritmico

Fuente: Buci¢-Koji¢ et al., (2007)
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2. MATERIALES Y METODOLOGIA

2.1 REACTIVOS

Para el desarrollo del proyecto se emplearon: n-hexano, etanol, reactivo de Folin-
Ciocalteu, agua destilada y carbonato de sodio. Todos los reactivos fueron grado
analitico y adquiridos en SIGMA-ALDRICH.

2.2 MATERIALES Y EQUIPOS DE LABORATORIO

Balanza analitica AB204-S marca Mettler Toledo, espectrofotdmetro Genesys 20 marca
Thermo Spectronic, bafio ultrasénico marca Elmasonic E., agitador vibrador para tubos
de ensayo marca Schott Gerate, microcentrifuga 1-14 marca SIGMA, bafio
termostatado marca VWR Poly Science, pH metro marca Schott Geratey agitadores

mecanicos marca Eurostar Power Basic.

2.3 RECOLECCION DE LA MATERIA PRIMA

Se recolectaron 100 semillas de mango que pesaron 1840 g (variedad hilacha)
proveniente de la zona del sur del Cesar después del proceso de despulpado en la
empresa Potosi S.A. ubicada en el parque industrial del area metropolitana de

Bucaramanga.
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2.4 ACONDICIONAMIENTO DE LA MATERIA PRIMA

Las semillas recolectadas fueron lavadas, secadas al aire durante tres dias y posteriormente se
retir6 manualmente la almendra. Inicialmente, la almendra se trituré6 manualmente y el material
resultante fue sometido a un proceso de secado con recirculacion de aire a 50°C hasta alcanzar
peso constante siguiendo el método de Pitchaon y Gordon, (2009) (ANEXO 1). Seguidamente, el
material seco se molié en un molino de bolas hasta alcanzar un tamafio de particula de 0,125 mm.
Finalmente, el material resultante se almacend a 4°C aislado de la luz, segun el procedimiento de
Abdalla et al., (2007).

La etapa de desengrasado se desarroll6 siguiendo el protocolo propuesto por Herrera y
Cadena, (2008). El material vegetal fue mezclado con n-hexano a una proporcion de
20:80 (m:v). Seguidamente, la mezcla se sometié a un proceso de sonificacion durante
4h a 30°C. Posteriormente el material desengrasado se separd de la solucién de n-
hexano mediante decantacion. Adicionalmente el material fue secado en una camara
de extraccion durante 12h a temperatura ambiente, aislado de la luz, para evitar la

degradacion de los polifenoles y almacenado a 4°C hasta su uso.

Finalmente la materia prima fue caracterizada empleando como parametros el
contenido total de grasa (método AOCS-963.15) y la humedad (método de Karl

Fischer).

2.5 PROTOCOLO DE EXTRACCION

El material procedente de la etapa anterior fue sometido al proceso de extraccidon
siguiendo la metodologia propuesta por Tan et al. (2011). Después de la extraccion, el
extracto obtenido de la harina de mango hilacha fue centrifugado a 8000 rpm a 4°C; el
sobrenadante fue recuperado y almacenado en viales (color ambar) hasta el analisis

del contenido de polifenoles totales (PT).
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2.6 DETERMINACION DE POLIFENOLES TOTALES (PT)

El contenido de PT fue determinado empleando el reactivo de Folin-Ciocalteu siguiendo
la metodologia propuesta por Piombo (2007) (ANEXO 2).El contenido total de
polifenoles fue expresado como mg equivalentes de éacido galico/g de harina de

almendra de mango seca (MgEAG/guavs) (ANEXO 3).

2.7 DISENO EXPERIMENTAL Y ELECCION DE LAS VARIABLES.

La extraccibn de compuesto polifendlicos a partir de materiales vegetales esta
influenciada por la temperatura, método y tiempo de extraccion, tipo y relacién entre
solventes, relacion soluto-solvente, tamafio de particula y pH de extraccion (Chirinos et
al., 2007; Pinelo et al., 2004). Por esto, es importante evaluar la influencia de estos
factores sobre el grado de extraccion de polifenoles. Sin embargo, no hay un método
de extraccion universal aplicable para extraccion de fitoquimicos de plantas debido a la
complejidad de dichos compuestos y sus interacciones con compuestos bioactivos de
la matriz vegetal (Chew et al., 2011; Chirinos et al., 2007; Silva et al., 2007).

Esto se debe a que los rangos de estudio de estos factores son muy amplios, por
ejemplo temperatura entre 25 -100 °C (Silva et al., 2007; Arabshahi-D et al., 2007
Fonseca et al., 2008; Berardini et al., 2004; Mané et al., 2007), tiempo de extraccion de
15min — 8h (Silva et al., 2007; Arabshahi-D et al., 2007 ), relacion soluto-solvente entre
1/80 — %2 m:v (Silva et al., 2007; Abdalla et al., 2007), tamafio de particula entre 0,08-0,3
mm (Tan et al., 2011; Gido et al., 2009), pH entre 1 — 10 (Chen et al., 2008; Arabshahi-D
et al.,, 2007) y como solventes agua, etanol, metanol, acetona e hidroxido de sodio
(Ashoush et al., 2011; Zhao et al., 2008; Ribeiro et al., 2008; Tabart et al., 2007).
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A lo mejor de nuestro conocimiento es la primera vez que se optimizan las variables
que afectan el proceso de extraccion de polifenoles obtenidos a partir de la almendra
de mango y en vista de que es uno de los objetivos del trabajo; las variables tamario de
particula, tiempo de extraccion, agitacion y pH se mantuvieron constantes. Como se
mostrara a continuacién, los valores seleccionados para estas variables se

fundamentan en optimizaciones hechas para otras matrices vegetales.

El tamafio de particula se mantuvo en 0,125mm que es el valor optimizado por Giéo et
al. (2009); pH ligeramente acido (5-6) porque Arabshahi-D et al., (2007); Chen et al.,
(2008) han reportado que el contenido total polifendlico y la actividad antioxidante se
favorece a estos valores; agitacion de 400rpm (Makris, 2010) y tiempo de 4h con el
objeto de garantizar que se alcance la fase de equilibrio debido a que se recomienda
gue el tiempo no debe ser menor a 2h (Thoo et al., 2010) ni mayor a 5 h (Spigno et al.,
2007). Ademas, el potencial antioxidante aportado por los PT se ve favorecido con un
incremento del tiempo de extraccién y un pequefio tamafio de particula, esto significa
gue un incremento en el tiempo y en el area superficial disponible para el transporte
molecular contribuye a una transferencia de masa extensiva de soluto entre fases
(Chew et al., 2011).

Por lo tanto, los factores estudiados fueron a) Temperatura, b) Relacion Soluto-
Solvente, c¢) Relaciéon Etanol:Agua porque generalmente son éstos lo que tienen mayor

influencia en el proceso de extraccion (Bucic-Koji¢ et al., 2007).

La temperatura por el impacto en la solubilidad del solvente y la degradacion de
compuestos termolabiles. La relacion etanol:agua porque es el solvente cominmente
empleado para extraer fitoquimicos de las plantas gracias a la ausencia de toxicidad
(aceptado por la FDA como solvente grado alimenticio) y a los requerimientos minimos
de seguridad en su manipulacion (Pitchaon et al., 2011; Chew et al., 2011). Finalmente,
la relacion soluto:solvente fue considerada porque: (i) modifica la solubilidad y la

cantidad maxima de polifenoles totales extraibles (Cacace y Mazza, 2003) y (ii) no hay
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muchos estudios que la consideren dentro de los parametros a optimizar (Makris,
2010).

2.8 DISENO DE EXPERIMENTOS

Para establecer las condiciones Optimas que maximicen la extraccion de polifenoles a
partir de la harina de la almendra de mango se realizd, por duplicado, un disefio
factorial 2% compuesto central rotable + puntos centrales, empleando para su andlisis la
metodologia de superficie de respuesta. El software utilizado fue STATISTICA 10
version prueba para Windows. Los factores estudiados fueron: i) temperatura (24 -
70°C), ii) relacion soluto-solvente (1:40 - 1:2 m:v) y iii) relacion etanol:agua (0-100 v:v).

En la Tabla 2 se presenta las variables independientes y los niveles empleados.

Tabla 2. Factores y Niveles del disefio experimental.

Variables Independientes Niveles de los Factores
Temperatura 30 (-1) 60 (+1)
Relacion soluto:solvente 0,1 (-1) 0,5 (+1)
Relacién etanol:agua 0(-1) 100 (+1)

Fuente: Autores

2.9 VALIDACION DEL MODELO DE OPTIMIZACION

La validacion del modelo de extraccion de PT se verificO empleando puntos
experimentales (diferentes a los del disefio) escogidos al azar para compararlos con el
valor predicho. La concordancia entre los valores experimentales y los datos calculados

fue establecié empleando la raiz del error cuadratico medio (Ecuacion 5).
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Ecuacion 5: Raiz del error cuadratico medio

n
1
RMSD = —Z(experimental — calculado)?
n
i=1

2.10 CINETICA DE EXTRACCION

Para hallar un modelo matematico que describa la cantidad de polifenoles totales
extraidos en un determinado tiempo se requirié de una serie de experimentos que se
triplicaron a las condiciones Optimas de extraccion encontradas previamente (67°C,

57,6% de etanol y una relacion de m:v de 1.5).

El experimento consistié en la toma de muestras de 150 L, a intervalos de tiempos de
5 min hasta completar 20 min, luego a intervalos de 10 min hasta completar 40 min y
finalmente se mantuvieron intervalos de 20 min hasta completar 4h. Posteriormente las
muestras se sometieron a centrifugacion (8000 rpm durante 10 min a 4°C). Finalmente,
la cantidad de polifenoles totales (PT) fue determinada empleando el reactivo de Folin-
Ciocalteu siguiendo el procedimiento propuesto por Piombo (2007). El contenido de PT
fue expresado como mg equivalentes de acido gdlico/g de harina de almendra de

mango seca (MgEAG/gnawms).

2.11 ESTIMACION DE PARAMETROS CINETICOS A PARTIR DE DATOS
EXPERIMENTALES

Para la estimacion de parametros de cada uno de los modelos escogidos se utilizo el

método de regresion no lineal (método Levenberg-Marquardt), del paguete estadistico

Statistica 10 version de prueba para Windows.
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3. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

3.1 CARACTERIZACION DE LA MATERIA PRIMA

Los resultados obtenidos para el contenido total de grasas y porcentaje de humedad
después del proceso de desengrasado y secado fueron respectivamente de 4,42% y
8,23%. Estos valores son semejantes a los encontrados por Solis et al. (2004) para la
almendra de mango Var. Manila con contenido total de grasa de 3,0% Yy porcentaje de
humedad de 10%. Con estos niveles de lipidos y humedad (i ) se aumenta la migracion
de los polifenoles hacia el agente extractor debido a una disminucion de la barrera

lipidica y (ii ) se reducen los riesgos de degradaciéon enzimatica.

3.2 DISENO EXPERIMENTAL

A partir de los resultados de los 26 experimentos (ANEXO 4) se evalué el efecto de las
variables y su interaccién, aplicando el andlisis de varianza ANOVA (Tabla 3), y de
acuerdo con el valor P se infiere que todas las variables tienen incidencia significativa
sobre la variable respuesta a un nivel de confianza del 95%. En el (ANEXO 5) se puede

apreciar el diagrama de Pareto que confirma lo obtenido por el ANOVA.
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Tabla 3. Resultados del analisis estadistico (Analisis de varianza ANOVA).

Factores SC GL SMC F P
AT 2370,06 1 2370,06 342,969 0,000000
AA 215,71 1 215,71 31,216  0,000163

B:SS 606,25 1 606,25 87,731  0,000001

BB 142319 1 1423,19 205,948 0,000000
C.EA 3259,2 1 3259,2 471,636 0,000000

CcC 19430,64 1 19430,64 2811,789 0,000000

AB 321,24 1 321,24 46,487  0,000029

AC 409,63 1 409,63 59,277  0,000009

BC 661,97 1 661,97 95,793  0,000001

Falta de Ajuste 102,81 5 20,56 2,975 0,061238

Error Puro 76,01 11 6,91
25

Total SC 34682,15

Fuente: Autores
R?%:0,99484; RzAjustado:0,99194;SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; SMC: suma media de
cuadrados; F y P: Coeficientes de Fisher; SS: Relacién soluto:solvente; EA: Relacion Etanol-Agua y

T:Temperatura.

Una vez identificados lo factores e interacciones relevantes se procedio a realizar el
ajuste de los resultados experimentales (STATISTICA 10, version prueba Windows)
obteniéndose un polinomio de segundo orden (Ecuacién 6) con un R? de 0,994

Ecuacion 6: Funcion objetivo empleada para maximizar la cantidad de PT a partir de la
almendra de mango

PT=-37,0818 +2,65992 +T + 184,404 +5S +2,26613 +EA — 0,0203486 = T? — 1,493

Empleando la ecuacién 6 fue posible representar el comportamiento de la variable de

respuesta a traves de sus respectivas superficies (Figura 2 - 4)
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Figura 2: Superficie de Respuesta SSvs T a EA=50 v:v.

Fuente: Autores

Figura 3: Superficie de Respuesta EA vs T a SS=1:3 m:v. Fuente

Fuente: Autores
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Figura 4: Superficie de Respuesta EA vs SS a T=45°C. Fuente: Los autores
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3.3 EFECTO DE LA TEMPERATURA
El andlisis de efectos principales (Figura 5) muestra la influencia de los factores en
forma individual sobre la concentracion de polifenoles totales (PT) y se puede deducir

que la extraccion de polifenoles se incrementa con el aumento de la temperatura.

Figura 5. Diagrama de efectos Principales.

Gréfico de Efectos principales
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Fuente: Autores

Esta tendencia ha sido observada por Juntachote et al. (2006) quien explica que el
aumento en el contenido de PT se debe al incremento de la solubilidad de estos ultimos
en el solvente (Figura 2 y 3). Ademas, el calentamiento tiene la capacidad de
ablandarlos tejidos vegetales, debilitar la integridad de la pared celular y por lo tanto
favorecer la liberacién de compuestos polifendlicos (Spigno et al., 2007). También se
puede apreciar que existe un cambio de pendiente para la temperatura por encima del
cual se reduce el porcentaje de extraccion. Esta situacion se explica considerando la
termolabilidad de las sustancias extraibles, como por ejemplo la mangiferina que
decrece en un 6% a 70°C (Berardini et al., 2004).

35



3.4 EFECTO DE LA RELACION ETANOL: AGUA

El impacto de la relacion etanol:agua a diferentes concentraciones (0:100, 50:50, 100:0
v.v) presenta el efecto individual mas significativo debido a que la solubilidad de
polifenoles es afectada por la polaridad del solvente. A partir de la Figura 3 se puede
concluir que los compuestos polifendlicos de la almendra del mango son poco solubles
cuando se emplean los solventes puros (etanol o agua). Sin embargo, el grado de
extraccion es aun menor cuando se emplea como solvente agua pura (Figura 3). Este
comportamiento también fue reportado por Zhao et al., (2008), quién encontré que los
compuesto bioactivos son menos solubles a concentraciones de 100% agua
comparados con soluciones a 100% etanol. Basandose en el efecto curvilineo
mostrado en las Figura 3 y 4, se puede inferir que hay presencia de polifenoles con
diferentes polaridades. Esto se puede deber a que los taninos son solubles en medios
de extraccién anfifilicos y a que el coeficiente de difusion incrementa con la
concentracion de etanol (39-67% v:v) (Zhao et al., 2008).

Chew et al. (2011) encontré que se obtienen mejores resultados de extraccién cuando
se adiciona cierta cantidad de etanol (50-60%, v:v) al agua. Sin embargo, estos autores
también concluyen que por encima del 60% (etanol:agua, v:v)se reduce el rendimiento
de la extraccion. Estos resultados también fueron confirmados en el proceso de
extraccion sdlido-liquido a partir de la almendra de mango donde los mejores
rendimientos de polifenoles totales se obtuvieron en zona de mezcla agua-etanol

alrededor del 57% de concentracion (Figura 3).

3.5 EFECTO DE LA RELACION SOLUTO:SOLVENTE
En las Figuras 2 - 4 se evidencia que el aumento en la masa del soluto no presenta

una respuesta lineal, este comportamiento se puede explicar por la saturacién del

solvente o la presencia de un medio muy diluido. Estos resultados también fueron
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encontrados por (Tan et al., 2011) y son consistentes con los principios de transferencia
de masa donde la fuerza conductora es el gradiente de concentracion entre el solido y
el solvente y por la segunda ley de Fick que se da por un equilibrio final entre la

concentracion del soluto en la matriz solida y la solucion durante las 4h de extraccion.

3.6 OPTIMIZACION DE LA EXTACCION DE POLIFENOLES

Bajo condiciones optimizadas (etanol:agua 57,6:43,4; soluto:solvente 1:5 y temperatura
de 67°C) se obtiene un maximo tedrico de 136,14 mgEAG/guavs Y experimental de
144,52 mgEAG/ghavs (Mg de Equivalentes de &cido gdlico/g de harina de la almendra
de mango seca). Al comparar estos resultados con otros materiales vegetales se
evidencia que la almendra de mango tiene un contenido de PT mayor que el tamarindo
(94,50 £ 4,9 mgEAGI/Q), el aguacate (88,20 + 2,2 mgEAG/Q), el cacao (38,01 = 2,27
mgEAG/(q), la guayaba (20mgEAg/Q), la papaya (7 mgEAG/g) y la semilla de uva (66,81
MgEAG/g) (Pitchaon et al,. 2009; Bucic¢-Koji¢ et al., 2006; Herrera et al., 2008;
Norshazila et al., 2010). Estos resultados confirman la potencialidad de emplear este

residuo como fuente de extractos polifendlicos.

3.7 VALIDACION DEL MODELO
Empleando la ecuacion y los datos experimentales (ANEXO 8 — Tabla 6) el valor de la

raiz del error cuadratico medio fue de 1,97. De lo anterior se infiere que el modelo

explica la mayor parte de la variabilidad del proceso.
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3.8 CINETICA

La Tabla 4. muestra los parametros estimados para cada uno de los modelos
propuestos (sus representaciones graficas se encuentran en el ANEXO 7. Segun el
coeficiente de correlacién (R?) el grado de ajuste de los modelos en orden descendente
es Peleg modificado > Logaritmico > Peleg > Rakotondramasy. Este hecho no es
sorprendente ya que resultados similares han sido encontrados por Jokic et al., (2010)
y Amendola et al. (2010) en sus trabajos de extraccion de polifenoles a partir de

residuos del procesamiento de soya y la uva, respectivamente.

Tabla 4. Parametros cinéticos de los modelos ajustados.

Modelo de Modelo de Peleg Modelo Modelo de
Peleg Modificado Logaritmico Rakotondramasy
R":0,955 R":0,988 R":0,981 R":0,898
k14,33 k»:0,035 a:36,49 k40,097
n:0,027 k3:0,0070 b:61,29

Fuente: Autores

Al aumentar el nUmero de parametros de un modelo el ajuste de los datos se hace
mejor, pero también la incertidumbre se hace mayor debido a la propagacion de errores
como lo demuestran los resultados para los modelos de Peleg y el modelo logaritmico
(Tabla 4); por lo tanto se debe buscar un modelo con un nimero pequefio de
parametros que de un ajuste aceptables (principio de parsimonia).

A pesar que el mejor ajuste se obtiene a través de un modelo empirico (Peleg
Modificado) y a veces resulta dificil asignar un significado fisico a cada uno de sus
parametros (Amendola et al., 2010) para este caso los valores de sus constantes
brindan informacion relevante. En efecto, si se compara el valor de la constante k;
(minxguams/MgEAG), cuyo inverso es analogo a la constante de velocidad, se infiere
gue la extraccion de compuestos polifenolicos a partir de la almendra de mango es un
proceso rapido. Ademas, este valor es ~ 19,43 veces mayor al obtenido por Jokic et al.

(2010) para la soya y ~ 1,15 para la semilla de uva (Bucic¢-Koji¢ et al., 2007). En lo
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referente a la constante ks ésta puede considerase como el inverso de la
concentracion maxima obtenible para el proceso de extraccion. En nuestro caso, esta
concentracion es de ~ 144,52mgEAG/gnavs que supera en ~ 35,14 veces el valor
obtenido para la soya (Jokic et al., 2010) y 2,23 para la semilla de la uva (Buci¢-Koji¢ et
al., 2007). Ademas, la concentracion de PT empleando extraccion solido-liquido
convencional (para la HAMS empleada en este estudio) fue de 1,30 a 1,58 veces
superior a las de otras variedades de mango (Pitchaon, 2009 vy 2011).
Infortunadamente, no fue posible hacer una comparacion del comportamiento cinético
de la extraccion con otras variedades de mango, porque a lo mejor de nuestro
conocimiento este trabajo es el primero en proponer valores ajustados del modelo

cinético de extraccion.

Lo anteriormente expuesto se puede ver de forma gréfica en la Figura 6. A partir de
ésta se confirma que el material proveniente de la almendra de mango tiene un mayor

potencial de ser empleado para la obtencion de extractos polifendlicos.

Figura 6. Comportamiento cinético del proceso de extraccion de PT a partir de la
almendra de mango (o), semillas de uva ([J) (Buci¢-Kojicet al., 2007) y soya (A)
(Jokicet al., 2010).
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De otro lado la concentracion de equilibrio es alcanzada en ~ 94 min, (determinado
como se muestra en el ANEXO 9), confirmando que el proceso es rapido. Este hecho
se explica si se considera que los polifenoles estan levemente ligados a la pared celular
y a las vacuolas vegetales (Pinelo et al., 2004). Adicionalmente las condiciones de
operacion empleadas en este trabajo permiten una mejor area de contacto

aumentando el proceso de transferencia de masa.
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4. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos del andlisis estadistico confirmaron que todas las factores
considerados tienen una influencia significativa (P<0,05) sobre la cantidad de
Polifenoles Totales extraidos. A partir de este analisis fue posible describir el fendbmeno
de extraccion a través de un modelo cuadrético validado (RMSD: 1,97) y optimizar los
parametros de extraccion. Es importante subrayar que a lo mejor de nuestro
conocimiento, este trabajo es pionero al considerar la relacion soluto:solvente como un
factor dentro del disefio experimental. Se evidencié que el valor optimo de dicha
relacion (1:5 m:v). , cuando se compara éste Ultimo valor con los valores
tradicionalmente empleados en este tipo de procesos de extraccion (1:10 y 1:40) se
infiere que el valor optimizado en este trabajo reduce al menos en un 50% el empleo de

solventes.

Es de resaltar que la mayor cantidad de polifenoles totales extraidos para la almendra
de mango se alcanza al cabo de 94 min (proceso rapido), lo cual implicaria un menor

tiempo de produccién y consecuentemente reducciones en los costos de operacion.

Ademés, este trabajo enriquece las bases de datos (casi inexistentes) que agrupan
parametros cinéticos de los procesos de extraccion de polifenoles a partir de material
vegetal. PosibilitAndose asi la evaluacion, simulacion, disefio y control de los procesos
gue buscan la valorizacion de residuos agroindustriales a través de la produccion de

extractos polifendlicos.
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ANEXOS

ANEXO 1. CURVA DE SECADO DE LA ALMENDRA DE MANGO HILACHA
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ANEXO 2. PROCEDIMIENTO OPERACIONAL DE DETERMINACION DE
POLIFENOLES TOTALES.

CIRAD-AMIS-IATE.
VERSION C.
21/11/07

AUTOR: PIOMBO G.

1. REACTIVOS
e Carbonato de sodio Na,CO3
¢ Reactivo de FolinCiocalteu
e Extracto

e Agua deionizada

2. MATERIAL
e Agitador magnético
¢ Balanza analitica
e Pipeta
e Balon de aforado de 100ml
e Vaso precipitado

e Espectrofotometro

3. PREPARACION DE LA CURVA DE CALIBRACION DEL ACIDO GALICO
Preparacion de una solucion de acido galico concentrado a 200mg/.

Pesar 20 mg de acido galico y aforar en un balén de 100 ml y realizar las siguientes

diluciones: 1/2/10/20/40 para obtener una gama de concentraciones de 5 a 200mg/l de
acido galico.
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Cada punto se utilizara para construir la linea de calibracion a partir de las

concentraciones conocidas.

4. PREPARACION DE LA SOLUCION DE CARBONATO DE SODIO AL 20% p/v.
Pesar 20g de carbonato de sodio en vaso y adicionar 80 ml de agua deionizada y

homogenizar la solucion.

5. DETERMINACION DE POLIFENOLES TOTALES
En un tubo de ensayo agregar:

e 400 uL de la solucion a analizar

e 2400 uL de agua destilada

e 400 uL del reactivo de Folin Ciocalteu

¢ Realizar vortex y esperar 3 minutos

e 800 uL de la solucion de carbonato de sodio al 20% pi/v.
Guardar el tubo de ensayo en la oscuridad durante 60 min a temperatura ambiente,

seguidamente leer la absorbancia de la muestra a 760 nm en el espectrofometro,

usando como blanco una mezcla del reactivo y agua.
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ANEXO 3. CURVA DE CALIBRACION PARA LA MEDICION DE POLIFENOLES
TOTALES POR EL METODO DE FOLIN-CICALTEAU

CURVA DE CALIBRACION DEL ACIDO GALICO
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Fuente: Autores
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ANEXO 4. RESULTADOS DEL DISENO FACTORIAL 23 COMPUESTO CENTRAL
ROTABLE + PUNTOS CENTRALES (CIRCUNSCRITO PARATY SS Y FIJADO EN LAS
CARAS PARAEA)

Temperatura | Soluto:Solvente | Etanol:Agua Polifenoles Totales

(°C) (m:v) (v:v) (mgEAG/gnawms)
1 60 0,1 100 82,657
2 60 0,5 100 74,485
3 24 0,3 50 99,033
4 45 0,3 50 127,105
5 30 0,5 100 51,372
6 60 0,5 0 27,137
7 30 0,1 0 38,599
8 45 0,3 0 46,423
9 30 0,5 0 22,084
10 45 0,3 50 122,946
11 30 0,1 100 39,145
12 45 0,636 50 78,714
13 60 0,1 0 56,456
14 45 0,3 100 74,210
15 70 0,3 50 130,744
16 45 0,025 50 114,784
17 60 0,1 100 78,134
18 60 0,5 100 71,085
19 45 0,3 50 128,924
20 30 0,5 100 54,086
21 60 0,5 0 23,300
22 30 0,1 0 34,155
23 30 0,5 0 19,838
24 45 0,3 50 128,665
25 30 0,1 100 36,806

26 60 0,1 0 51,778
Fuente: Autores
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ANEXO 5. DIAGRAMA DE PARETO PARA EFECTOS ESTANDARIZADOS

Folifencles Totales (MOEAG Oy ams )

cC -53,024
(CIEtanolAgua fvyd
EITemperatura () 18,514943
BB 14,3504
BC
(BrSoluto:Solvente (v
A
AH

A

p=,04
ESTIMACION DE EFECTOS ESTANDARIZADOS

Fuente: Autores
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ANEXO 6. RESULTADOS EXPERIMENTALES DE LA CINETICA

Promedio
Tiempo Polifenoles Polifenoles Polifenoles Polifenoles
(min) MgEAG/gHAMS | mgEAG/gHAMS | mgEAG/gHAMS | mgEAG/gHAMS o

5 81,29 81,88 80,71 81,29 0,58
10 95,33 96,11 96,30 95,91 0,52
15 104,30 103,71 103,13 103,71 0,58
20 112,87 112,09 113,46 112,81 0,68
30 118,92 119,31 119,50 119,24 0,30
40 124,57 124,18 123,21 123,99 0,70
60 126,13 126,52 127,69 126,78 0,81
80 131,78 131,39 131,98 131,72 0,30
100 134,32 135,10 135,88 135,10 0,78
120 138,22 138,22 135,29 137,24 1,69
140 139,19 141,34 140,17 140,23 1,07
160 141,73 140,95 140,75 141,14 0,52
180 143,09 143,48 143,68 143,42 0,30
200 143,87 144,65 144,46 144,33 0,41
220 143,87 144,26 144,85 144,33 0,49
240 144,00 144,56 145,00 144,52 0,50

Fuente: Autores
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ANEXO 7. DIAGRAMAS DE LOS MODELOS CINETICOS AJUSTADOS A LOS
DATOS EXPERIMENTALES.

Modelo Logaritmico
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Modelo de Peleg

160
140 -
120 4
100 | /7
g0 b
60 -
40 -
20 -

D T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
Tiempo (min)

Concentracionde PT
(mg EAG/grams)

Fuente: Autores
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Modelo de Peleg Modificado
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160

100 150 200 250 300
Tiempo (min)

140
120

—_—
A O @ OQ
o o o o

Concentracionde PT
(mg EAG/g Hams)

N
o

o

Fuente: Autores

100 200 300
Tiempo (min)

57



ANEXO 8. RESULTADOS EXPERIMENTALES DE LA VALIDACION DEL MODELO
DE POLIFENOLES TOTALES.

T SS EA Experimental Modelo

1 40,00 0,10 30,00 103,240 101,844
2 40,00 0,10 70,00 104,100 106,114
3 50,00 0,20 50,00 129,050 129,447
4 60,00 0,30 70,00 131,260 129,387
5 60,00 0,10 30,00 114,630 115,310
6 60,00 0,10 70,00 128,660 124,977
7 60,00 0,30 30,00 112,809 114,574

Fuente: Autores
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ANEXO 9. CALCULO DE TIEMPO DE EQUILIBRIO CON UN ERROR MENOR AL
5%

Derivando la ecuacion de Peleg Modificado (mejor ajuste)

k
(k]2 + kst)”
0,0345 B
(0,0345 + 0,00696t)2

=0.05

0.05

t = 94 min
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