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Resumen

Actualmente, existe un gran interés cientifico y tecnoldgico por la investigacion y el desarrollo de
nuevas aplicaciones de diferentes compuestos bioactivos presentes en los alimentos y sus derivados
industriales, que normalmente son considerados como desechos. El objetivo de este trabajo es la
obtencion de extractos fendlicos de cascara y semilla de palta Hass mediante extraccion con CO;
supercritico y su comparacion con extraccion hidroalcohdlica, contemplando ademés su
concentracion y funcionalidad antioxidante en forma de extracto crudo asi como estabilizada como
hidrogeles de alginato. Las extracciones fueron optimizadas mediante el estudio del efecto de
algunas variables; para el método de extraccion supercritica (45°C cte.) fueron: presion (200, 300
y 400 bar), proporcion cascara:semilla (1:2, 1:3 y 1:4 %) y co-solvente (2, 4 y 6 % p/p); para el
método de extraccion hidroalcohdlica (50%agua/50% etanol) las variables estudiadas fueron:
proporcion cascara:semilla (1:2, 1:3 y 1:4 %), tiempo de agitacién (1, 2 y 3 h) y fraccion
soluto/solvente (3, 5y 7 %p/v); ambos métodos de extraccion se evaluaron sobre la respuesta
contenido de fenoles totales (Ysc: Supercritico e Ywn: Hidroalcoholica). El disefio factorial
seleccionado fue el disefio Box-Behnken determinado por el software Design-Expert con 3
variables independientes y cada una con 3 niveles de trabajo, el efecto de estas variables se
analizaron segun un estudio de superficie de respuesta. Las extracciones se realizaron a partir de
cascaras y semillas trituradas y secadas mediante lecho fluidizado. Una vez optimizadas las
condiciones de extraccion, los extractos con mayor contenido de polifenoles se estabilizaron en
forma de hidrogeles mediante interaccion del alginato y calcio a los cuales se les determiné su
aspecto mediante microscopia éptica, rendimiento de encapsulacién, estabilidad térmica por
calorimetria diferencial de barrido (DSC) y sus propiedades de flujo y viscoelasticas por reologia
rotacional y oscilatoria, respectivamente. Los objetivos principales del estudio fueron: I.
Determinar las diferencias entre los dos métodos de extraccion de acuerdo al contenido de fenoles
totales de los extractos obtenidos; Il. La estabilizacion de los compuestos bioactivos y fenoles
presentes en el extracto mediante la generacion de hidrogeles encapsulantes de alginato. Ill. La
determinacion de las propiedades reoldgicas y térmicas de los hidrogeles bioactivos. 1V. La
proyeccion del uso de los hidrogeles bioactivos como ingrediente en formulaciones alimentarias y
farmacéuticas. Los resultados indicaron que las condiciones éptimas de extraccion de polifenoles
con el método supercritico fueron de 400 bar, una proporcion de cascara:semilla de 1:3 y 6% co-
solvente dando contenido de fenoles de 726,24 mg EAG/100g muestra seca. Por otro lado, para el

método de extraccion hidroalcohdlico las mejores condiciones para la obtencion de polifenoles



fueron de 3 horas de agitacion, una proporcion de cascara:semilla de 1:3 y 3% p/v de
soluto/solvente dando contenido de fenoles de 987,12 mg EAG/100g muestra seca. De acuerdo al
andlisis reoldgico los hidrogeles obtenidos con extractos hidroalcohdlicos soportan un mayor
esfuerzo de cizalla que los obtenidos por extractos supercriticos, por otro lado las dos muestras de
hidrogeles exhibieron un comportamiento viscoelastico a lo largo de todo el intervalo de frecuencia
predominando el comportamiento elastico dado por el modulo G’. De acuerdo al comportamiento
térmico de los hidrogeles de los extractos supercritico y hidroalcoholico, alrededor de los 60°C y
56 °C se produce el primer pico endotérmico correspondiendo respectivamente a la fusion de cado
uno de los de hidrogeles de alginato. Por otro lado, se presentd un segundo pico correspondiente a
un comportamiento exotérmico a los 210 °C y los 220 °C, para los hidrogeles obtenidos con
extractos hidroalcoholicos y supercritico, respectivamente.



Summary

Currently, there is great scientific and technological interest in the research and development of
new applications of different bioactive compounds present in food and its industrial derivatives,
which are usually considered as waste. The objective of this work is the obtaining of phenolic
extracts of Hass avocado peel and seed by means of extraction with supercritical CO> and its
comparison with hydroalcoholic extraction, also contemplating its concentration and antioxidant
functionality in the form of crude extract as well as stabilized as alginate hydrogels. The extractions
were optimized by studying the effect of some variables; for the supercritical extraction method
(45 °C cte) were: pressure (200, 300 and 400 bar), ratio of shell:seed (1:2, 1:3 and 1:4 %) and
cosolvent (2, 4 and 6% w/w); For the hydroalcoholic extraction method (50% water/50% ethanol),
the variables studied ratio of shell:seed (1:2, 1:3 and 1:4 %), agitation time (1, 2 and 3 h) And
solute/solvent fraction (3, 5 and 7% w/v); Both extraction methods were evaluated on the response
content of total phenols (Ysc: Supercritical and Ynn: Hydroalcoholic). The Box-Behnken design
was determined by the Design-Expert software with 3 independent variables and each with 3 work
levels, the effect of these variables was analyzed according to a surface response study. The
extractions were made from husks and seeds crushed and dried by fluidized bed. Once the
extraction conditions were optimized, extracts with higher polyphenol contents were stabilized as
hydrogels by the interaction of alginate and calcium, which were determined by optical
microscopy, encapsulation performance, thermal stability by differential scanning calorimetry
(DSC) and its flow and viscoelastic properties by rotational and oscillatory rheology, respectively.
The main objectives of the study were: I. To determine the differences between the two extraction
methods according to the total phenol content of the extracts obtained; Il. The stabilization of the
bioactive compounds and phenols present in the extract by the generation of alginate encapsulating
hydrogels. I11. Determination of the rheological and thermal properties of bioactive hydrogels. 1V.
The projection of the use of bioactive hydrogels as an ingredient in food and pharmaceutical
formulations. The results indicated that the optimum polyphenol extraction conditions with the
supercritical method were 400 bar, a ratio of shell: seed 1: 3 and 6% co-solvent giving phenol
content of 726,24 mg EAG / 100 g dry sample . On the other hand, for the hydroalcoholic extraction
method, the best conditions for obtaining polyphenols were 3 hours of agitation, a ratio of shell:
seed of 1:3 and 3% w/v of solute/solvent giving phenol content of 987,12 mg EAG/100g dry
sample. According to the rheological analysis the hydrogels obtained with hydroalcoholic extracts

support a greater shear stress than those obtained by supercritical extracts, on the other hand the



two samples of hydrogels exhibited a viscoelastic behavior throughout the entire frequency range
predominating the given elastic behavior By the module G'. According to the thermal behavior of
the hydrogels of the supercritical and hydroalcoholic extracts, at about 60 °C and 56 °C the first
endothermic peak corresponding to the melting of each of the alginate hydrogels occurs. On the
other hand, a second peak corresponding to an exothermic behavior at 210 °C and 220 °C was

presented for hydrogels obtained with hydroalcoholic and supercritical extracts, respectively.
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Capitulo 1: Introduccion

CAPITULO 1: INTRODUCCION

En la actualidad, existe un gran interés en la busqueda de nuevas fuentes naturales de compuestos
antioxidantes y el estudio de sus efectos una vez que son adicionados en distintos productos
alimentarios (Rodriguez Carpena et al., 2011). Ademas hoy en dia existe en los consumidores una
tendencia al consumo de productos naturales en lugar de los sintéticos, debido a los posibles efectos
negativos en la salud (Mesa et al., 2010). Se sabe que existe una cantidad significativa de
compuestos fendlicos en los alimentos que se consumen habitualmente, como frutas, verduras,
entre otros; y estas son responsables de su calidad sensorial y nutricional (Ignat et al., 2011), por
lo que hoy en dia son ampliamente estudiados. Por otro lado, el gran desarrollo que ha alcanzado
la actividad agroindustrial ha repercutido negativamente en el medioambiente (Chavez et al.,
2011). Uno de los principales efectos es el incremento en la generacion de residuos, esto ha
impulsado a buscar nuevas técnicas 0 métodos para el aprovechamiento de los residuos. Cada
residuo generado en el proceso agroindustrial puede ser aprovechado en otras aplicaciones, como
la obtencidn de ingredientes funcionales destinados a la mejora de alimentos para consumo humano
o animal (Galanakis, 2012). Especificamente la industria de la palta lo Unico que se aprovecha es
el aceite de la pulpa, dejando de lado la cascara y la semilla, que no son de interés ya que no son
valorados como fuentes de aditivos funcionales para productos alimentarios, sin embargo estos
residuos son ricos en polifenoles (Wijngaard y Brunton, 2010) y ademas poseen capacidad
antioxidante y antimicrobiana (Rodriguez et al., 2011), por lo que se hace imprescindible la
basqueda de nuevos métodos de obtencion de estos compuestos bioactivos provenientes de
residuos. El proceso de extraccién es importante en el aislamiento e identificacién de los
compuestos fendlicos; la capacidad de extraccion depende del disolvente, la naturaleza y la
preparacion de material a extraer, la estructura quimica de los compuestos fendlicos, temperatura,
tiempo de extraccion, relacion sélido-liqguido, método de extraccion empleado y la posible
presencia de sustancias de interferencia (Buci¢-Koji¢ y col., 2011).

Se ha informado en la literatura especializada sobre la extraccién de polifenoles usando CO>
supercritico, la cual permite una rapida y selectiva extraccion de compuestos naturales desde
sustratos sélidos (Esquivel y Vargas, 2007). Sin embargo, ya que el CO, es un disolvente apolar
no puede solubilizar compuestos polares (como los polifenoles) y la eficacia de la extraccion de
estos compuestos naturales es baja (Velasco et al., 2007). La solubilidad de compuestos naturales

en CO, supercritico puede mejorarse mediante la variacion de las condiciones de extraccién y en
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particular mediante la adicion de co-solventes polares, tales como etanol, metanol o agua en bajas
concentraciones (Chafer et al., 2005).

En base a lo expuesto, esta investigacion tuvo como objetivo obtener extractos fendlicos de los
residuos de semilla y cascara de palta Hass, mediante CO2 supercritico y co-solvente etanol y
comparar su capacidad antioxidante con la de extractos obtenidos con mezcla hidroalcoholica.
Ademas, estos extractos fendlicos seran estabilizados en hidrogeles de alginato de propiedades

reoldgicas y térmicas definidas.
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Hipotesis

La semilla y cascara de palta Hass contiene compuestos fendlicos con capacidad antioxidante
factibles de extraer con CO- supercritico y co-solvente etanol en funcion de su polaridad. Estos
compuestos fenolicos son posibles de mantener en un sistema de hidrogeles de alginato de
propiedades reoldgicas y térmicas definidas.

Objetivos generales

e Estudiar la extraccién de compuestos fendlicos antioxidantes de la cascara y semilla de
palta Hass mediante diferentes métodos de extraccion y a la vez lograr su estabilizacion por

medio de la generacion de hidrogeles de alginato.

Obijetivos especificos

Estudiar el efecto de las variables independientes, sobre el contenido de fenoles totales de

los extractos obtenidos por extraccidn supercritica y extraccién hidroalcohdlica.

e Comparar los extractos obtenidos por el método de extraccion supercritica y por el método
de extraccion hidroalcoholica de acuerdo al contenido de fenoles totales.

e Seleccionar la mejor condicién de cada método segln su contenido de fenoles totales.

e Evaluar la eficiencia de encapsulacién, el comportamiento reoldgico (Reologia), térmico
(DSC) y estructural (microscopia optica) de los hidrogeles de alginato enriquecidos con los

respectivos extractos seleccionados.
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CAPITULO 2: ANTECEDENTES GENERALES

2.1 La Palta

El palto (Persea americana) es un arbol de frutos tropicales distribuido en muchas partes del mundo
(Figura 2.1). Perteneciente a la familia Lauraceae, el arbol se cree que es originario de México. En
todo el mundo existen muchas variedades de palta (Yanty et al., 2011) pero segun Dabas et al.
(2011), la variedad Hass (Figura 2.2) es la mas cultivada; eso porque una de las mayores virtudes
de Hass es su prolongada estacion de cosecha, factor que unido a su gran calidad ha permitido
aumentar el consumo mundial de paltas. Ademas, la amplia aceptacion de Hass en casi todos los
mercados mundiales ha fortalecido la demanda por paltas de piel negra y rugosa en relacion con

las paltas de céscara verde y lisa.

La palta se desarrollé en diversas subespecies debido a su aislamiento geografico, originando
finalmente diferentes tipos boténicos. A partir de la evidencia arqueoldgica encontrada en
Tehuacén (México), se cree que este fruto aparecié hace aproximadamente 12.000 afios (Yahia,
2011). Al cultivar palta Hass se produce un fruto piriforme, de cascara gruesa, un poco rugosa y
de color verde que se torna negro conforme a su maduracion. La palta Hass es una baya con

mesocarpio y endocarpio carnosos que contiene una sola semilla (Bresanni, 2009) (Figura 2.2).
Figura 2.1. Arbol del palto. Figura 2.2. Fruto del palto.

Peduinculo

Mesocarpio
Semilla
Endocarpio
Exocarpio
(Epicarpio)

De acuerdo con la American Dietetic Association (ADA) la palta se clasifica como un alimento
funcional, debido a sus altos beneficios de valor y de salud nutricional. Actualmente, los estudios
han demostrado que la palta promueve la salud cardiovascular y la prevencién del cancer, ademas

de controlar los niveles de glucosa en sangre (Jacobo y Hernandez, 2012; Berasategi et al., 2012).
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La presencia de micro y macro nutrientes, como minerales, fibra dietética, proteinas, lipidos,
vitaminas y fitoquimicos en la pulpa del fruto es la principal razon para el aumento constante en la
agricultura de las paltas (Dreher y Davenport, 2013). Por otra parte, si tomamos en cuenta que la
semilla de palta Hass representa entre un 15 a 18% del total del fruto, es predecible que se produzca
una enorme cantidad de desechos organicos provenientes de la industrializacion (Ramos et al.,
2007), los cuales representan un alto costo para las empresas dado los altos volimenes que se
generan. Por estos motivos estdn comenzando a ser material de estudios para evaluar su posible
utilizacion, dado que existen antecedentes de que contienen algunos compuestos que podrian ser
aprovechables (Undurraga et al, 2008). La semilla de palta es un subproducto que concentra
compuestos biolégicamente activos como los polifenoles; por lo cual, esta materia prima residual
puede jugar un papel importante pudiendo llegar a ser un producto valorizado al ser procesado
industrialmente (Bresanni, 2009). A su vez, la semilla o carozo es posible encontrar enzimas y
sustancias de caracteristicas antibidticas y antimicrobianas, estas Ultimas tendrian posibles
utilizaciones en conservas de carne, en procesos de curado y en la preservacion de cremas de
confiteria. También es factible la utilizacion de la semilla para extraer taninos y pigmentos.
Ademas, la semilla de la palta parece tener algunos compuestos que evitan el pardeamiento del
fruto (Canto, 1980). Kahn (1987) establece que la semilla de palta es potencial fuente de almidon,
debido a su contenido cercano al 30%, sefialando ademas que la evaluacion microscopica de este
elemento reveld que posee caracteristicas similares a las de maiz, los rangos de gelatinizacion y
viscosidad son del tipo C (de dilatacién restringida), lo cual sugiere su posible uso en alimentos

que deben ser calentados a 100 °C, como sopas Y salsas.

Por otra parte habitualmente, las cascaras de muchos frutos concentran compuestos biolégicamente
activos como los polifenoles, los cuales poseen reconocidas propiedades antioxidantes, y por ello
pueden ser empleados en el desarrollo de ingredientes funcionales. En efecto, esto ha llevado a la
funcionalizacion de alimentos orientados a problemas de salud como lo son la obesidad, diabetes,
e hipertension (Gursevak, 2005; Yu y Slavin, 2008). Segun Ceballos y Montoya (2013), aunque
las pulpas de palta presentan los niveles mas altos de proteina, es importante resaltar que las
semillas y las cascaras también muestran valores muy altos, lo que representa una condicion
importante para su uso potencial como fuente de proteina para alimentacion animal o
suplementacion agricola, ademas, la cascara del aguacate podria ser evaluada como fuente de
carbohidratos insolubles, si se tiene en cuenta la importancia de la celulosa como fuente de

obtencion de glucosa, la cual tiene multiples aplicaciones industriales.
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Manal et al. (2013), evaluaron el efecto de los componentes bioactivos de kiwi y semilla de palta
en la hipercolesterolemia en ratas, la extraccion de los compuestos antioxidantes se realizo
mediante extraccion con solvente 50/50 v/v (etanol/agua), un tiempo de agitacién de 10 h, el
contenido de fenoles totales encontrados en la semilla fue de 285,43 mg GAE/100g, ademas los
resultados demostraron que la semillas de aguacate fue la mas alta en contenido fendlico y tiene un
mayor efecto sobre la hipercolesterolemia en comparacion con el kiwi. Por otro lado Vinha et al.
(2013), determinaron el contenido de fenoles totales de extractos acuosos de pulpa, céscara y
semilla de palta, cuyos valores fueron de 410,2, 679,0 y 704,0 mg GAE/100 g respectivamente.

Las diferencias en los valores pueden deberse a diferencias en las condiciones geograficas del sitio
del cultivo, composicion quimica del suelo de cultivo, metodologia de extraccion y estados de
madurez (Wang et al., 2010).

2.1.1 Caracterizacion quimica de la semilla y cascara de la palta Hass

Segun el analisis proximal realizado, la semilla y c&scara de palta Hass posee los siguientes

valores expresados en %g.

Tabla 2.1. Caracterizacidn quimica de la semilla y cascara de palta Hass.

Materia Proteinas Lipidos  Carbohidratos Cenizas Fuente
prima

Semilla 1,99 + 0,06 2,03+0,30 25,03+0,70 151 +0,01 C(uzrggg;ao
Céscara 1,60£007  110+002 1920+022  1,80+0,03 V?;%Sf;)ez

2.1.2. Principales compuestos fenolicos encontrados en la semilla y cascara de palta Hass

Velasquez (2014), realizé el analisis por HPLC Masa Masa a extracto etanolico de cascara y semilla
de palta Hass, de la cual se identificaron diversos componentes quimicos. La Tabla 2.2 nos muestra
los fenoles principales encontrados en la cascara (Anexo D, Tabla D-1) y la Tabla 2.3 nos muestra

los fenoles principales encontrados en la semilla (Anexo D, Tabla D-2).

Tabla 2.2. Fenoles identificados en la cascara de palta Hass

Fenol identificado cascara Familia

palta Hass
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Proantocinidinas Flavonoles-3
Epicatequinas Catequinas
Delfinidinas Antocianidina
Acido cafeoilquinico Acido cafeoilquinico
Quercetina Flavonol
Ramnetina Flavonol O-metilado
Acido quinico Quinona
Dimetoxiflavanona Flavonoides

Tabla 2.3. Fenoles identificados en la semilla de palta Hass

Fenol identificado cascara Familia
palta Hass
Proantocinidinas Flavonoles-3
Quercetina Flavonol
Peonidina antocianinas
acido cafeico hidroxicindmicos
Epicatequinas Catequinas
Acido quinico Quinona

Rodriguez Carpena et al. (2011), caracterizaron la cascara de palta Hass encontrando componentes
similares al de este estudio clasificando los polifenoles en 5 grupos: catequinas, acidos
hidroxibenzoicos (OH-B), acido hydroxycinnamic (OH-C), flavonoles y procianidinas. También
se reveld con el andlisis detallado de las subclases, diferencias adicionales entre los materiales de
aguacate. Por ejemplo, las epicatequinas fueron los compuestos mas abundantes (~98%) dentro del
subgrupo de catequinas en las cascaras, mientras que la proporcidn entre catequinas y epicatequinas
fue igual (~50%) en el material de la semilla. Por otro lado, recientemente Wang et al. 2010,
informaron la presencia de procianidinas y ciertas clorofilas en cascara, pulpa y semilla de varios

cultivares de aguacate.

2.2 Produccién mundial y nacional

De acuerdo a estimaciones de la FAQ, la produccién mundial de paltas se ha cuadruplicado durante
las dltimas cuatro décadas, llegando a 3,6 millones de toneladas en el afio 2007 (ODEPA, 2009).

Del total producido en ese afio, el 70% se origind en el continente americano. Siendo México el
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que destaca como mayor productor con 1.2 mt. Cantidad que representa el 35% de la produccién
de este grupo mundial de palta. En el 2010 la produccion total de aguacate en la Republica
Mexicana report6 un poco mas de 1 millon 77 mil toneladas lo que ird en aumento a medida que
pasan los afios (SFA, 2011). Chile es el segundo pais productor, su produccién alcanza 328 mil
toneladas, alcanzando en el 2008 el 9 % de la produccion mundial (SFA, 2011). En nuestro pais,
la superficie cultivada con paltos se distribuye mayoritariamente en las regiones de Coquimbo,
Valparaiso y Metropolitana, que concentran mas de 90% de la superficie nacional plantada
(ODEPA, 2009).

2.3 Actividad antioxidante

En los ultimos afios, hay un creciente interés en la busqueda de antioxidantes, ya que pueden inhibir
la propagacion de reacciones de radicales libres y retardar la rancidez oxidativa de lipidos en los
alimentos (Liu et al., 2007).

La oxidacion puede dafiar las membranas, lipidos, lipoproteinas, e inducir la mutacion del ADN
(Albano et al., 2012). Los antioxidantes previenen la oxidacién de las moléculas y juegan un papel
importante en la prevencion de enfermedades degenerativas como el cancer, las enfermedades
cardiovasculares, formacion de cataratas, el proceso de envejecimiento, enfermedades
inflamatorias y una amplia gama de trastornos neuroldgicos (Hussain et al., 2013).

Los antioxidantes son moléculas orgéanicas de origen natural o sintético que pueden evitar o retardar
el desarrollo de los procesos de oxidacidn que encontrandose en bajas concentraciones, respecto a
la de los sustratos bioldgicos oxidables (como lipidos, proteinas, ADN e hidratos de carbono), es
capaz de prevenir o retardar la oxidacion radicalaria de dichos sustratos (Valenzuela et al., 1996;
Jiménez et al., 2000). Se estima que la vida Util de muchos productos alimentarios aumenta entre
un 15y 200% al emplear antioxidantes (Halliwell, 1996).

Un antioxidante es definido como una sustancia que, relativamente en bajas concentraciones,
inhibe efectivamente el grado de reaccion con el oxigeno. Por otro lado, un antioxidante reacciona
con cualquiera de los radicales libres iniciales o con uno formado en las etapas tempranas dando

un intermediario que no es capaz de continuar con la reaccion en cadena. (Zheng y Wang, 2001)

Los radicales libres se pueden definir como sustancias quimicas reactivas que tienen un unico
electron desemparejado en una Orbita externa. La mayoria de los radicales libres que pueden dafiar

los sistemas bioldgicos son los radicales libres de oxigeno, conocidos normalmente como “especies




Capitulo 2: Antecedentes generales

reactivas de oxigeno” (ROS). Las ROS pueden producirse durante la irradiacion de la luz UV, por
rayos-X y por rayos-y, y también pueden ser producidas durante las reacciones de catalisis de un
metal. Los radicales libres tienden a captar un electrén de otros atomos con el fin de alcanzar su
estabilidad electroquimica. El término “radical libre” enfatiza una reactividad mas alta comparada
con moléculas cuyos atomos estan ligados a otros por covalencia (enlace por comparticion de

electrones) (Gonzalez y Gémez, 2012).

Los compuestos fendlicos tienen una gran capacidad antioxidante, considerada la actividad
bioldgica responsable del efecto preventivo sobre algunas enfermedades de origen cardiaco e
inmunoldgico. Dentro de esta gran familia pueden encontrarse tres grupos principales: los acidos
fendlicos, los polifenoles y los flavonoides, siendo estos ultimos el grupo mas comin (Echavarria
et al., 2009).

2.3.1. Antioxidantes sintéticos

Son definidos como conservadores alimenticios que retardan especificamente el deterioro, rancidez
o0 decoloracion, debido a la oxidacién lipidica. Los mas conocidos son los que se derivan de las
estructuras fendlicas o los que tienen un grupo fendlico dentro de su estructura molecular, tales
como BHA, BHT y TBHQ (Mesa et al., 2010; Albano et al., 2012)

Publicaciones recientes sefialan que los antioxidantes sintéticos pueden estar implicados en

problemas de salud, incluyendo carcinogénesis en animales de experimentacion (Igbal et al., 2007).

Muchos compuestos como la quercetina, a-tocoferol y el B-caroteno, entre otros, son antioxidantes
naturales que presentan una actividad comparable con antioxidantes sintéticos de mayor uso, como
el 2-terbutil-hidroxitolueno (BHT) y el 2-terbutil-hidroxianisol (BHA); sin embargo, los
antioxidantes sintéticos pese a sus propiedades antioxidantes presentan la desventaja de ser toxicos
(Mesa et al., 2010; Albano et al., 2012). Los antioxidantes sintéticos también son usados
frecuentemente como un sistema de medicion de la actividad antioxidante estandar para comparar
con antioxidantes naturales y para ser incorporados en los alimentos, ademas pueden soportar
varios tratamientos y condiciones, asi como para prolongar la vida util de un producto. Hoy en dia,
casi todos los alimentos procesados tienen antioxidantes sintéticos incorporados, que son

reportados a ser seguro, aunque algunos estudios indican lo contrario (Carocho y Ferreira, 2013).

Normalmente, los antioxidantes sintéticos son compuestos polifenolicos que son mas o menos

liposolubles, y sospechosos de ser responsables de dafios en el higado y carcinogénesis, presentes
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en los alimentos en concentraciones por lo general de hasta 100-200 pg/g, ya sea individualmente

0 en combinacion (Li et al., 2014).

Estudios con TBHQ, registraron a dosis altas efectos negativos en animales de experimentacion,
tales como tumores gastricos y dafio al DNA. Este antioxidante sintético se encuentra prohibido
para su uso en alimentos en Japon, Canada y Europa. De la misma forma, BHA y BHT han sido
removidos de la lista de compuestos seguros para estas naciones (Suja et al., 2004; Igbal et al.,
2007).

2.3.2. Antioxidantes naturales

Los antioxidantes naturales mas importantes tecnoldégicamente empleados en aceites son los
tocoles (tocoferoles y tocotrienoles), los extractos de especias, los acidos ascérbico y citrico, y sus
sales (Tsimidou et al., 1995).

El mas abundante y el mas activo biologicamente es a-tocoferol. Esta inhibe la formacion de
radicales libres al reaccionar con el radical peroxil deteniendo la cadena de propagacion y con el
radical alcoxil inhibiendo la descomposicion de los hidroperdxidos y disminuyendo la formacion
de aldehidos (Frankel, 1996).

El uso de especias y hierbas como antioxidantes en alimentos procesados constituyen una

alternativa prometedora al uso de antioxidantes sintéticos (Madsen et al., 1998).

Los compuestos fendlicos tienen una gran capacidad antioxidante, considerada la actividad
bioldgica responsable del efecto preventivo sobre algunas enfermedades de origen cardiaco e
inmunoldgico. Dentro de esta gran familia pueden encontrarse tres grupos principales: los acidos
fenolicos, los polifenoles y los flavonoides, siendo estos Gltimos el grupo mas comdn (Echavarria
et al., 2009).

2.3.3. Polifenoles

Los polifenoles son un grupo de sustancias quimicas encontradas en plantas caracterizadas por la
presencia de mas de un grupo fenol por molécula que presentan compuestos bioactivos con

capacidad antioxidante.

Los polifenoles son metabolitos secundarios de las plantas, y por lo general desempefian diversas

funciones de proteccion frente al ataque de agentes patdgeno, asi como para la defensa contra la
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radiacion ultravioleta. En los alimentos, los polifenoles pueden contribuir a la amargura, la
astringencia, color, sabor, olor y estabilidad oxidativa. Se han identificado més de 8.000
compuestos polifendlicos en diferentes variedades de plantas. Todos los compuestos fenolicos
vegetales surgen a partir de un intermediario bioquimico coman, la fenilalanina, u otro precursor
como el acido siquimico. Poseen estructura de anillos aromaticos y enlaces conjugados a partir de
los cuales ejercen su accion antioxidante. Los polifenoles se pueden clasificar en diferentes grupos
en funcion del nimero de anillos de fenol que contienen, y sobre la base de sus elementos
estructurales. Las principales clases de polifenoles son los acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos

y lignanos (Bhooshan y Rizvi, 2009).

Acido Fendlicos: Se dividen en é&cidos hidroxibenzoicos y acidos hidroxicindmicos. Estos
representan alrededor de un tercio de los compuestos polifendlicos en nuestra dieta, y se encuentran
en material vegetal, particularmente en las frutas acidas, entre los mas comunes, el acido cafeico,

galico y ferdlico.

Flavonoides: Son los polifenoles mas abundantes en la dieta, se han identificado mas de 4000
variedades de estos, la mayoria responsables de los colores atractivos de las flores, frutas y hojas.
Su estructura base puede sufrir muchas modificaciones y adiciones de grupos funcionales, por lo
que son una gran familia de diversos compuestos pero siempre manteniendo las caracteristicas
polifendlicas y solubles en agua. Existen seis clases principales: las chalconas, flavonas, flavanoles,
flavandioles, antocianinas y taninos condensados. Otros derivados son los isoflavonoides y
neoflavonoides. Las diferencias individuales dentro de cada grupo surgen del nimero y disposicion
de los grupos hidroxilos, asi como del grado de alquilacion. Algunos de los mas comunes son: la
quercetina, miricetina y catequina. La catequina debido a su estructura posee en su molécula dos
centros de quiralidad, por tanto tiene cuatro diasteroisdémeros, dos son isomeros de configuracién
trans y se denominan catequina, y los otros dos son de configuracién cis conocidos como

epicatequina (Figura 2.3).
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Figura 2.3. Estructura quimica de la sub-clase de los flavonoides (Bhooshan y Rizvi, 2009).

Estilbenos: son hidrocarburos aromaticos que contienen dos restos fenilos conectados por un

puente de carbono metileno, la mayoria de estos actdan en las plantas como fitoalexinas, es decir,

como compuestos antimicrobianos que se acumulan y sintetizan sélo en respuesta a una infeccién

o lesion (Ej: el resveratrol).

Lignanos: son compuestos difendlicos que se forma por la dimerizacion de dos residuos de &cido

cinamico. Son uno de los dos grupos principales de fitoestrogenos, que son antioxidantes. La otra

clase de fitoestrdgenos son las isoflavonas.

2.3.3.1. Mecanismo de accion de los fenoles

Los fenoles pueden actuar por varios mecanismos, entre los principales estan:

o Como inhibidores, activadores o protectores de enzimas especificas.

o Como antioxidantes, propiamente tal, actuando como atrapadores de radicales libres.

12
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o En forma indirecta, como agentes quelantes de iones de metales de transicion, es decir,
uniéndose a estos iones y reduciendo la capacidad de estos metales pesados de generar radicales
libres.

Cada polifenol actuard por uno o méas de estos mecanismos segun sus propiedades particulares.
(Hernéndez y Prieto, 1999).

2.3. Importancia de los residuos derivados de la industria de los alimentos

Una dieta rica en verduras y frutas frescas se recomienda generalmente para un estilo de vida
saludable, ya que constituyen una importante fuente de nutrientes como antioxidantes, fitoesteroles,
y la fibra. La transformacién de una materia prima en alimento crea un "residuo" que comprende
ademas la masa comestible que se pierde, desecha, o degrada en las diferentes etapas de la cadena
de suministro de alimentos. Otros restos son cascaras, tallos, nucleos, pieles, semillas, cascaras, el
salvado o la paja de cereales, piel de pescado, cabeza y huesos, etc. Los subproductos y
desperdicios de la industria de alimentos han sido considerados como materiales indeseables que
han sido eliminados de maneras costosas, a través de la alimentacion animal, vertedero o
incineracion, sin embargo hoy en dia, son considerados como fuentes prometedoras de
nutracéuticos valiosos (Wijngaard y Brunton, 2010; Ayala-Zavala et al., 2011; O'Shea et al., 2012;
Galanakis, 2012).

Este tipo de residuo posee un gran impacto ambiental debido a la carga organica que tiene. Ademas,
posee un costo asociado a este tipo de desecho: manipulacion, transporte y almacenamiento, entre
otros. Por ejemplo, en la industria de la naranja se producen grandes cantidades de piel y semillas
con un alto contenido de polifenoles. En las industrias de la manzana, pera y melocotdn, se obtienen
grandes cantidades de piel que incluso pueden tener mayor cantidad de compuestos fenolicos que
los obtenidos en la pulpa (Balasundram et al., 2006). También, en los residuos de la produccion de
vino y cerveza se pueden encontrar compuestos fenolicos. Se han realizado diversos trabajos con
la cascara de nueces, con arroz y trigo. En ellos se hallan gran cantidad de polifenoles, entre los
que cabe destacar el &cido cindmico (Guerrero et al., 2008).

En la industria de la palta hoy en dia lo Unico que se aprovecha es la pulpa, dejando a un lado la
cascara y la semilla. Estas partes de la fruta son ricas en polifenoles y ademas posee capacidad
antioxidante y antimicrobiana (Rodriguez-Carpena et al., 2011). Entre los polifenoles que posee
estan la (+)-catequina y (-)-epicatequina (Soong y Barlow, 2004). Los compuestos fenolicos son
importantes componentes de la calidad de las frutas debido a su contribucion al sabor y el color de

la fruta (\VVeberic et al., 2008). En los Gltimos afios, los compuestos fendlicos de origen natural han
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sido objeto de interés en muchas investigaciones cientificas debido a sus efectos positivos en la
salud humana, atribuidas principalmente a sus actividades antioxidantes. En el articulo de revision
de Tsao y Deng (2004), se informé que los compuestos fendlicos y carotenoides son los grupos
mas importantes de antioxidantes naturales.

Existen estudios realizados donde los extractos obtenidos de residuos de aguacate son efectivos
para evitar la oxidacion y el crecimiento microbiano, por ejemplo Matsusaka et al. (2003), hallaron
una actividad antioxidante importante en el extracto metandlico (MeOH) de las semillas de Persea
americana. Rodriguez-Carpena et al., (2011), han reportado actividad antioxidante en extracto al
100% de acetato de etilo (EtOAC), extracto en 70% de acetona y en 70% de metanol (MeOH) de

la piel, pulpa y semilla de Persea americana.

2.4. Fluidos supercriticos

El método de extraccién mediante fluido supercritico (EFS) es muy ventajosa y respetuoso del
medio ambiente sobre otros métodos de extraccion convencionales (Sahena et al., 2009). Los
fluidos super criticos son sustancias cuya presion y temperatura estan por encima de los valores
criticos (del Valle y Aguilera, 1999; Knez et al., 2014), cuando un fluido se somete a condiciones
por encima de su punto critico, se encuentra en estado supercritico, el cual se conoce como fluido
supercritico (Herrero et al., 2006). En la Figura 2.4 se puede apreciar el diagrama presion v/s
temperatura, los tres estados de la materia estan separados por lineas que representan los equilibrios
solido-liquido o de fusion, solido-gas o de sublimacién y liquido-gas o de vaporizacion. Ademas,
aparecen dos puntos caracteristicos: el punto triple, donde coexisten los tres estados, y el punto
critico, al final de la curva de vaporizacion, caracterizado por una presion critica (Pc), y una

temperatura critica (Tc) (Cifuentes et al., 2004).

Presion

5 5 FLuIDO
) @ 7 i ]
T g SUPERCRITICO
N
LiQuioo
Pc ' Zona Subcritica
SOLIDO PC
'b‘-"\bv
Y
I
. GAS
o PT

Ts Temperatura

Figura 2.4. Diagrama de fases general para un fluido supercritico (Vasquez, 2008).
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En estas condiciones supercriticas varias propiedades del fluido se encuentran entre el gas y el
liquido. La densidad de un fluido supercritico es similar a la del liquido y su viscosidad es similar
a la del gas (Sahena et al., 2009).

Al presentar el fluido supercritico propiedades intermedias entre el gas y el liquido, este tiene gran
capacidad de disolver compuestos que normalmente no disolveria o disolveria muy poco en el
estado liquido o gaseoso (Esquivel y Vargas, 2007). La capacidad solvente de un fluido supercritico
se refiere al poder que tiene ese solvente para disolver un soluto determinado bajo condiciones
especificas (Brunner, 2004). Esta capacidad solvente en un fluido supercritico varia con su
densidad, la cual puede ser tan alta como el liquido o baja como el gas, dependiendo de pequefias
variaciones en la presion o en la temperatura (Raventds et al., 2002), la densidad se incrementa a
medida que la presion aumenta o la temperatura disminuye (del Valle y Aguilera, 1999), a la vez
su viscosidad es mucho menor, lo que hace que los coeficientes de difusion de los solutos en los
fluidos supercriticos sean mucho mayores que en un disolvente liquido. Asi pues, cabe esperar que
las extracciones con fluido supercritico sean, en primer lugar tan completas como las llevadas a
cabo con disolventes liquidos, debido a que ambos presentan similares caracteristicas, y en segundo
lugar, mucho mas réapidas y eficientes, ya que su baja viscosidad favorece los fendmenos de
transferencia de masa (transporte de los analitos) y la penetrabilidad de los poros de la matriz de la
muestra (Valverde, 1995). Ademas los fluidos supercriticos se convierten en disolventes ideales
puesto que su elevada difusividad les permite penetrar a través de materias porosas y su capacidad
de solvatacion modulable les permite una gran versatilidad y selectividad segun las condiciones de
presion y temperatura a las que se sometan (Fornari et al., 2012).

La extraccion supercritica tiene ventajas significativas sobre las técnicas de extraccion de
disolvente mas convencionales. Ademas la no necesidad de la eliminacién del disolvente a partir
del producto final, la ausencia de luz y aire durante la extraccion puede reducir el proceso de
degradacion que puede ocurrir cuando otras técnicas de extraccion se emplean resulta en una mayor
actividad antioxidante de los extractos (Ashraf-Khorassani y Tylor, 2004). En este contexto, es
evidente, entonces, que EFS puede utilizarse para recuperar las biomoléculas a partir de residuos
vegetales, tales como orujo de tomate, salvado de arroz, residuos de café, residuos de uva etc
(Ghafoor et al., 2010).

Sin embargo, este tipo de extraccion posee un inconveniente y es que frecuentemente es dificil la
extraccion de componentes polares, por lo que para minimizar este efecto es necesario usar

modificadores organicos como el etanol en pequefias cantidades (Brunner, 2004).
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2.4.1. Extraccion mediante CO, supercritico

Uno de los fluidos supercriticos mas utilizados en la extraccion de compuestos es el didxido de
carbono, debido a que presenta ventajas comparativas, como su bajo costo, facil obtencion y
propiedades criticas bajas (Presion: 73,89 bar; Densidad: 467,60 kg/m3; Temperatura: 32 °C)
(Velasco et al., 2007), en comparacion a otros solventes sefialados en la Tabla 2.3.

El CO, puede actuar como solvente a temperaturas relativamente bajas y en condiciones adecuadas
puede utilizarse para una extraccion selectiva de multiples componentes de productos naturales.
Muchas razones lo hacen recomendable frente a los solventes convencionales. No es corrosivo en
presencia de agua y no es inflamable, se puede obtener a partir de recursos renovables en grandes
cantidades, con alta pureza y se pueden realizar extracciones a temperaturas moderadas
protegiendo componentes sensibles al calor, es inerte y no reacciona degradando los componentes
extraidos (del Valle y Aguilera, 1999). Es compatible con el cuidado del medio ambiente, no es
toxico en las cantidades utilizadas, se separa facilmente del producto que se quiera extraer y se
pueden utilizar en un rango amplio de temperaturas, variando de esta manera la selectividad

(Esquivel y Vargas, 2007).

Las técnicas mas convencionales de obtencién de extractos de frutas, plantas, etc., son la
hidrodestilacion, maceracion, extraccion con disolvente, etc, pero tienen una serie de desventajas
(Pereira et al., 2013), estos procedimientos realizados a alta temperatura pueden conducir a la
degradacion de compuestos termolabiles que resultan en la formacion de compuestos indeseables
y desagradables (Bocevska y Sovova, 2007). Ademas estas técnicas requieren altos tiempos de
residencia, grandes cantidades de solvente y siempre dejan un residuo inherente en el extracto,
particularmente cuando la extraccion se realiza con hexano que es el disolvente cominmente usado,
sin embargo la legislacion internacional restringe la cantidad de hexano que deben contener los
productos extraidos y cada vez sera mas restrictiva, previéndose que en un futuro se limite su uso
y se sustituya por otros disolventes como el CO, supercritico (Velasco et al., 2007). Los
antioxidantes como fendlicos, carotenoides, esteroles y alcaloides han sido revisados extensamente

por su comportamiento de solubilidad en CO2 supercritico (Murga et al., 2002).

Tabla 2.3. Parametros criticos de diferentes sustancias potencialmente utiles como fluidos

supercriticos.

Fluido Tc Pc p
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°C Bar (Kg/m?)

Acetileno 36,00 62,47 232,14
Acetona 235,00 47,00 278,00
Agua 374,00 220,90 322,60
Dioxido de Carbono 31,00 73,86 467,60
Etano 32,00 48,71 135,65
Etanol 240,40 61,40 276,00
Etileno 9,00 50,40 195,80
Metano -83,00 45,95 161,43
Metanol 239,40 80,90 272,00
Propano 97,00 42,47 225,64
Propileno 91,80 46,00 232,00

Donde; Tc: Temperatura critica, Pc: Presion critica, p: densidad del fluido (Velasco et al., 2007).

2.4.2. Uso de etanol como co-solvente de extracciéon

La eficacia de la extraccion de compuestos naturales aumenta con su solubilidad en el fluido
supercritico. Sin embargo, ya que el CO. es un disolvente no polar que no puede solubilizar
compuestos polares, la eficacia de la extraccion de compuestos polares naturales es baja. La
solubilidad de compuestos naturales en CO> supercritico podria mejorarse mediante la variacion
de temperatura de extraccidn y presion, y en particular mediante la adicién de co-solventes polares
(Danh et al., 2010), tales como etanol, metanol o0 agua en bajas concentraciones (Pimentel et al.,
2012). Tanto el metanol y el etanol pueden ser usados como co-solventes debido a su capacidad
para producir interacciones de enlaces de hidrdgeno y dipolo-dipolo con compuestos de fenol.
Teniendo en cuenta el uso potencial de extractos en la industria alimentaria, se prefiere el uso de
etanol debido a sus efectos toxicos inferiores (Chéfer et al., 2005).

Segun la investigacion realizada por De Melo et al. (2014) de un total de 166 publicaciones
revisadas, un 53 % aplicaban tecnologias de extraccion mediante CO. supercritico y emplean etanol
como co-solvente en sus investigaciones.

Un aspecto a destacar cuando se trabaja con extraccion mediante CO; supercritico adicionando un
modificador, es la aplicacion de dos formas distintas del co-solvente, donde el procedimiento mas
convencional consiste en la mezcla del CO2 con el co-solvente en una proporcion fija a lo largo del
tiempo, lo que requiere de una bomba de alimentacion independiente y una linea para cada fluido;

mientras que otra alternativa es a través de la impregnacion de la matriz con el co- solvente en el
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inicio del experimento, seguido por una extracciéon pura con CO2 supercritico (De Melo et al.,
2014).

La capacidad de extraccion de los compuestos fenolicos depende el tipo del disolvente, la
naturaleza y preparacion de material de a extraer, la estructura quimica de los compuestos
fenolicos, la temperatura, el tiempo de extraccion, la relacion de sélido-liquido, la extraccion

método empleado y la posible presencia de sustancias interferentes (Buci¢-Koji¢ et al., 2011).

Manna et al. (2015), realizan extraccion supercritica de polifenoles de la cascara y semilla de la
uva, cambiando la polaridad del disolvente durante el proceso de extraccion a través de la adicion
de co-solvente, en este caso el etanol, ya que es el mas utilizado para aplicaciones en alimentos.
Los polifenoles se extrajeron de la uva después de la adicion de 5 a 25% p/p de co-solvente (etanol)
al CO2 supercritico. Los rangos de temperatura y presion investigados fueron igual a 40 a 60 °C y
35 a 50 Mpa. Por otro lado Babova et al. (2016), realizaron extraccion de antocianinas y otros
compuestos fendlicos del arandano, las extracciones se realizaron manteniendo una presion de 25
MPa y una temperatura de 45 °C, se variaron las concentraciones del co-solvente, en este caso
etanol con agua, de 6 a 9 %p/p. Por otra parte Cavalcanti et al. (2011), aplican extraccion
supercritica para la obtencion de polifenoles de la Jabitucaba (fruto en forma de uva), el proceso
de extraccion mantiene constante la concentracion de co-solvente en un 15%p/p, el rango de

temperatura varia entre 50 y 60 °C y la presion entre 10 y 30 MPa.

2.5 Extraccion de polifenoles con solvente organico

Los compuestos polifenolicos presentes en alimentos se extraen generalmente con disolventes
acuoso-organicos. La extraccion dependera de la naturaleza quimica y del grado de polimerizacién
de los propios compuestos, del método de extraccion (polaridad de los solventes), del tamafio de
particula de la muestra y de las sustancias que pueden ejercer un efecto de interferencia. A veces
se requieren pasos adicionales o previos a la extraccion para eliminar sustancias no deseadas que
pueden interferir en los analisis (grasa, carbohidratos, clorofilas) normalmente mediante extraccion
en fase solida (Robins, 2003). En general cualquier proceso esta basado en una primera extraccion
con disolventes organicos o la mezcla de algunos de ellos (metanol, etanol, propanol, acetona, agua,
dimetilformamida, acetato de etilo) obteniéndose en el extracto una mezcla de diferentes
compuestos polifenolicos (Antolovich et al., 2000). Ademas de los disolventes, también el tiempo
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de extraccion es determinante a la hora de obtener un mayor rendimiento. Se han reportado tiempos
de extraccion desde 1 minuto a 24 horas (Price et al., 2008; Cork y Krockengerg, 1991), teniendo
en cuenta que largos periodos de extraccion pueden producir oxidaciones, que se minimizan
afiadiendo agentes reductores (Khanna et al., 1968).

La extraccion por solventes es una operacion de transferencia de masas en un sistema de 2 fases
liquidas, que consiste en usar un solvente (un liquido capaz de disolver otra sustancia) para separar
o retirar una sustancia de interés o un contaminante de manera selectiva (Robins, 2003).

La separacién de un compuesto por extraccion con solvente se basa en la transferencia selectiva
del compuesto desde una mezcla sélida o liquida con otros compuestos hacia una fase liquida. El
éxito de la técnica depende basicamente de la diferencia de solubilidad en el disolvente de
extraccion entre el compuesto deseado y los otros compuestos presentes en la mezcla inicial
(Robins, 2003).

2.6. Metodologia de superficie de respuesta

La eficiencia de la extraccién mediante fluido supercritico depende de varios pardmetros, tales
como la presion, temperatura, caudal de disolvente, tamafio de particula del sustrato y el uso de un
co-solvente. Para optimizar las condiciones operacionales, la metodologia de superficie de
respuesta (MSR) ha sido ampliamente utilizada. En comparacion con los métodos clasicos la MSR
es mas eficiente, requiere menos datos y proporciona efectos de la interaccion de la respuesta, asi
como los efectos de los factores (Pereira et al., 2013). Se define interaccion como la influencia que
pueda tener el cambio de nivel de una variable en el efecto de otra variable sobre la respuesta de
salida (Montgomery, 1991).

La MSR es un conjunto de técnicas matematicas y estadisticas para modelar y analizar problemas
en los cuales una respuesta de interés es influenciada por varias variables y el objetivo es optimizar
la respuesta. El primer paso de la MSR consiste en determinar una aproximacion apropiada a la
relacion funcional real entre la respuesta y el conjunto de variables. Por lo general se emplea un
polinomio de orden bajo sobre alguna region de las variables independientes (Ebadnejad et al.,
2013). El objetivo eventual de la MSR consiste en determinar las condiciones de operacién 6ptimas
para un sistema o determinar la region del espacio de los factores en la que se satisfacen las

condiciones de operacion (Montgomery, 1991).

La metodologia de superficie de respuesta implica tres pasos (Xu et al., 2008):
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1. El disefio experimental, donde las variables independientes y sus respectivos niveles son
establecidos en un disefio tal como el central compuesto.
2. El modelamiento de la superficie de respuesta a través del analisis de regresion.

3. La optimizacion mediante el uso de los modelos de superficie de respuesta.

El disefio Box-Behnken se utiliza como una herramienta para la metodologia de superficie de

respuesta debido a que permite (Yildiz-Ozturk et al., 2014):

1. La estimacion de los pardmetros del modelo cuadratico.
2. El desarrollo de disefios secuenciales.

3. La deteccion de falta de ajuste del modelo.

El disefio Box-Behnken es un disefio de segundo orden constituido de 3 niveles para ajustar una
superficie de respuesta. Estos disefios se forman combinando factoriales 2 con disefios de bloques
incompletos. Los disefios resultantes suelen ser mas eficientes en términos del numero de corridas
requeridas y son rotables. El disefio Box-Behnken no contiene puntos en los vértices de la region
cubica creada por los limites superior e inferior para cada variable. Esto podria ser ventajoso
cuando los puntos en las esquinas del cubo representan combinaciones factor-nivel que son
prohibitivamente costosos o imposibles de probar debido a restricciones fisicas del proceso
(Montgomery, 1991).

2.7. Secado por lecho fluidizado (SLF)

El calentamiento controlado de los productos alimenticios para evaporar la cantidad cuantificada
de humedad que esta presente originalmente se conoce como secado o deshidratacion. El secado
de productos alimenticios seleccionados es esencial para reducir el peso, para facilitar el transporte
y para mejorar la vida util del producto sin pérdidas de calidad durante un periodo prolongado de
tiempo. El secado implica la aplicacion simultanea de calor y la eliminacién de la humedad de los
alimentos (Sharada, 2013). En el proceso de secado, el aire caliente generado proporciona el calor
necesario para evaporar la humedad y la lleva lejos de los materiales. La diferencia entre el nicleo
y la humedad superficial crea un gradiente de presion que se convierte en la fuerza motriz para

eliminar el agua de los alimentos (Richard y Earle, 2004).

Una alternativa interesante es el secado en lecho fluidizado los cuales son ampliamente utilizados
para secar particulas en humedo, materiales granulares que se pueden fluidizar y suspensiones. Los

SLF se usan comunmente en el procesamiento de diversos productos, tales como: productos
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quimicos, carbohidratos, comida, biomateriales, bebidas, ceramica, productos farmacéuticos en
polvo o en forma aglomerada, productos para el cuidado de la salud, pesticidas y productos
agroquimicos, colorantes y pigmentos, detergentes y agentes tensioactivos, fertilizantes, polimeros
y resinas, taninos, productos para calcinacion, combustion, incineracion, procesos de gestion de
residuos, y procesos de proteccion ambiental. Un proceso de lecho fluidizado proporciona varias
ventajas importantes, tales como una buena mezcla de solidos, altas tasas de transferencia de calor
y masa, y facil transporte de material (Law y Mujumdar, 2015). Ademas permite un tratamiento
térmico rapido y homogéneo con aire caliente, debido al mezclado de los sélidos fluidizados,
eliminando el sobrecalentamiento de los mismos (Tosi et al., 1982; Abu-Hamdeh y Othman, 2004)
y en consecuencia evitando que la calidad del sustrato se dafie. EI SLF ofrece ventajas significativas
como, la reduccién uniforme de la humedad con menos tiempo de secado y alta tasa de secado
(Kassem et al., 2011). Los SLF aumentan la eficiencia de estos procesos al permitir que toda la
superficie del producto se comporte de tal forma que la mezcla de los materiales solidos se realiza
de manera eficiente con el aire de secado. Proporcionan una temperatura uniforme del lecho a lo
largo del periodo de secado y prolongan el periodo de velocidad de secado constante. Sin embargo,
el flujo estratificado y la formacion de puntos calientes en los SLF pueden provocar un alto dafio
de la variacién de humedad al producto con pérdida de calidad. Los materiales adhesivos muy
hamedos y los productos higroscopicos pegajosos necesitan aditivos especiales para ser manejados
en el SLF (Patil y Dattatreya, 2012).

2.8. Encapsulacién y generacion de hidrogeles

La encapsulacion es una de las técnicas méas usadas en el desarrollo de alimentos funcionales y
nutracedticos. Esta tecnologia ha tenido un crecimiento importante aumentando cada vez el nimero
de patentes y la publicacion de articulos cientificos, derivados de la investigacion basica y aplicada
(Gouin, 2004; Boh et al., 2008).

Los polifenoles son muy sensibles al calor ya la luz y, cuando estan en su forma libre, muestran
baja solubilidad en agua y una alta tasa de metabolismo, eliminadndose rapidamente del cuerpo
humano. Todos estos factores contribuyen a la escasa estabilidad y a la baja biodisponibilidad, y
por lo tanto reducen drasticamente su eficacia (Crozier et al., 2009; Oroian y Escriche, 2015); una
manera de preservar las propiedades promotoras de la salud de los polifenoles a partir de extractos
naturales es encapsular dentro de una matriz 0 una membrana en forma de particulas (Fang y
Bhandari, 2010). Lo procesos de encapsulacion se realizan generalmente con el fin de preservar la
estabilidad de los compuestos bioactivos durante el procesamiento y almacenamiento, y también
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para evitar interacciones no deseadas con matrices de alimentos, contribuyendo asi a un aumento
de la estabilidad y también la promocion de una liberacion controlada del compuesto encapsulado
(Desai y Park, 2005; Nedovic et al., 2011). Ademas, la encapsulacion se puede utilizar para
enmascarar malos sabores y para garantizar que los compuestos activos se mantienen en una forma

bioactiva dentro del tracto gastrointestinal (Stojanovic et al., 2012 y McClements, 2015).

Recientemente, la encapsulacion se ha realizado con éxito el fin de aumentar la estabilidad de los
polifenoles y por lo tanto preservar su bioactividad. Los biopolimeros, tales como alginato de sodio
han demostrado proporcionar una proteccion eficaz cuando se utiliza como material de
recubrimiento, resultando en valores de eficiencia alta de encapsulacion de compuestos fenélicos
extraidos de fuentes naturales (Deladino et al., 2008, Belscak-Cvitanovi¢ et al., 2011, Stojanovic
etal., 2012 y Deladino et al., 2013).

2.8.1. El alginato y la formacion de hidrogeles

El alginato es un polielectrolito aniénico natural extraido de diversas especies de algas pardas
(Phaeophyceae) y de bacterias (Azobacter vinelandii). Se compone de copolimeros binarios no
ramificados de acido (1 — 4) vinculada B-D-manurénico (M) y a-L-gulurdnico (G) de residuos de
composicion muy variable y la secuencia (Draget y Taylor, 2011). En alginatos de alto contenido
en M, las cadenas son lineales, y tienen la funcién de ayudar a dar conformacion tridimensional
aguantando las cadenas G. Por esta razon dan lugar a un tipo de gel ductil, flexible, elastico y con
poca sinéresis. Mientras que, en alginatos de alto contenido en G, las cadenas tienen estructura de
zig-zag y permiten una unién mas facil del calcio dandose la forma conocida como “caja de
huevos” que proporciona un gel consistente, rigido, quebradizo y con sinéresis (Cubero et al.,
2002), lo cual se muestra en la Figura 2.5.

Este polimero cuenta con varias cualidades que lo convierten en un material de opcion para la
encapsulacion, tales como bajo costo, simplicidad de uso, biodegradabilidad, biocompatibilidad y
capacidad para someterse a la asociacion de la cadena y formar tres geles bidimensionales en
presencia de cationes divalentes (por ejemplo, Ca?*) (Desai y Park, 2005 ; Fang et al., 2008).

Por lo anterior, el desarrollo de sistemas de vehiculizacion, estabilizacion, proteccion y liberacion
controlada de extractos de cascara y semilla de palta constituye un medio para la obtencion de
ingredientes naturales, que puedan ser empleados en la formulacion de alimentos con actividad

antioxidante incrementada.
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La formacion de hidrogeles es una de las técnicas de encapsulacion mas empleadas en la actualidad
y continuamente se buscan alternativas que permitan su implementacion a escala industrial
(Champagne et al., 2007; Gouin, 2004). Esta técnica consiste en el goteo de la solucion de
hidrocoloide a traves de un capilar o boquilla. Las gotas se reciben en una solucion dispersante, en
la que ocurre la reaccion. Se utiliza principalmente alginato de sodio como gelificante y la
combinacidn con iones divalentes como el calcio, para inducir la gelificacion (Draguet, 2000; Goh
etal., 2012).

G-bloque

Sy

Figura 2.5. Gelificacion del alginato con calcio. Modelo “caja de huevos” (Imeson, 2010).

2.8.2. Encapsulacion por extrusion

La técnica mas empleada ha sido la microencapsulacion por extrusién, ésta técnica consiste en la
formacion de gotas de la solucion de alginato que contiene el componente a encapsular, dicha
solucidn se hace pasar por un dispositivo extrusor de tamafio y velocidad de goteo controlado, estas
gotas formadas caen sobre un bafio que contiene la fuente del ion divalente, quien induce la
gelificacion mediante el mecanismo de gelificacion externa (Chan et al., 2009). La principal
limitacion presentada por esta técnica es el gran tamafio de las capsulas o esferas formadas,
comparado con aquél obtenido por emulsificacion, y que depende fundamentalmente del diametro
de la boquilla del dispositivo extrusor, ademas existe, la dificultad de produccion a gran escala
debido a que la formacion de las capsulas se logra una a una o de pocas en pocas lo cual trae como

consecuencia largos tiempos de gelificacion (Mofidi et al., 2000).

Adicionalmente, hay que considerar aspectos que influyen en la forma esférica y tamafio de las

esferas, como la distancia de separacion de la boquilla al bafio, el efecto de la gravedad y la tension
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superficial de la solucion que induce la gelificacion (Chan et al., 2009). A pesar de todos estos
factores, la técnica de encapsulacion por extrusion ha sido empleada tradicionalmente al permitir
la produccidon de capsulas o esferas con tamarfios uniformes, empleando desde una simple jeringa

hasta dispositivos extrusores mas sofisticados.

Recientes estudios demuestran que la aplicacion de esta técnica mejora notablemente al incorporar
dispositivos extrusores como boquillas mdltiples y discos aspersores (Champagne et al., 2000),
inyectores con impulsos vibratorios (Dohnal y Stépanek, 2010) e incluso con flujo de aire
incorporado (Mark et al., 2009), todos disefiados con el mismo objetivo, la produccién masiva de
capsulas. Como ejemplo, en la Figura 2.6, se muestran diferentes tipos de dispositivos extrusores

para la preparacion de capsulas.

\ AJ

Figura 2.6. Tipo de dispositivos extrusores. (a) Atomizador con corte sistematico del chorro, (b)
Boquilla vibratoria, (c) Disco atomizador, (d) Flujo de aire coaxial, y (e) Potencial electroestético.
(Zuidam y Shimoni, 2010).

2.9. Andlisis térmico

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) se basa en la medicion de un flujo de calor que debe
suministrarse a una velocidad constante, independientemente, a una muestra y a una referencia
estandar, para que ambas sigan el mismo programa de temperatura (Sierra et al, 2009). La
transmision de calor debe ser instantanea, por lo cual se trabaja con muestras muy pequefias que
son colocadas en crisoles cerrados herméticamente para impedir que se produzcan cambios de
humedad durante el proceso. Es muy importante que el contenido de agua de las muestras

permanezca constante durante la determinacion de una transicion, puesto que la cantidad de agua
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tiene una gran influencia sobre la temperatura a la cual se produce dicho efecto térmico (Martinez,

1998). En la Figura 2.7 se observa un esquema del funcionamiento del calorimetro diferencial de

barrido.
Polimero
Capsulade demuestra Cipsula de
muestra f referencia
I
\ oy y
o L —
Jll i Eroca
. i

Calentadores
Computadora (controlador) que

monitorea la temperatura y regula el
flujo de calor

Figura 2.7. Esquema del funcionamiento del calorimetro diferencial de barrido. (Macrogalleria
(2005)).

2.9.1. Utilizacion de la calorimetria diferencial de barrido en la Ciencia de los Alimentos

La calorimetria diferencial de barrido ha sido utilizada en los tltimos afios como una metodologia
de trabajo fundamental para el estudio de temas tales como: transiciones inducidas térmicamente
en proteinas, lipidos, acidos nucleicos, determinacién de produccién de calor por células vivas,
microorganismos; y ademas, es frecuente su uso en analisis de combustibles, polimeros y en el
ambito farmacéutico en el analisis de sustancias. Debido a su capacidad de analizar sistemas
complejos; poco a poco ha sido introducida en el campo de la ciencia de los alimentos como una
herramienta util y de precision para realizar un estudio, debido a que en los alimentos dada su
compleja composicion y su caracter multifasico, pueden tener lugar transiciones de primer o
segundo orden en el intervalo de temperaturas y presiones a las que son manipulados: fusion o
transiciones entre formas polimorficas de grasas, gelatinizacion de almidon, desnaturalizacion de
proteinas, cristalizacidn de hielo o azlcares, transiciones vitreas de fases amorfas con biopolimeros
0 solutos moleculares y baja proporcién de agua (Martinez, 1998). Es por eso que en el ambito de
la Ciencia de los alimentos destacan estudios en DSC realizados en almidon (Ghanni et al., 1999),
sobre las propiedades térmicas asociadas a la temperatura de gelatinizacion. Nicoletti et al, (2006)
presenta el estudio de las transiciones de fase durante el proceso de liofilizacion de pulpa y piel de
ciruela. También encontramos trabajos realizados en gelatinas bovinas como el descrito por Shafiur
et al, (2010), donde presenta resultados sobre puntos de congelacion y transiciones vitreas.

Anbinder et al, (2011), estudiaron el comportamiento térmico de los polifenoles de la hierba mate
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encapsulados en sistemas de alginato y quitosano, identificando los picos endotérmicos y

exotérmicos de los hidrogeles.

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) es probablemente la técnica mas utilizada en la
determinacion de las propiedades térmicas de encapsulados, ésta ofrece informacion relevante
acerca del estado fisico del compuesto activo dentro de la matriz del polimero. La técnica de DSC
mide la diferencia de temperatura entre la muestra y una referencia, causada por un cambio de fase.
Las transiciones de primer orden producen picos y las de segundo orden ocasionan un salto en el
flujo calorico (Alipour et al., 2010; Gabbott, 2008).

La Tabla 2.4. Describe las aplicaciones mas comunes dentro del area de alimentos.

Tabla 2.4. Muestra de alimentos tipicos y sus aplicacion en el DSC.

Tipo de Muestra Tipo de Informacion

Aceites, grasas y alimentos ~ Temperatura inicial de Fusion/ Cristalizacion/

untables Comportamiento Polimérfico. Estabilidad a la oxidacion

Harinas y almiddn de arroz Retrogradacion/ Gelatinizacion/ Transicion Vitrea (Tg).

Polvos vegetales Transicion Vitrea (TQ)

Pastas y geles que contiene Calor especifico (Cp), temperatura inicial de fusion y

polisacaridos o gomas cristalizacion

Proteinas Desnaturalizacién/agregacion

Azlcares Temperatura de Cristalizacion/ Fusion/ Transicion Vitrea.
Productos Congelados Transicion Vitrea/ Temperatura de Cristalizacion.

Estabilidad de fase congelacion

Fuente: PerkinElme, (2011).

2.10. Reologia

La ciencia de la reologia tiene muchas aplicaciones en los campos de la aceptabilidad,
manipulacion y procesamiento de alimentos, estos ultimos, sin embargo, son materiales complejos
en cuanto a su estructura y a su comportamiento reoldgico, y en muchos casos existen mezclas de

solidos, asi como componentes estructurales fluidos. La reologia se refiere a la deformacion y al
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flujo de sustancias y en particular, a su comportamiento en la zona transitoria entre solidos y
liquidos (viscoelasticidad). Por otra parte, esta ciencia intenta definir una relacién entre la tension
que actia sobre un material dado y la deformacion resultante y/o el flujo que tiene lugar (Tabilo-
Munizaga y Barbosa-Canovas, 2005). La reologia se ocupa del coémo los materiales responden a
fuerzas aplicadas y deformaciones. Conceptos basicos como el estrés (fuerza por unidad de
superficie) y la velocidad de deformacién son claves para todas las evaluaciones reoldgicas. El
estrés o cizalla (c) es una medida de la fuerza por unidad de area de superficie y se expresa en
unidades de Pascal (Pa) (Ecuaciéon 2.1), mientras que la velocidad de deformacion(y,s™)

corresponde a un gradiente aplicado sobre la muestra (Ecuacion 2.2).

o= F/A Ecuacion (2.1)
y = dv/dy Ecuacion (2.2)

Por otro lado, se definen a los fluidos como las sustancias que fluyen sin desintegrarse cuando se
aplica presion, lo cual incluye a gases, liquidos y ciertos sélidos. En especial, para el caso de los
liquidos se requieren diferentes esfuerzos de cizalla, para permitir que las moléculas de una capa
pasen a otra, a cierta velocidad. La relacion entre el esfuerzo de cizalla requerido para inducir una
determinada velocidad de deformacidn, caracteriza el comportamiento reoldgico de un fluido. En
los fluidos llamados newtonianos, el esfuerzo de cizalla es directamente proporcional a la velocidad
de deformacion (Ecuacion 2.3) o en otras palabras, la velocidad de cizalla y la constante de
proporcionalidad corresponden a la viscosidad (Ramirez, 2006).

O=U*xy Ecuacién (2.3)
Esta formula se denomina Ley de Newton, que es aplicable actualmente aln para algunos fluidos
con comportamiento newtoniano (agua y glicerina, por ejemplo).
Sin embargo, muchos fluidos alimentarios, como la palta, se desvian de este comportamiento tipico
de fluidos como el agua; estos pertenecen al grupo de los fluidos no-newtonianos, en los cuales el
término indice de consistencia (k) es equivalente a una viscosidad no-newtoniana. Pero para definir
el flujo, se requiere de otros pardmetros tales como el indice de comportamiento al flujo (n) y el
esfuerzo de fluencia, el cual representa la tension minima de deformacion (oo).
La relacion entre esfuerzo de cizalla y la velocidad de deformacion para fluidos no newtonianos no
es lineal, ademas, estos entre si, se diferencian en fluidos dependientes y no dependientes del

tiempo. Dentro de los fluidos independientes del tiempo, se encuentran los fluidos pseudoplasticos,

27



Capitulo 2: Antecedentes generales

los cuales se caracterizan por una disminucion de su viscosidad y de su cizalla, con la velocidad de

deformacion. Su comportamiento se representa con la siguiente ecuacion:

o =k *y"™ Ecuacion (2.4)
(Ley de la Potencia)

Donde:
n: Indice de Fluidez (adimensional),con0<n<1

Para un liquido newtoniano n = 1, para un fluido dilatante n > 1y para un fluido pseudopléstico n
<1
A partir de dicha relacion matematica (Ecuacion 2.4), se han derivado otras que intentan explicar
el comportamiento reolégico de otros fluidos, tales como:
o=kx*xy +oj Ecuacién (2.5)
(Cuerpo Plastico de Bingham)

o=kxy"+ o, Ecuacion (2.6)

(Herschel - Bulkley)
Conoo>0y0<n<ow

Existen varios modelos para evaluar el comportamiento de los fluidos no newtonianos
independientes del tiempo, tales como: Casson (1959), Casson modificado (1972), Ellis (1927),
Vocadlo (1968), Carreau (1968), Cross (1965) entre otros, los cuales presentan diferentes
ecuaciones para relacionar las distintas variables que caracterizan al fluido en estudio (Steffe,
1996). En la Figura 2.8, se ilustran diversos reogramas obtenidos a partir del comportamiento

reoldgico de variados materiales:

5

Yield stress -
/ i / /

Shear stress (Pa)
\

\

\\

Shear rate ()

Figura 2.8. Reograma para diversos fluidos (Fuente: Zhong y Daubert, 2013)
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En donde (1) representa un fluido newtoniano, (2) pseudoplastico, (3) dilatante, (4) plastico de
Bingham y (5) fluido Herschel — Bulkley (Shear rate: velocidad de deformacién; Shear Stress:
esfuerzo de cizalla).

Ademas de este tipo de analisis reoldgico, denominados estacionarios (rotatorios), se encuentran
los analisis dinamicos (oscilatorios). Estos son estudios apropiados para materiales como los
alimentos, que presentan ciertas caracteristicas viscoelasticas. Con ensayos reoldgicos dinamicos
(oscilatorios) y pruebas en el rango lineal viscoelastico (RLV), se pueden obtener los médulos de
almacenamiento (G") y de pérdida (G™). G', es un valor que representa la energia de deformacién
almacenada en la muestra durante el proceso de cizallamiento, ademas representa el
comportamiento elastico de la muestra. Por el contrario, el valor G" es una medida de la energia de
deformacion utilizada en la muestra durante el cizallamiento y la pérdida de energia de la muestra
posteriormente, representando el comportamiento viscoso de la muestra (Mezger, 2002). Si G' es
mucho mayor que G", el material se comporta mas como un sélido; es decir, las deformaciones
seran esencialmente elastica implicando que el material se pueda recuperar. Sin embargo, si G" es
mucho mayor que G', la energia utilizada para deformar el material viscoso se disipa, por ende, el
material tiene un comportamiento mas liquido (Rao, 1999). Por otro lado, el factor de pérdida tand
revela la relacion entre la porcion viscosa y eléstica de un material luego de una deformacion dada.
Un angulo de fase & = 0° o tand = 0 corresponde a una respuesta elastica y 6 = 90° o tand =1 es
una respuesta viscosa. Si el &ngulo de fase esta dentro de los limites de 0 < & < 90, el material se
denomina viscoelastico (Steffe, 1996; Mezger, 2002). Por otro lado, la viscosidad compleja
(Ecuacion 2.7) es otro parametro usado en los analisis oscilatorios.
G*
ln*| = — Ecuacién (2.7)
w
El modulo complejo (G*) se relaciona con los modulos eléstico y viscoso a través de la siguiente

ecuacion:

[G*]? = [G']? + [G']? Ecuacién (2.8)

Se pueden realizar varios tipos de pruebas dindmicas, y una de ellas (acorde al estudio a realizarse)
son estudios de barrido de frecuencia de G' y G" a temperatura fija 0 en relacion a un rango de

frecuencia establecida (Tabilo-Munizaga y Barbosa-Canovas, 2005).
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CAPITULO 3: MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de trabajo

La primera parte de esta investigacion consistio en el analisis quimico, analisis fisico y extraccion
de compuestos fenodlicos de la semilla y cascara de Palta Hass, el cual se llevo a cabo en las

dependencias de la Universidad de Chile, Facultad de Quimica y Farmacia, Departamento de
Ciencia de los Alimentos y Tecnologia Quimica.

3.2. Materiales
3.2.1. Materia prima
La materia prima que se utilizo corresponde a palta Hass, cultivada en la Region de Valparaiso.

Especificamente la materia prima fue obtenida en la ciudad de Quillota, Latitud 2° 52' 0" S,
Longitud 71° 14' 0" N (Instituto Geografico Militar de Chile, IGM).

+ Puchuncavi |
= La Calera |
N ' > o
Concon Cordillera
de la Costa

AL

Olmué

yaraiso Quilpué

Figura 3.1. Mapa de la comuna de Quillota, V Regidn de Valparaiso.

3.2.2. Equipos e instrumentos

e Minipimer (Philipps)

e Moledor de café (BOSCH, MKM®6000)

e Lecho fluidizado (AGSENS, Burkard FBD-200S)

e Tamiz vibratorio Ro-Tap, (Gilson Company, INC, Estados Unidos)

e Balanza analitica, sensibilidad + 0,0001g, (Ohaus MJ-510, Corporation Estados Unidos)
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Estufa de aire forzado marca WTC Binder, modelo 1924030000200, Alemania
Extractor supercritico Spe-ed EFS-2 modelo 7071 (Applied Separations, Allentown, PA)
Rotavapor Biichi, modelo R — 205. Suiz

Espectrofotdmetro ATI Unicam UV/Vis Spectrometer UV3-200

Molinillo café BOSCH MKM®6000, potencia 180W y cuchillas de acero inoxidable
Tamices de la serie de Tyler

Balanza granataria, sensibilidad + 0,1 (Shimadtzu, modelo ELB600S, Jap6n)

Bomba HPLC (Knauer modelo K-501, Alemania)

Sistema enfriador (licuificador de CO), Recirculating Cooler marca Julabo modelo F-200
(Julabo USA Inc., Allentown, PA)

Encapsulador , encapsulator B-395 pro

Reometro Haake RheoStress 1 (Haake, Karlsruhe, Germany)

Circulador de agua Thermo scientific (SC 100, Thermo Haake, Karlsruhe, Germany).
Calorimetro, Perkin EImer modelo DSC 6000

Microscopio optico (Olympus, CX-31)

Agitador orbital (Lab-Line Instruments, EE.UU)

3.2.3. Reactivo

CO2 liquido 99,99% pureza
Etanol 99,8% pureza
Folin-Ciocalteau Merck p.a
Acido galico p.a, 99,9%, Merck

Carbonato de sodio 99,9%, Merck
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DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidracil), p.a, Aldrich
CaClz p.a, 99,9%, Merck
Alginato de sodio al 2% p/v (Sigma— Aldrich, EE.UU)

Nitrogeno de alta pureza (99,999%)

Citrato de sodio, p.a, 99,9%, Merck

3.2.4. Materiales de vidrio y otros

Micropipetas de 100 (volimenes de 10-100 pL), 1000 (volimenes de 100-1000 pL) y
5000 (volumenes de 1000-5000pL).

Cubetas de cuarzo
Papel filtro

Algodon de vidrio
Papel aluminio
Bolsas ziploc
Gotario

Capsulas metélicas
Balones de 250 mL
Parafilm

Cépsulas de aluminio
Vasos precipitados de 250 mL
Viales de vidrio

Matraz aforado
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3.2.5. Pretratamiento de las muestras
3.2.5.1. Molienda

Una vez obtenidas las paltas estas fueron lavadas y se comenzo a retirar la cascara y la semilla,
evitando dejar cualquier residuo de pulpa, posteriormente se realiz6 la molienda, la cual fue
ejecutada en una Minipimer (Philipps) a su velocidad de maxima por 3 minutos, posteriormente

las materias primas fueron almacenaron a 5 °C para su posterior uso.

3.2.5.2. Secado por lecho fluidizado

Las céascaras y semillas se molieron utilizando un moledor de café (BOSCH, MKM6000), para
posteriormente someterlas al secado por lecho fluidizado (AGSENS, Burkard FBD-200S), para
esto se pesaron 100 g de muestra y se depositaron sobre la rejilla de soporte poroso ubicada en el
fondo del recipiente de secado, las condiciones se mantendran una temperatura de 35°C por 20

min.

3.2.6. Caracterizacion fisica del sustrato
3.2.6.1 Distribucion del tamafio de particula

Para este analisis las cascaras y semillas fueron sometidas previamente a trituracion y secado por
lecho fluidizado, luego se determind la distribucién del tamafio de particula por medio de tamices
de distintas aberturas, manteniendo una agitacion por 15 min en tamiz vibratorio Ro-Tap, (Gilson
Company, INC, Estados Unidos). Los tamices a utilizados fueron de una abertura de malla de: 2,36
mm, 1,68 mm, 1,19 mm, 0,841 mm, 0,60 mm, 0,595 mm, 0,30 mm y 0,149 mm. Luego se
sometieron a vibracion por 15 min en el agitador de tamices Ro-Tap. Las muestras tamizadas se
almacenaron en bolsas de papel y polietileno y almacenadas en un refrigerador (5 °C) hasta su
posterior uso. EI promedio del tamafio de particulas se determiné por la ecuacion de Sautier (Povh

etal., 2001), Ecuacion 3.1.

1

koA
Zi=l dp;

dp = Ecuacion (3.1)

Donde:

dp: Diametro de particula (mm)

dp;: Didmetro de la malla i (mm)

Ax;: Fraccion de masa retenida por la malla i
i:1,2,3,..k
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3.2.6.2. Determinaciéon de humedad

La humedad de las muestras, se determin6 por medio del método gravimétrico (AOAC, 1990),
basado en la diferencia de pesada mediante secado en estufa (WTC Binder, modelo
1924030000200, Alemania), hasta alcanzar un peso constante. Se pes6 1 + 0,001 g de la muestra
en una capsula metélica y se llevo a la estufa para secar a 105 °C por 2 h. Al cabo de este tiempo
se retira la capsula de la estufa, se dejo enfriar en el desecador por 15 min y se pesé en la balanza
analitica (Ohaus MJ-510, Corporation Estados Unidos). Nuevamente se llevo la muestra a la estufa
por 1 h, y nuevamente se enfrid y peso. Se repitid este procedimiento hasta que las variaciones
entre dos pesadas sucesivas no excedieran los 2 mg, finalmente se expresa el peso perdido por la

muestra como porcentaje de humedad. Esta determinacion se realiz6 en triplicado.

Para la determinacion porcentual de humedad en base himeda se utilizar6 la Ecuacion 3.2, que se

muestra a continuacion:
Humedad (%)= x 109 Ecuacion (3.2)

Donde:
m;: Peso de la muestra inicial, hUmeda (g)

ms: Peso de la muestra final, seca (g)

3.2.6.3. Densidad aparente (pap)

La densidad aparente se obtuvo dividiendo la masa (kg) de sustrato cargado en una probeta de
volumen predeterminado (m3). Esto se efectud dejando caer la muestra en una probeta de 50 mL

sin aplicar presion mecanica. Las mediciones se realizaron en triplicado.

3.3. Métodos
3.3.1 Extraccion Supercritica

Los ensayo de extraccion supercritica se realizaron en un extractor supercritico Spe-ed EFS-2
modelo 7071 (Applied Separations, Allentown, PA). El equipo opera con control de presion,
temperatura y flujos ajustables, y trabaja con un sistema enfriador (licuificador de CO3):
Recirculating Cooler marca Julabo modelo F-200 (Julabo USA Inc., Allentown, PA). Como

solvente se utilizo CO> liquido 99,99% pureza, suministrado por la empresa AGA y se realizo la
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extraccion con co-solvente, para lo cual se utilizd una bomba hplc Knauer modelo K-501
(Alemania), como co-solvente se utilizé etanol liquido 99,8% pureza, ademas el equipo consta de
una camara de calentamiento, un vaso de extraccion, un regulador de presion, recipientes para

recibir el extracto y un medidor de flujo de salida de COx.

3.3.1.1. Adicion de co-solvente

Para la extraccidn supercritica se debid realizar un pretratamiento a la materia prima que consistid
en agregar el co-solvente o modificador; para ello, las muestras se colocaron en un vaso precipitado
de 250 mL, se agregaran 10 mL de etanol absoluto con pipeta graduada y gota a gota, tratando de
humectar en forma uniforme el sustrato. Luego el vaso se cubri6 con parafilm y se dejo6 reposar por

16 horas hasta el momento de la extraccion supercritica.

3.3.1.2. Condiciones de extraccion

Para cada ensayo de extraccion se utilizaron 20g de sustrato humectado, los experimentos se
Ilevaron a cabo en una unidad supercritica y se cargaron a un recipiente de extraccién de 50 mL.
Como solvente se utilizé CO,, que circula a una velocidad superficial de 1 mm/s, como co-solvente
se empled etanol p.a. La temperatura de extraccion utilizada fue constante a 45 °C, se informa que
de Melo et al. (2014), donde se sugiere que en la mayoria de los trabajos de investigacion sobre
extraccion con fluido supercritico a partir de matrices vegetales utilizan rangos de temperatura de
40-60 °C. Las condiciones variables en esta extraccion fueron la proporcion céascara:semilla, que
irade 1:2, 1:3 y 1:4 %, las presiones de extraccion que fueron de 200, 300 y 400 bar y cantidad de
co-solvente que fueron de 2, 4 y 6%, estos dos Ultimos parametros son controlados en el extractor
supercritico. Analisis previos realizados por Velazquez. (2014), determinaron que un incremento
sobre el 6% de co-solvente, no representan un aumento significativo en el contenido de fenoles
totales en extractos de cascara de palta Hass. Los tiempos de extraccion fueron de 60 min. Se midio
el contenido de fenoles totales por el método del folin-Ciocalteau y se le determino la capacidad

antioxidante a las mejores condiciones por el método del DPPH.

3.3.2. Extraccion hidroalcohdlica

Esta extraccion se llevo a cabo utilizando 100 mL de solvente hidroalcohdlico que se encontraba a

una concentracion 50% etanol p.a/50%agua destilada (concentracion determinada segun ensayos
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previamente realizados). Las condiciones variables en esta extraccion fueron la proporcion
cascara:semilla que fue de 1:2, 1:3 y 1:4 %, el tiempo de agitacion que fue de 1, 2 y 3 h y finalmente
la fraccion soluto/solvente fue de 3, 5y 7 % p/v, la muestra que se utiliz6 en esta extraccion sera

himeda. La mezcla soluto-solvente fue puesta en balones de 250 mL para su posterior agitacion.

3.3.3. Contenido de fenoles totales

La determinacion del contenido de fenoles totales se realizd segun el método del Folin-Ciocalteu,
segun Borden y Scarpa, (2000).
Reactivos:

e Solucion reactivo Folin-Ciocalteau Merck p.a.
e Solucion estandar de acido gélico p.a, 99,9%, Merck.

e Solucion de carbonato de sodio (99,9%, Merck) al 20% p/v: utilizar agua destilada caliente

para disolver 20g de carbonato, aforar a 100 mL. Filtrar y guardar en oscuridad.

Procedimiento:

Se adiciond 0,1 mL de extracto de cascara y semilla de palta Hass en un matraz aforado de 10 mL,
se afladerdn 4,9 mL de agua destilada y 0,5 mL de reactivo Folin-Ciocalteau, se dejo reposar por 3
minutos. Luego se agregaron 1,7 mL de solucién de carbonato de sodio (Na2CQOz), se mezcld y
completo el aforo a 10 mL con agua destilada. Se dejo reposar 30 minutos. Conjuntamente se
prepard un blanco, sin la muestra, agregando 5 mL de agua destilada, 0,5 mL de Folin-Ciocalteau
y 1,7 mL de solucién de carbonato de sodio, finalmente se afor6 a 10 mL con agua destilada,
siguiendo los mismos tiempos de reposo de los matraces con muestras.

Se leyd la absorbancia en espectrofotometro (ATI Unicam UV/Vis Spectrometer UV3-200) a 765
nm y se elabor6 una curva de calibracion de Acido Galico (Anexo E, Figura E-1), lo que permitid
transformar los datos a mg GAE/100g.

Preparacién de la curva de calibracién: La curva de calibracion de acido galico se realiz6 pesando
25 mg de cido galico en matraz aforado de 25 mL, se agregd 1 mL de etanol para disolver el acido
galico y se aford con agua destilada. Se prepararon soluciones patrones entre 50 y 400 g de &cido
galico/mL. Se realizo la reaccion de Folin-Ciocalteau con cada solucion.
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3.3.4. Capacidad antioxidante por el método del DPPH (Captura del radical 2,2-difenil-1-
picrilhidracil).

La capacidad antioxidante se basa en la medida del secuestro de radicales libres por los compuestos
antioxidantes, es decir, se determina la capacidad donante de protones o de captacion de radicales
mediante el ensayo con el radical estable 1-1-difenil-2-picrihidrazil (DPPH), que se decolora en
presencia de compuestos con capacidad de captacion de radicales libres (Von-Gadow et al., 1997).
Este método descrito por Brand-Williams (1995) utiliza el radical libre estable DPPH, el cual posee
una absorcion medible a 517 nm que luego decrece a medida que se reduce por un compuesto

antioxidante.

Procedimiento segun Brand-Williams (1995):

Para determinar la capacidad antioxidante de los distintos extractos se prepar6 una solucién
etanolica de radical DPPH (p.a, Aldrich) de 20 mg/L. Se pes6 0,005g de DPPH y se aforé a 250 mL
de metanol. Luego se leyd contra un blanco (metanol) a 517 nm en un espectrofotometro. La
absorbancia del DPPH debe ser mayor a 0,5 y menor a 0,8. Posteriormente a la bateria de tubos se
les agregd 150 pL de cada solucion de extractos y 5,850 mL de DPPH. En el caso del blanco de
cada muestra, también se agregd 150 pL de cada solucion de extractos y 5,850 pL de etanol. En
ambos casos (tubos con las muestras y blanco), la reaccion se prepar6 en triplicado, los tubos se
dejaron en oscuridad por 30 minutos a temperatura ambiente, transcurrido este tiempo se leyeron
en espectrofotémetro contra blanco.

Ademas, se realizo un control, que consiste en un tubo al cual se agrega 100 pL de metanol y 3900

puL de DPPH, también se leyeron a 517 nm contra blanco, en este caso etanol.

El célculo del % de decoloracion (capacidad atrapadora de radicales libres) se determind
empleando la ecuacion 3.3:

%Decoloracion = [(AbScontrol — AbSmuestra) / (AbScontror)] * 100 Ecuacién (3.3)

Donde:

Abs control: absorbancia del control

Abs muestra: absorbancia de la muestra

El grado de decoloracion indica la eficiencia de las sustancias como capturadoras de radicales
libres. Los resultados del ensayo DPPH expresan los resultados como el valor de la concentracion

méaxima de la media inhibitoria (ICso), definido como la cantidad de antioxidante necesario para
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disminuir la concentracién inicial de DPPH al 50% (Deng et al., 2011). Se elabor6 una curva de
calibracion de Acido Galico (Anexo E, Figura E-1), lo que permitié transformar los datos a mg
GAE/100g.

3.3.5. Calculo de la eficiencia de encapsulacion (%EE)

La eficiencia de encapsulacion (%EE) de las diferentes formulaciones, fue calculada mediante la

siguiente ecuacion:

mC
%EE = (—) x 100

me

Donde m, corresponde a la masa de polifenoles totales encapsulados, y m, es la masa de
polifenoles totales presente en el extracto en el cual se origind la formulacion. El valor de m, se
determino disolviendo una cantidad conocida de capsulas en una solucion de citrato de sodio (5%
p/v) durante 2h, en un agitador orbital (Lab-Line Instruments, EE.UU) a 37°C y 125 rpm. El citrato
de sodio acttia como quelante desintegrando el gel de alginato de calcio completamente (Draguet,

2000). La masa de polifenoles en ambos casos fue medida por el método de Folin-Ciocalteu.

3.3.6. Disefio experimental
3.3.6.1. Disefio experimental general para los métodos de extraccion

Los experimentos se llevaron a cabo de forma aleatoria para minimizar el error de variables
externas no controladas sobre las respuestas. Para poder expresar la variable respuesta (Ysc e YHn)
en funcién de las variables independientes, los resultados se ajustaron a una ecuacion de segundo
orden (Ecuacion 3.4), utilizando solo componentes significativas pero manteniendo los

coeficientes de primer grado, para asi conservar la jerarquia del modelo.

Y (SCo HH) = Ay + A X1 + Ay X, + AsXs + A Xo Xy + Az X Xs + Ay XoXs + A X2 +
Ay X2 + AgsX3 Ecuacion (3.4).

Donde A, es una constante; A,, A, y A5 son coeficientes lineales; A,,, A;3 Y A,3 son coeficientes
para la interaccion de variables; y A;;, A5, ¥ Az3 son coeficientes cuadraticos. Las graficas de
superficie de respuesta se generaron para dos variables dentro del rango experimental y

manteniendo constante la otra variable en el valor central.
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La significancia (p<0,05) de los coeficientes de la ecuacion se determinaron mediante un analisis
de varianza, empleando el software Design Expert Version 6.0.1, (Stat-Ease, Inc., Minneapolis,
MN), el cual entreg6 finalmente el disefio y las condiciones experimentales.

Para que el software logre interpretar la variable proporcion cascara:semilla, se utilizaran en

reemplazo de las condiciones 1/2, 1/3 y 1/4 los nUmeros 2, 3 y 4 respectivamente.

3.3.6.2. Disefio experimental para el método de extraccidn supercritica

Los ensayos de extraccion se realizaron en base a un disefio Box-Behnken con tres variables
independientes, presion (P, codificada Xi), proporcion céascara:semilla (CS, codificada X2), y
cantidad de co-solvente (C, codificada X3), obteniendo las ecuaciones ajustadas 3.5, 3.6 y 3.7. Los
tres niveles de cada variable totalizaron 15 ensayos que incluyen 3 repeticiones del punto central.

Como variables de respuesta se midio el contenido de fenoles totales (Ysc 0 YHn).

p =130 Ecuacion (3.5)
100

CS = le_?’ Ecuacion (3.6)

=21 Ecuacion (3.7)

Las variables independientes con y sin codificacion se muestran en la Tabla 3.1 y las condiciones
experimentales se muestran en la Tabla 3.2. Los resultados experimentales se analizaron mediante
la metodologia superficie de respuesta, la cual utiliza una secuencia de experimentos disefiados
para obtener una buena respuesta, asi como para asegurar que los experimentos sean mejor
interpretados (Shao et al., 2014).

Tabla 3.1. Variables independientes y sus niveles para disefio Box-Behnken.

Variable Unidades Simbolos Niveles

independiente
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No Codificada No codificada
codificada codificada
Presion bar P X1 200 -1
300 0
400 +1
Cascara/semilla % CS X2 1:2 -1
1:3 0
1:4 +1
Co-solvente % C X3 2 -1
4 0
6 +1

Tabla 3.2. Disefio experimental Box-Behnken para extraccion supercritica.

Presibn  Cascara:Semilla  Co-solvente X1 X2 X3

Set bar % (p/p)
1 200 1:4 4 -1 1 0
2 400 1:4 4 1 1 0
3 200 1:2 4 -1 -1 0
4 400 1:2 4 1 -1 0
5 200 1:3 2 -1 0 -1
6 400 1:3 2 1 0 -1
7 200 1:3 6 -1 0 1
8 400 1:3 6 1 0 1
9 300 1:2 2 0 -1 -1
10 300 1:2 2 0 -1 -1
11 300 1:4 6 0 1 1
12 300 1:2 6 0 -1 1
13 300 1:3 4 0 0 0
14 300 1:3 4 0 0 0
15 300 1:3 4 0 0 0

3.3.6.3. Diserio experimental para el metodo de extraccion hidroalcohdlica

Los ensayos de extraccion se realizaron en base a un disefio Box-Behnken con tres variables
independientes, tiempo de agitacion (T, codificada X1), proporcion céascara:semilla (CS, codificada

Xz2), y fraccion soluto solvente (SS, codificada Xs), obteniendo las Ecuaciones ajustadas 3.8, 3.9y
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4.0. Los tres niveles de cada variable totalizaron 15 ensayos que incluyen 3 repeticiones del punto

central. Como variables de respuesta se medira el contenido de fenoles totales (Ysc 0 YHH).

T = X122 Ecuacion (3.8)

cs =23 Ecuacion (3.9)

s = X33 Ecuacion (3.10)

Las variables independientes con y sin codificacion se muestran en la Tabla 3.3 y las condiciones
experimentales se muestran en la Tabla 3.4. Los resultados experimentales se analizaron mediante

la metodologia superficie de respuesta.
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Tabla 3.3. Variables independientes y sus niveles para disefio Box-Behnken.

Variable Unidades Simbolos Niveles
independiente

No Codificada No codificada
codificada codificada
Tiempo Horas T X2 1 -1
2 0
3 +1
Cascara/semilla % CS X2 1:2 -1
1:3 0
1:4 +1
Soluto/solvente % SS X3 3 -1
5 0
7 +1

Tabla 3.4. Disefio experimental Box-Behnken para extraccion hidroalcohdlica.

Tiempo agitacion Céscara :Semilla soluto/solvente  Xi X2 X3
Set h % %
1 1 1:2 5 -1 -1 0
2 3 1:2 5 1 -1 0
3 1 1:4 5 -1 1 0
4 3 1:4 5 1 1 0
5 1 1:3 3 -1 0 -1
6 3 1:3 3 1 0 -1
7 1 1:3 7 -1 0 1
8 3 1:3 7 1 0 1
9 2 1:2 3 0 -1 -1
10 2 1:4 3 0 1 -1
11 2 1:2 7 0 -1 1
12 2 1:4 7 0 1 1
13 2 1:3 5 0 0 0
14 2 1:3 5 0 0 0
15 2 1:3 5 0 0 0
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3.3.7. Elaboracién de los hidrogeles (encapsulacion por extrusion)

El ensayo fue realizado en el laboratorio de quimica y farmacia, perteneciente a la facultad de

Ciencias quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile.

Analisis previos demostraron que el contenido de etanol en las muestras evitaban que se
formara el complejo alginato-calcio por lo tanto los extractos fueron previamente

rotaevaporados (Rotavapor Biichi, modelo R — 205. Suiza), por 20 min 40°C.

Como material gelificante se utilizo alginato de sodio al 2% p/v (Sigma— Aldrich, EE.UU), el
cual fue agitado por 2 horas a temperatura ambiente hasta homogeneizar toda la mezcla.
Posteriormente se mezclé la solucion de alginato con los extractos polifenolicos (80mL) de las
mejores condiciones de la extraccion supercritica y extraccion hidroalcohélica por separado,
estos se llevaron a agitacion por 2 horas a temperatura ambiente, una vez homogeneizadas las
mezclas se depositaron en jeringas de 60 mL. La encapsulacion se llevo a cabo en el equipo
encapsulator B-395 pro, mediante goteo en una solucién de CaCl; al 2%p/v, el cual estuvo en
constante agitacion. Se utiliz6 una medida de boquilla (nozzle) de 250 pum (recomendada por
otros investigadores), las condiciones de encapsulacion que se digitaron en la pantalla del
equipo fueron de una frecuencia de 3000 Hz, un voltaje de 1400 V y una velocidad de goteo
de 5 mL por minuto. Las capsulas permanecieron en la solucién de cloruro de calcio por 30
min, se filtraron y lavaron con solucién buffer acético/acetato pH 5,5 para eliminar el exceso

de iones calcio (Deladino et al., 2008).

3.3.8. Comportamiento reolégico de los hidrogeles

Para los analisis reologicos se utilizé el equipo Haake RheoStress 1 (Haake, Karlsruhe, Germany)
version 2.3. Con este equipo se realizaron andlisis tanto rotatorios como oscilatorios en la muestra
(hidrogeles de algianto con extracto). Durante las determinaciones de flujo se trabajé a una
temperatura de 25 °C, por medio de un sistema de agua circulante marca Thermo scientific (SC

100, Thermo Haake, Karlsruhe, Germany).
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3.3.8.1. Andlisis Rotatorios

En cuanto a los analisis rotatorios, se caracterizd la muestra en base a la relacion entre el esfuerzo
de cizalla (o) y viscosidad (n) respecto a la velocidad de deformacion (y), con el fin de ajustar su

comportamiento a algin modelo reoldgico conocido.

3.3.8.2. Analisis Oscilatorios (Dinamicos)

En cuanto a los analisis oscilatorios, se busca encontrar posibles cambios de la matriz de la muestra
cuando se le aplica cizallamiento, para ello estimando los respectivos médulos de almacenamiento
(G"), mddulo de pérdida (G") y mddulo complejo (G*), con los cuales se puede definir si la muestra

presenta comportamientos elasticos o no.

Por lo tanto, para los andlisis oscilatorios, se estimaron las siguientes relaciones:
- Barrido de deformacion: G', G", G* vs Deformacion (-) (0,01 — 100%), con una frecuencia

de 1 Hz. Se llevo a cabo con el fin de buscar el rango lineal viscoelastico (RLV).

- Barrido de frecuencia: G', G", G* vs Frecuencia (1/s) (1 — 100 Hz). Se realizd con el
objetivo de determinar si la muestra tenia comportamientos elasticos por sobre lo viscoso

0 viceversa, y en qué grado.

Se pesaron cerca de 30 gramos de geles en balanza granataria que fueron traspasados a la copa,
la cual contiene la matriz a tratar en el equipo. Posterior a esto, se comenzon los analisis
reoldgicos con el uso del sensor Z34 DIN (cilindro coaxial). Todos estos dato seran trabajados
en el Software Rheowin 4 Job Manager (version 4.30.0016, Haake) y analizados en el Software
Rheowin 4 Data Manager.

3.3.9. Andlisis térmico

El ensayo térmico fue realizado en el laboratorio de Procesos de Alimentos, perteneciente a la
facultad de Ciencias quimicas y Farmaceéuticas de la Universidad de Chile.

El equipo a utilizado es un sistema de analisis térmico Perkin EImer modelo DSC 6000, con
modelacion de temperatura MT-DSC y principio de Heat flux. Se uso nitrégeno de alta pureza
como gas de purga (99,999%) a flujo de 20 mL/min. El tratamiento de datos fue realizado con
el programa computacional Sofware Pyris player.

El procedimiento se realiz6 segin Lupo et al. (2015), con algunas modificaciones; las muestras

(3-5 mg) se colocaron en cépsulas de aluminio y se cerraron herméticamente mediante una
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prensa para capsulas. Como referencia se empled una cépsula vacia. Las muestras fueron
calentadas a una velocidad de 10 °C/min, desde 25 hasta 300 °C.

3.3.9.1. Programa térmico

-Llevar desde estado basal hasta 25°C.
-Mantener a 25 °C isotérmicamente por 5 min.
-Calentar desde 25 °C hasta 300 °C, a 10 °C/min.
-Mantener a 300 °C isotérmicamente por 5 min.
-Enfriar de 300 °C hasta 25 °C a 30 °C/min.

3.3.10. Dimensiones y la forma de los geles de alginato de calcio

Las dimensiones y la forma de los geles fueron evaluadas utilizando un microscopio éptico
(Olympus, CX-31). Para cada muestra, se seleccionaron al menos 50 esferas para determinar los

diametros medios utilizando software ImageJ 1.45.
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3.3.11. Resumen metodologia
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CAPITULO 4: RESULTADOS Y DISCUSIONES
4.1. Caracterizacion fisica del sustrato

Inicialmente se determind el contenido de humedad del sustrato himedo, la cual fue para la cascara
de un de un 76,10% + 0,57. (Anexo A, Tabla A-1), y para la semilla fue de un 69,67% 0,06
(Anexo A, Tabla A-2).

En el mecanismo de extraccion supercritica la presencia de agua puede causar efectos indeseables
tales como la formacion de hielo en las tuberias debido a la rapida descompresion, y la hidrdlisis
de algunos compuestos (Fornari et al., 2012). Por esta razon es que frecuentemente se realiza una
etapa de secado preliminar antes de llevar a cabo el proceso de extraccion supercritica (de Melo et
al., 2014).

Posteriormente el sustrato fue sometido a molienda y tamizado, donde se determind la distribucion
del tamafio de particula promedio (dp, mm) y densidad aparente (pap, kKg/m?).

La densidad aparente del sustrato entrega informacion sobre la capacidad de carga y el grado de
empagque en el extractor supercritico, para la cascara el valor fue de 402,53 + 0,50 kg/m?® con una
capacidad de carga en el recipiente de extraccion de 20,13 g de sustrato (Anexo A, Tabla A-3), y
para la semilla el valor fue de 402,85 + 0,28 kg/m? con una capacidad de carga en el recipiente de
extraccion de 20,14 g de sustrato (Anexo A, Tabla A-4).

Por otro parte se realiz6 la determinacion del tamafio de particula promedio de los sustratos por
separado (cascara y semilla de palta Hass molida y secada por lecho fluidizado), mediante la
ecuacion de Sauter, donde resultd en un tamafio promedio de particula de 1,603 mm para el sustrato
cascara, donde aproximadamente un 25% de las particulas quedaron retenidas en el tamiz de
diametro <1,68 dp >1,19 mm, seguido por un 22% que quedd retenido en el tamiz de diametro
<1,19 dp > 0,841 mm (Anexo A, Tabla A-5, Figura A-1).

Por otro lado el tamafio promedio de particula para la semilla resulto de 1,404 mm, donde
aproximadamente un 32% de las particulas quedaron retenidas en el tamiz de diametro <1,68 dp
>1,19 mm, seguido por un 24% que quedo retenido en el tamiz de diametro <1,19 dp > 0,841 mm
(Anexo A, Tabla A-6, Gréafica A-2).

Pourmortazavi y Hajimirsadeghi (2007), indican que en el mecanismo de extraccion supercritica
al disminuir el tamafio de las particulas solidas, aumenta la superficie de contacto con el solvente,

favoreciendo la eficiencia de extraccion; sin embargo, particulas muy finas obstaculizan la
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extraccion debido a la re-absorcion de analitos en la superficie de la matriz y al compactarse
dificultan el flujo de solvente a través del extractor. Por esta razon es que se determind la
distribucion del tamafio de particula, cuyo proposito fue conocer el tamafio promedio de particula.
Ademas, la extraccion supercritica de sustratos solidos esta controlada por la difusion de los
componentes internos, por lo que para efectos de analisis se tomaron porciones de cada tamiz, con
el motivo de hacer homogénea y adecuada la composicion de la muestras y asi evitar el uso de
particulas muy grandes, ya que la velocidad de extraccién se hace mas lenta.

4.2. Andlisis estadistico

4.2.1. Andlisis estadistico del efecto de las variables sobres las respuestas polifenoles (Ysc)
totales obtenidos mediante extraccion supercritica

Con la finalidad de obtener extractos con alto contenido en polifenoles se llevo a cabo un disefio
de experimentos Box-Behnken para la optimizacion de las variables de disefio y la obtencion de

las mejores condiciones de operacion dentro del rango de trabajo.

En la Tabla 4.1 se muestra el contenido de fenoles totales obtenido en las 15 experiencias
realizadas, los cuales se obtuvieron respecto de las combinaciones de las variables independientes
codificadas ((Xi1: Presion de extraccion (bar), Xz: proporcion cascara:semilla, Xs: co-solvente
utilizado (% p/p)), sobre las respuestas contenido de polifenoles totales obtenidas mediante
extraccion supercritica (Ysc). Las respuestas son expresadas como un valor promedio resultante de

mediciones en triplicado para la respuesta Ysc mediante el método del Folin-Ciocalteau.

En la Tabla 4.1 se puede observar que el contenido de fenoles de los extracto de las mezclas de
cascara y semilla de palta extraidas mediante la técnica de con CO> supercritico se encuentra en un
rango entre 91,66 y 726,24, expresados en mg EAG/100g de muestra humeda. Donde la mayor
cantidad de polifenoles se obtuvo bajo las condiciones de extraccidon de 400 bar, una proporcion de

cascara:semilla de 1:3 y 6% co-solvente, correspondientes al punto de disefio N° 8.

Los resultados experimentales de la Tabla 4.1 se ajustaron a un modelo de segundo orden para
describir la respuesta Ysc, como una funcion de las variables presion, proporcion cascara:semilla'y
cantidad de co-solvente. En la Tabla 4.2 se observan los indicadores a partir del analisis de varianza
aplicado al modelo. Estos indicadores son el valor F, el coeficiente de determinacién (R>), la falta

de ajuste, la relacion sefial/ruido, el coeficiente de variacion (CV) y el promedio.
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Tabla 4.1. Contenido de fenoles totales en funcion de las variables presion, proporcién

cascara:semilla, y uso de co-solvente.

P CS C Ysc
Set Bar % % (p/p) mg EAG/100g
1 200 1:2 4 121,94+ 1,08
2 400 1:2 4 437,39+ 2,28
3 200 1:4 4 158,49+ 4,20
4 400 1:4 4 564,99+ 0,53
5 200 1:3 2 91,660+ 0,60
6 400 1:3 2 373,39+ 1,25
7 200 1:3 6 304,83+ 3,26
8 400 1:3 6 726,24+ 3,57
9 300 1:4 2 167,01+ 0,92
10 300 1:4 2 231,36+ 4,04
11 300 1:2 6 476,19+ 1,39
12 300 1:4 6 512,99+ 2,44
13 300 1:3 4 232,66+ 1,69
14 300 1:3 4 231,33+ 1,74
15 300 1:3 4 225,66+ 2,41

Donde= P: presion (bar), CS: proporcién cascara:semilla (%) y C :co-solvente (%p/p).

Tabla 4.2. Indicadores estadisticos del analisis de varianza del modelo de segundo orden

seleccionado.

Indicadores Ysc (mg EAG/
estadisticos 1009)

F 336,82 (p<0,001)*
R? 0,9844

Falta de ajuste 18,23 (p=0,053) ns
Razon sefial/ruido 63,05

CcVv 3,86

Desv.Std 12,51
Promedio 323,84

*: Significante (p<0,05); ns: No-significante (p>0,05).
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En la Tabla 4.2 se observa que el modelo cuadratico para describir la respuesta Ysc es adecuado.
Esto se debe principalmente al valor p descrito por las variables independientes significativas
(p<0,05). Al ser el valor p muy pequefio nos indica que tenemos una respuesta robusta, lo que se
traduce en un sistema controlado con pocas opciones al error experimental. El analisis de varianza
del modelo cuadrético de prediccion fue significativo para la respuesta con valores de F tales que
existe una probabilidad menor al 0,05 de que este modelo pudiera fallar debido a perturbaciones
experimentales. Ademas report6 un coeficiente de correlacion R? mayor a 0,90, lo que sugiere que
el modelo explica de manera adecuada el comportamiento de las respuestas con respecto a las

variables independientes estudiadas.

Como se menciono anteriormente el valor F para la respuesta Ysc resulté significativo (p<0,05). El
valor del coeficiente de determinacion (R?) para la respuesta extraccion de polifenoles fue de
0,9844. El R? indica la relacion que existe entre los valores experimentales y los valores predichos
por la respuesta, este valor fue alto y cercano a 1 lo que demuestra que el modelo es significativo,
por lo tanto se concluye que el modelo se ajusta a los resultados experimentales en términos de
variacion.

La falta de ajuste es no significativa para la respuesta Ysc (P>0,05), por lo que se puede concluir
que el modelo propuesto se ajusta adecuadamente a los datos (Montgomery, 1991).

La relacién sefial/ruido mide la calidad de la respuesta y esta debe ser superior a 4 para que el ruido
(error no controlable) sea minimo. Para este caso la sefial/ruido fue mayor a 4 (64,05), lo que indica
que las respuestas son consistentes en el tiempo a pesar de las fuentes de ruido. Al mismo tiempo,
el coeficiente de la variacion (CV) fue baja (3,86), lo que indica un alto grado de precision y los
datos experimentales eran muy fiables. Este hecho también se puede corroborar con valores
predichos por el modelo (Anexo B, Tabla B-1).

Para complementar la informacion, se graficaron los valores experimentales versus los valores

predichos (Figura 4.1).
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Figura 4.1. Valores predichos v/s valores experimentales obtenidos en el mecanismo de extraccion

supercritico.

En este gréfico se observa que los valores predichos son similares a los reales, donde los puntos se

encuentran proximos a la recta. Esto se refleja en el calculo de la pendiente de la recta de regresion,

gue es cercana a 1.

En funcién de los resultados obtenidos, es posible afirmar que nuestro modelo es idéneo para

describir la respuesta contenido de fenoles totales (Ysc) en funcion de las variables independientes

presion (P), proporcion cascara:semilla (CS) y co-solvente (C).

4.2.1.1 Anélisis de varianza y MSR para polifenoles obtenidos por extraccion supercritica.

En la Tabla 4.3 se puede observar el analisis de varianza para la respuesta Ysc.

Tabla 4.3. Analisis de varianza del modelo cuadréatico para respuesta Ysc.

Fuente Sumade  Gradosde Varianza Valor F Probabilidad
cuadrados libertad experimental
X1 251993,46 1 251993,46 1609,22 <0,0001*
X2 9433,58 1 9433,58 60,24 0,0006*
X3 167281,85 1 167281,85 1068,25 <0,0001*
X 1000042 1 12922,42 82,52 0,0003*
X3 3785,14 1 3785,14 24,17 0,0044*
X3 26669,40 1 26669,40 170,31 <0,0001*
X1X2 9199,63 1 2199,63 14,05 0,0133*
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X1X3
X2X3

4877,70 1 4877,70 31,15 0,0025*

189,75 1 189,75 1,21 0,3211ns
X1: Presién de extraccion (P), Xo: proporcion céscara:semilla (CS), Xa: co-solvente utilizado (C).

*: Significante (p<0,05) y ns: no significante (p>0,05).

Para la respuesta Ysc, se obtuvo la Ecuacion 4.1, la cual indica la relacion causa/efecto que existe

con las variables independientes (presion, cascara:semilla 'y % de co-solvente).

Yoo = 229,88 + 177,48X, + 34,34X, + 144,60X; + 59,16X2 + 32,02X2 + 84,99X2 +
23,45X, X, + 34,93X,X; — 0,89X,X;  Ecuacion (4.1)

Se puede observar que el coeficiente lineal de la presion (A= +177,48), y el coeficiente lineal del
co-solvente (Az = +144,60) son los mayores coeficientes en magnitudes, los cuales tienen una gran
contribucion en la respuesta contenido de fenoles totales (Ysc, mg GAE/100g). De acuerdo a los
signos positivos que acomparian a estos coeficientes se puede inferir que su comportamiento es
directamente proporcional, es decir, a medida que aumentan la presion y la cantidad de co-solvente

aumenta también el contenido de fenoles totales.

De las interacciones entre variables la que presenté una mayor contribucion en la respuesta
(p<0,05) fue la interaccion Presion-co-solvente (A= +34,93) y la interaccion presion-
cascara:semilla (A12= 23,45). De acuerdo al andlisis de varianza, el coeficiente cuadratico del co-
solvente (A%= 84,99) y de la presion (42 = +59,16) también tuvieron un efecto significativo

(p<0,05) en el contenido de fenoles.

Para ver mas claramente este fendmeno, se construyo una grafica de superficie de respuesta (Figura
4.1). En ella se observa més detalladamente el efecto de la interaccion entre la presion y co-solvente
(X;X3) y el efecto de la presion y el co-solvente en sus componentes lineales
(X1 y X, respectivamente) los cuales se destacan por su alto efecto significativo sobre la

respuesta.

Los diagramas de superficie de respuesta para el modelo 3D se obtuvieron mediante el software
Design-Expert. Las representaciones graficas de superficie de respuesta representan las

interacciones entre dos variables respecto de la respuesta. Es evidente que estos diagramas en 3D
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proporcionan una interpretacion visual de la interaccion entre dos variables y facilita la ubicacion

de las condiciones experimentales optimas.

731.033

56R7.361

Polifenoles 403.690
240.018

76.3463

C: co-solvente 300

200 20000 P: Presion
Figura 4.2. Superficie de respuesta de contenido de fenoles totales (Ysc) como una funcion de la

presion (P) y co-solvente (C), a un valor medio de cascara:semilla (CS) de 1:3.

En la Figura 4.2. Se puede observar que a altos niveles de presion mayor es el efecto sobre la
respuesta, donde mediante la utilizacion de la ecuacidn ajustada, manteniendo una alta presién (400
bar) y variando en co-solvente de 2 a 6 %p/p, el contenido de polifenoles varia de 371,98 a 731,03
mg GAE/100g respectivamente, por el contrario al mantener una baja presion (200 bar) y variando
el contenido de co-solvente de 2 a 6 %p/p, el contenido de polifenoles es menor, variando entre
86,87 y 306,23 mg GAE/100g respectivamente. Por lo tanto, al utilizar altas presiones y altos % de
co-solvente se obtiene un mayor efecto en el contenido de fenoles totales de extractos de cascara y
semilla de palta Hass molida, esto se debe segln Escribano y Santos (2003), principalmente al
aumento en la densidad de CO-, es decir, aumento en el poder de solvatacion con el aumento de la

presion.

Por otro lado, se entiende que las propiedades lipofilas de CO2 supercritico hacen de este disolvente
poco adecuado para la extraccion de compuestos polares, tales como compuestos fendlicos. Sin
embargo, al adicionar pequefias cantidades de co-disolventes tales como agua o etanol pueden
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aumentar la polaridad de CO- supercritico mediante la mejora de la solubilidad de los compuestos
mas polares (Garmus et al., 2015). Sin embargo, no sélo las solubilidades de algunos componentes
aumentan con el uso de co-solvente, sino también el nimero de componentes solubilizados por el
disolvente, lo que reduce la selectividad del proceso y aumenta el rendimiento global (Mazzutti et
al., 2012). Por lo tanto, la adicion de modificador puede mejorar altamente la capacidad de
extraccion por fluido supercritico, pero se debe tener en cuenta la selectividad que ejerce el

mecanismo de extraccion.

Como se dijo anteriormente a medida que aumenta la cantidad de co-solvente existe un incremento
en el contenido de fenoles totales, Segin Danh et al. (2010) el aumento de la concentracién de
etanol y la elevacion de la presion resultaron en un aumento de la densidad de disolvente mixto.
La alta densidad aumenta la magnitud de las interacciones fisicas entre soluto y moléculas de
disolvente, y por lo tanto conduce a una mejora de solubilidad global. Esto debido al aumento de
las interacciones de fenol-alcohol (Chafer et al., 2004). Ademas, el etanol y el metanol son capaces
de generar enlace hidrégeno, dipolo-dipolo, y otras interacciones de polaridad con fenoles, y
pueden aumentar la extraccion de ellos (Lang y Wai, 2001, Mardéstica-Junior et al., 2010 y Murga
et al., 2000). Por lo tanto, la adicion de mayores cantidades de modificadores en el sistema pueden
promover la extraccion de moléculas polares (Medeiros et al., 2016).

Por otro lado, la interaccion de la presion y la proporcion céascara:semilla (X;X,) fue también
significativa, en la siguiente imagen se puede observar el efecto de estas variables sobre el
contenido de fenoles totales.
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Figura 4.3. Superficie de respuesta de contenido de fenoles totales (Ysc) como una funcion de la

presion (P) proporcion cascara:semilla (CS), a un valor medio de co-solvente de 4% p/p.

Se puede observar en la Figura 4.3. Al mantener una alta presion de 400 bar y un valor medio de
co-solvente de 4%, al aumenta la proporcion cascara:semilla de 1:2 a 1:4 el contenido de fenoles
totales incrementa desde 440,79 a 556,36 mg GAE/100g respectivamente, lo que demuestra que en
este caso durante el mecanismo de extraccion supercritica al aumentar el contenido de semilla el
contenido de fenoles totales incrementa. Esto puede deberse a que en estudios realizados por Soong
y Barlow, (2004) quienes establecen que la capacidad antioxidante de distintas frutas es
determinada por la contribucién de las semillas o carozos, quienes aportan principalmente a la
actividad antioxidante total y el contenido de compuestos fendlicos de las frutas (Soong y Barlow,
2004).

Por otro lado tambien se puede explicar este fendmeno debido al conocido sinergismo presente en
los polifenoles, segun Jacobs et al, (2009), un sinergismo es cuando una combinacion de nutrientes
en un alimento proporciona un mayor (por ejemplo, antioxidante) efecto beneficioso de lo que seria

de forma individual. Ademas, los extractos (fracciones) pueden ser mas beneficioso que los
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componentes aislados, ya que un componente bioactivo individual puede cambiar sus propiedades

en presencia de otros compuestos presentes en los extractos (Borchers et al., 2004).

De acuerdo con Liu, (2003), los efectos sinérgicos de los fitoquimicos de las frutas y verduras son
responsables de sus potentes propiedades bioactivas, y el beneficio de una dieta rica en frutas y

verduras se atribuye a la compleja mezcla de fitoquimicos presentes en los alimentos enteros.

4.2.2. Andlisis estadistico del efecto de las variables sobres las respuestas polifenoles totales

(YnH) obtenidos mediante extraccion hidroalcoholica.

En la Tabla 4.4 se muestra el contenido de fenoles totales obtenidos de las 15 experiencias
realizadas, los cuales se obtuvieron respecto de las combinaciones de las variables independientes
codificadas (X1 tiempo de agitacion, Xz: proporcion cascara:semilla, Xs: % soluto/solvente) sobre
las respuestas contenido de polifenoles totales obtenidos por extraccién hidroalcohélica (Yun). Las
respuestas son expresadas como un valor promedio resultante de mediciones en triplicado para la

respuesta Ynun mediante el método del Folin-Ciocalteau.

Anélisis previos realizados por Veldsquez, (2014), indican que la mezcla etanol/agua fue mas
eficiente en la extraccion de los fenoles de la cascara de palta, indicando que la polaridad intermedia
presentada por esta mezcla de solventes fue afin con los fenoles de la cascara; los mismos
resultados fueron encontrados por Curaqueo, (2013) en semillas de palta Hass. Chew et al. (2011),
encontré que se tienen mejores resultados de extraccion cuando se adiciona cierta cantidad de
etanol al agua. Sin embargo también concluyeron que una mezcla sobre un 60% de etanol, reduce

el rendimiento de la extraccion, siendo lo 6ptimo un 50%.

En la Tabla 4.4 se puede observar que el contenido de fenoles de los extracto de las mezclas de
cascara y semilla de palta obtenidas mediante extraccidn hidroalcohdlica, se encuentra en un rango
entre 323,31y 987,12, expresados en mg EAG/100g de muestra himeda. Donde la mayor cantidad
de polifenoles se obtuvo bajo las condiciones de extraccion de 3 horas, una proporcion de
cascara:semilla de 1:3 y 3% p/v de soluto/solvente, correspondientes al punto de disefio N° 6.

Los resultados experimentales de la Tabla 4.4 se ajustaron a un modelo de segundo orden para
describir la respuesta YnH, como una funcion de las variables presion, proporcion céscara:semilla
y cantidad de co-solvente. En la Tabla 4.5 se muestran los indicadores estadisticos a partir del

analisis de varianza aplicado al modelo de segundo orden. Estos indicadores son el valor F, el
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coeficiente de determinacion (R?), la falta de ajuste, la relacion sefial/ruido, el coeficiente de

variacion (CV) y el promedio.

Tabla 4.4. Contenido de fenoles totales en funcion de las variables tiempo de agitacion, proporcion

cascara:semilla, y % soluto/solvente.

Set T CS SS YHH
H % %p/v mg EAG/100g

1 1 1:2 5 359,91+ 0,01
2 3 1:2 5 738,46+ 0,01
3 1 1:4 5 459,53+ 0,02
4 3 1:4 5 694,11+ 0,01
5 1 1:3 3 323,31+ 0,01
6 3 1:3 3 987,12+ 0,01
7 1 1:3 7 397,21+ 0,04
8 3 1:3 7 677,08+ 0,01
9 2 1:2 3 718,15+ 0,01
10 2 1:4 3 920,95+ 0,01
11 2 1:2 7 581,01+ 0,01
12 2 1:4 7 580,29+ 0,02
13 2 1:3 5 551,34+ 0,01
14 2 1:3 5 590,60+ 0,01
15 2 1:3 5 586,02+ 0,02

Donde T: tiempo de agitacion (horas), CS: proporcion cascara:semilla (%) y SS: fraccion soluto

solvente (%p/v).
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Tabla 4.5. Indicadores estadisticos del analisis de varianza del modelo de segundo orden

seleccionado.

Indicadores YuH (MGEAG/
estadisticos 1009)

F 10,69 (p=0,0089)*
R? 0,9506

Falta de ajuste 17,10 (p=0,0557) ns
Razon sefial/ruido 11,806
Ccv 11,47
Desv.Std 70,11
Promedio 611,01

*: Significante (p<0,05); ns: No-significante (p>0,05).

En la Tabla 4.5. Se observa que el modelo cuadratico para describir la respuesta Ynn es adecuado.
El analisis de varianza del modelo cuadratico de prediccidon fue significativo para las dos respuestas
con valores de F tales que existe una probabilidad menor al 0,05 de que este modelo pudiera fallar
debido a perturbaciones experimentales. Como se puede ver en la Tabla 4.5 el valor F (11,02) para
la respuesta Ywn resulté significativo (p<0,05). La falta de ajuste es no significativa con un valor
de 17,10 (p=0,0660).

Para este caso la sefial/ruido fue mayor a 4 (11,806), lo que indica que las respuestas son
consistentes en el tiempo a pesar de las fuentes de ruido. Al mismo tiempo, el coeficiente de la
variacion (CV) fue baja (11,47), lo que indica un alto grado de precision y los datos experimentales

eran muy fiable.

Ademas report6 un coeficiente de correlacion R%: 0,9506 lo que sugiere que la relacion que existe
entre los valores experimentales y los valores predichos por la respuesta son cercanos. Este hecho
también se puede corroborar con valores predichos por el modelo (Anexo B, Tabla B-2).

Para complementar la informacion, se graficaron los valores experimentales versus los valores

predichos (Figura 4.6).
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Figura 4.6. Valores predichos v/s valores experimentales obtenidos en el mecanismo de extraccion

hidroalcohdlica.

En este gréfico se observa que los valores predichos son similares a los reales, donde los puntos se
encuentran proximos a la recta. Esto se refleja en el calculo de la pendiente de la recta de regresion,
que es cercana a 1.

En funcién de los resultados obtenidos, es posible afirmar que nuestro modelo es idéneo para
describir la respuesta contenido de fenoles totales (YxH) en funcion de las variables independientes

tiempo de agitacion (T) proporcidn cascara:semilla (CS) y % soluto/solvente (SS).
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4.2.2.1 Anélisis de varianza y MSR para los polifenoles obtenidos por hidroalcohdlica

En la Tabla 4.6 se puede observar el analisis de varianza para la respuesta YHn.

Tabla 4.6. Analisis de varianza del modelo cuadratico para respuesta YHH.

Suma de grados de Valor F
Fuente cuadrados libertad Varianza  experimental Probabilidad
X 302961,03 1 302061,03 61,64 0,0005*
X 8278,08 1 8278,08 1,68 0,2510ns
X3 63713,26 1 6371326 12,96 0,0155*
X3 12615,78 1 12615,78 257 0,1700ns
X3 7632,95 1 7632,95 1,55 0,2679ns
X3 22837,37 1 22837,37 4,65 0,0837ns
X1z 5181,33 1 5181,33 1,05 0,3516ns
X1Xs 3685351 1 3685351 7,50 0,0409*
X2 X 10353,65 1 10353,65 211 0,2064ns

X1: Tiempo de agitacion (T), X2: proporcion cascara:semilla (CS), Xs: % soluto/solvente (SS). *:

Significante (p<0,05) y ns: no significante (p>0,05).

Para la respuesta Ywnn, Se obtuvo la Ecuacion 4.2, la cual indica la relacion causa/efecto que existe

con las variables independientes (tiempo de agitacion, cascara:semilla y % soluto/solvente).

Yyy = 575,99 + 194,60X, + 32,17X, — 89,24X5 — 58,45X2 + 45,47X2 + 78,65X2 —
35,99X,X, — 95,99X,X; — 50,88X,X; Ecuacion (4.2)

Se puede observar que el coeficiente lineal del tiempo (A1= +194,60), y el coeficiente lineal del %
soluto/solvente (Az = -89,24) son los mayores coeficientes en magnitudes, los cuales tienen una
gran contribucion en la respuesta contenido de fenoles totales (YnH, mg GAE/100g). De acuerdo a
los signos positivos que acompafian al coeficiente A1 se puede inferir que su comportamiento es
directamente proporcional, es decir, a medida que aumentan el tiempo aumenta también el
contenido de fenoles totales, por el contrario el signo negativo que acomparia al coeficiente Az
indica que dentro del rango de trabajo el contenido de fenoles totales disminuye con el aumento de

la fraccion soluto/solvente, donde manteniendo un valor medio de proporcidn cascara:semilla (1:3)
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y un tiempo de extraccion de 3 horas, el contenido de fenoles disminuye notablemente con el
aumento del porcentaje soluto/solvente.

De las interacciones entre variables la que presentdé una mayor contribucion en la respuesta
(p<0,05) fue la interaccion tiempo-soluto/solvente (A1z=-95,99).

Para ver mas claramente este fendmeno, se construyo una grafica de superficie de respuesta (Figura
4.7). En ella se observa mas detalladamente el efecto de la interaccion entre el tiempo-
soluto/solvente  (X;X3) y el efecto de cada una en sus componentes lineales

(X1y X5 respectivamente) los cuales se destacan por su alto efecto significativo sobre la respuesta.

976.011
812.741
Polifenoles 649.472 '
486.202

322,932

7.000
3.0

5.000 50

C: Soluto/Solvente
T: Tiempo

3.000 1.0
Figura 4.7. Superficie de respuesta de contenido de fenoles totales (Ynn) como una funcion de la

fraccion soluto/solvente (SS) y tiempo de extraccion (T), a un valor medio de cascara:semilla (CS)
de 1:3.

En la Figura 4.3 se puede observar el comportamiento de la interaccion entre el tiempo y % de
soluto/solvente, donde mantenido un valor medio de proporcién césacara:semilla de 1:3, un tiempo

de 3 horas y aumentado % de soluto/solvente de 3 a 7 %p/v, el contenido de fenoles descendio de
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976,01 a 605,55 mgEAG/100g, por ende se puede apreciar que en el mecanismo de extraccion
hidroalcohdlica a medida que aumenta el % soluto/solvente existe una disminucion en el contenido
de fenoles de los extractos de cascara y semilla de palta Hass. Este efecto se puede explicar ya que
teniendo una menor cantidad de soluto y mayor cantidad de solvente en este caso 3 gramos de
sustrato en 100 mL de solvente (etanol/agua 50/50), existe una mayor interaccion o mayor
superficie de contacto entre estos dos componentes permitiendo una mejor extraccion de los
polifenoles de la matriz. Por otro lado se puede observar el tiempo en su componente lineal, donde
se puede observar que a medida que se incrementa el tiempo de extraccion mejor es la liberacion
de los polifenoles de la matriz. Sin embargo los analisis previos que se realizaron demuestran que
al sobrepasar las 3 h de agitacion no existe un aumento significativo del contenido de fenoles
totales, asi mismo lo justifica la ecuacion estadistica, donde manteniendo las condiciones 6ptimas
de cascara:semilla, % soluto/solvente y aumentado las horas de extraccion no existe un incremento
en los fenoles, incluso a partir de las 5 h comienza a decaer su contenido, debido a la degradacion

de los polifenoles.

4.3. Capacidad antioxidante por el método del DPPH para las mejores condiciones

seleccionadas en cada método.

Una vez determinadas las mejores condiciones de extraccion de los métodos hidroalcohdlico y
supercritico se establecid la capacidad antioxidante de los extractos mediante el analisis del DPPH,
determinando la concentracion méaxima de la media inhibitoria (ICso).

El 1Cso mide la efectividad de un compuesto para inhibir una actividad biolégica y/o bioquimica
(Joshi et al., 2010). En este trabajo se midi6 la concentracion de los extractos vegetales activos
necesaria para disminuir en un 50% la concentracion inicial del radical DPPH, teniendo en cuenta
que un ICso bajo, esta directamente asociado con una actividad antioxidante alta (Zhu et al., 2011)
Se encontro un ICso de 243,86+£0,54 mg EAG/100g base seca y un ICso de 327,17+0,87 mg
EAG/100g base seca, para extractos obtenidos por extraccién hidroalcohdlica y supercritica
respectivamente.

El extracto que tiene el contenido fendlico més alto (hidroalcoholico) mostré la ICso mas baja
demostrando la correlacion positiva entre la actividad de eliminacion de radicales y el contenido
fenolico total. Curaqueo. (2013), presentd valores de actividad antioxidante para extractos

hidroalcoholicos de semilla de palta Hass de un de ICso de 12,02 mg EAG/g, por otro lado
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Veldzquez. (2014), presento valores de actividad antioxidante para extractos hidroalcohdlicos de

cascara de palta Hass secado por liofilizacion de un de ICso de 70,5 mg EAG/g.

Una vez obtenida la capacidad antioxidante de las mejores condiciones se procedio a la elaboracion

de los hidrogeles, para su posterior caracterizacion.

4.4. Calculo de la eficiencia de encapsulacion

Se obtuvieron hidrogeles de alginato conteniendo extracto de cascara y semilla de palta Hass. Se
analizo la eficiencia de encapsulacion de los extractos obtenidos por extraccion supercritica y
extraccion hidroalcoholica. Previo a la encapsulacion los extractos fueron rotaevaporados, y se
midié nuevamente el contenido de fenoles totales. Los resultados de eficiencia de encapsulacién
se presentan en la Tabla 4.7.

Tabla 4.7. Eficiencia de encapsulacion para extractos obtenidos por extraccion hidroalcohdlica y

extraccion supercritica.

Método de m, en m, en
extraccion mgGEA/100g mgGEA/100g  %EE
Supercritico 1034+5,80 770,00+9,25 74,47

Hidroalcohdlica 1342+8,83 1018,75+4,79 75,91

Donde, m.: Masa de polifenoles totales encapsulados; m,: Masa de polifenoles totales presente en

el extracto en el cual se origind la formulacion; %EE: Eficiencia de encapsulacion.

En la Tabla 4.7 se puede observar la eficiencia de encapsulacion de compuestos fendlicos de
cascara y semilla de palta Hass mediante la formacion de hidrogeles de alginato, donde para los
hidrogeles obtenidos con extractos supercriticos se obtuvo una eficiencia de un 74,47 % y para los
obtenidos con extractos hidroalcohdlicos se obtuvo una eficiencia de encapsulacién de 75,91 %.
En la encapsulacion de polifenoles de pétalos de Clitoria ternatea los resultados mostraron que el
porcentaje de eficiencia de encapsulacion oscilaba entre 74,97 + 0,84 y 84,83 = 0,40% Yy dse
demostro que la eficiencia de encapsulacion de los hidrogeles mejor6 al aumentar la concentracion
de alginato de sodio, ademas los resultados también encontraron que la concentracién de CaCl, no
tenia ningun efecto sobre el aumento de la eficacia de la encapsulacion (Pasukamonset et al., 2016).
Por otro lado Belscak et al. (2011), realizaron encapsulacion de compuestos fendlicos obtenidos de

hierbas medicinales, mediante una mezcla de alginato-quitosano, donde se logré una alta eficiencia
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de encapsulacion, que varié de 80,88% para los hidrogeles obtenidos con extracto de ortiga hasta

89,39% para los de hoja de olivo.

No obstante al éxito alcanzado por diferentes investigaciones, se han encontrado variados estudios
que han empleado tratamientos especiales para elevar la eficiencia de encapsulacion. Entre ellos,

el uso de sistemas combinados de alginato-almidon (Lupo et al., 2012).

4.4. Analisis reologico de los hidrogeles de alginato

4.4.1. Ensayos reologicos rotatorios de los hidrogeles de alginato para los distintos

mecanismos de extraccion

En la Figura 4.8. Se puede apreciar un comportamiento similar entre las dos muestras, donde se
puede distinguir un crecimiento del esfuerzo muy répido hasta alcanzar un valor maximo
(sobreesfuerzo), para luego alcanzar un crecimiento que se va amortiguando paulatinamente y que
tiende a alcanzar un valor constante. Estos tipos de fluidos no fluyen hasta que son sometidos a un
esfuerzo cortante limite determinado llamando umbral de fluencia (Ramirez, 2006).

Los resultados mostraron que en todas las muestras la relacion de esfuerzo cizalla versus velocidad
de deformacion es no lineal y que a medida que aumenta la gradiente de velocidad, los valores de
esfuerzo de cizalla aumentan. Este comportamiento es tipico de los fluidos que muestran un
caracter no newtoniano de tipo pseudoplasticos también Ilamado reofluidificante con esfuerzo
umbral, lo cual era de esperar, debido a otras investigaciones que encontraron similares resultados
(Lupo et al., 2015)

Como se aprecia en la grafica los hidrogeles obtenidos por extraccién hidroalcohdlica necesitan un
mayor esfuerzo de cizalla, es decir necesitan un mayor esfuerzo cortante para que el fluido se
coloque en movimiento en comparacion con los resultados obtenidos en hidrogeles de extractos
supercriticos, este efecto puede ser atribuido a una mayor cantidad de compuestos fendlicos de los
extractos hidroalcohdlicos presentes en la matriz polimérica lo cual produce una mayor interaccion
de estos con el alginato mediante puente de hidrogeno, lo que permite un aumento de la tension
interfacial entre acuoso y fase organica (Goh et al., 2012 y Mane et al., 2015) disminuyendo la
permeabilidad de la capsula (Anbinder et al., 2011) y aumenta la rigidez, por ende es necesario un
mayor esfuerzo de cizalla. Segln Lee et al, (2015), el gel se vuelve menos permeable con el
aumento de la rigidez. Por otro lado, los hidrogeles obtenidos con extractos supercriticos al tener
menor cantidad de polifenoles en la matriz, existe un mayor cantidad de agua en las capsulas, segun

los resultados obtenidos por Anbinder, et al (2011), en la encapsulacién de polifenoles de hierba
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mate con alginato, este ultimo al ser hidrofilico es més afin con el agua lo que produce una mayor
permeabilidad de los hidrogeles. Por lo tanto los hace en este caso menos resistentes al esfuerzo de

cizalla.
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Figura 4.8. Curva de fluidez en ensayos rotatorios para hidrogeles de alginato mezclados con

extractos polifenolicos.

4.4.1.1. Viscosidad aparente

La viscosidad es la caracteristica principal de las soluciones de alginato y junto a su reactividad
frente a los cationes polivalentes, es la que genera caracteristicas como espesante, estabilizante y
gelificante. Con el fin de preparar soluciones efectivas de alginato, es necesario dispersar y disolver
completamente las particulas de alginato en el sistema, lo que puede lograrse mediante la adicién

lenta y progresiva del polimero durante un mezclado con alta cizalladura (Imeson, 2010).

En la Figura 4.9, se muestra la curva de viscosidad aparente para ambos métodos de extraccion,
donde se puede observar un comportamiento similar, en el cual se puede visualizar que en todos
puntos la viscosidad desciende drasticamente en la medida en que la gradiente de velocidad
aumenta, lo cual es confirmado por Calvo, (2004). EI comportamiento observado corrobora los
resultados obtenidos para la influencia sobre el esfuerzo cortante mostrando un comportamiento
de tipo pseudoplastico.

Este comportamiento es una consecuencia de las largas cadenas de polimero y la rigidez de las

moléculas hidratadas. A bajas velocidades de cizalla, como por ejemplo durante el almacenamiento
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0 muy baja velocidad de agitacion, las moléculas de alginato se encuentran distribuidas al azar
debido al movimiento browniano. Al aumentar la velocidad de cizallamiento, las moléculas
comienzan a ubicarse en forma paralela ordenandose en la direccion del flujo y disminuyendo, por
tanto, la resistencia al fluir. Como resultado, la viscosidad aparente disminuira cuando la velocidad
de cizallamiento se incrementa mas alla de la zona newtoniana primaria del sistema (Imeson, 2010).
Por consiguiente, los hidrogeles de alginato tienen un comportamiento no newtoniano de tipo

pseudoplastico, es decir, que la viscosidad decrece al aumentar el gradiente de velocidad.
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Figura 4.9.Viscosidad aparente de los hidrogeles de alginato.

4.4.1.2. Modelacion del comportamiento reoldgico.

Luego de construir las Figuras 4.8 y 4.9 se analizan las curvas obtenidas en los ensayos reoldgicos
estacionarios mediante las expresiones matematicas que se utilizan corrientemente en el estudio de
la reologia. Se ajustaron los diferentes modelos (Anexo C, Tabla C-4), y el que mejor representd
el conjunto de datos experimentales fue el modelo de Herschel-Bulkley, el que se observa en la
Tabla 4.8.

Tabla 4.8. Rangos de los parametros estadisticos del modelo Herschel-Bulkley para hidrogeles de

alginato con extractos hidroalcohélicos y supercriticos.

Hidroalcohdlico Supercritico
R?= 0,999 R?= 0,999
Chi®=1,141E+10 Chi?=2,460E+6

La Tabla 4.7 muestra los dos parametros estadisticos determinados (chi? y R?) para la validacion

de los cuatro modelos reologicos utilizados en este estudio. Los modelos de Bingham, Ostwald de
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Waele, Casson y Herschel-Bulkley fueron los mas adecuados, siendo el modelo de Herschel-
Bulkley (c=co+ky") el que mejor describio el comportamiento del flujo de hidrogeles de alginato
en los dos casos. Otras investigaciones sobre las mermeladas de fresa y albaricoque también
mostraron que el comportamiento de flujo puede ser descrito por el modelo de Herschel - Bulkley
(Costell et al., 1987; Villarroel y Costell, 1989).

4.4.2. Ensayos reoldgicos dinamico de los hidrogeles de alginato para los distintos mecanismos

de extraccién

4.4.2.1. Barrido de deformacion

Para establecer la region lineal de los hidrogeles se realizaron barridos de deformacion, éste
permitié determinar el rango lineal, donde las propiedades viscoelasticas de las muestras son

independientes de la deformacion (Rodriguez, 2002).

En las Figura 4.10 y 4.11. Se observan los médulos G' y G" en funcion de la deformacion
relativa para las muestras obtenidas por extraccion supercritica y por extraccion hidroalcohdlica
respectivamente, en funcién de la deformacién relativa (0,01 a 100) para ambas muestras. Se
analizaron las zonas donde los modulos de almacenamiento y pérdida presentan comportamiento
constante frente a las variaciones de deformacion, lo que asegura que no existan cambios
estructurales durante las mediciones (Steffe, 1996). Lo que demostrd que, en el rango de 0,01 a
0,1% de deformacion se presenta un comportamiento lineal para las dos muestras.

Por otro lado se define como punto de gel al tiempo al cual se produce el cruce entre G'y G" (G' =
G") (Pilosof, 2000). Se puede observar que el punto de gel o cruce entre los modulos (G'y G") de
los hidrogeles con extractos hidroalocohélicos se produce a los 661, 44 Pa, por otro lado en los
hidrogeles con extractos supercriticos se obtiene a un punto de cruce a los 465,37 Pa. Este lugar de
cruce indica que a medida que aument6 la deformacién el gel se fue destruyendo llegando al punto

de gel, donde la estructura comenz6 a comportarse como liquido.
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Figura 4.10. Mddulos de almacenamiento (G") y pérdida (G") en funcidn de la deformacion relativa

para los hidrogeles elaborados con extracto Supercriticos.
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Figura 4.11. Mddulos de almacenamiento (G") y pérdida (G") en funcidn de la deformacion relativa

para los hidrogeles elaborados con extracto Hidroalcoholico.

4.4.2.1.1. Visualizacion de la zona lineal viscoelastica

Una vez determinado la region lineal viscoelastica, se determiné que el porcentaje de deformacion
a utilizar para los hidrogeles con extractos supercriticos es de 0,0171 % y para los hidrogeles con
extractos hidroalcohdlicos fue de 0,0182 %, lo que puede ser observado en las Figuras 4.12 y 4.13.

De los barridos de deformacion se pudo fijar las condiciones a utilizar en los siguientes barridos.
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Figura 4.12. Amplificacion de la zona lineal viscoeléstica del barrido de deformacion relativa para

los hidrogeles elaborados con extractos supercriticos.
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Figura 4.13. Amplificacién de la zona lineal viscoelastica del barrido de deformacién relativa para

los hidrogeles elaborados con extractos hidroalcoholicos.

4.4.2.2. Barrido de frecuencia

Para determinar las caracteristicas viscoelasticas de los hidrogeles se utiliz6 un rango de frecuencia

de 1a100 Hz.

Las Figuras 4.14 y 4.15. Muestran los valores de mddulo de almacenamiento (G'), modulo de

perdida (G").
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Figura 4.14. Barrido de frecuencia hidrogeles con extractos supercriticos.
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Figura 4.15. Barrido de frecuencia hidrogeles con extractos hidroalcohdlicos.

Como se puede ver en las Figuras 4.14 y 4.15. Las dos muestras exhibieron un comportamiento
viscoelastico con valores de G' superiores a los valores de G" a lo largo de todo el intervalo de
frecuencia predominando el comportamiento elastico, otorgandole la caracteristica de firmeza a los
hidrogeles (Steffe, 1996), lo que indica que ocurri6 la transicion de fase de comportamiento liquido
a sélido. De hecho, existe un orden de magnitud que separa G 'y G" una vez que se produce la
gelificacion, lo cual confirma esta hipdtesis, este fendmeno es caracteristico de los alginatos
(Mancini et al., 1999). Este resultado es muy similar al que arrojo en el estudio realizado por Mun
et al. (2009) sobre la viscoelasticidad de la mayonesa.

Por otro lado, dado el comportamiento en el que los modulos alcanzan meseta con barrido de
frecuencia, se puede predecir una alta estabilidad del gel, la presencia de esta meseta o "plateau™
es mas patente en polimeros de alto peso molecular, y segun algunos autores esta relacionada con

el enmarafiamiento o entrelazamientos entre cadenas poliméricas (Garcia, 2008).
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4.5. Analisis microscopico

(Figura 4.16) (Figura 4.17)

£

y 2\

Fotografias obtenidas mediante microscopia Optica de hidrogeles o microesferas de alginato

elaboradas con extractos supercriticos mediante una boquilla de 250um (Figura 4.16). Fotografias
obtenidas mediante microscopia optica de hidrogeles o microesferas de alginato elaboradas con

extractos hidroalcohdlicos mediante una boquilla de 250um (Figura 4.17).

El método de extrusion es una técnica eficaz para producir hidrogeles de didmetro deseado y
aparece como esferas regulares de un tamafio uniforme (Manojlovic et al., 2008). El tamafio y la
forma de las esferas son controlados por muchos factores tales como el didmetro de la aguja, la
distancia entre la aguja y la solucién colectora y la tensién superficial (Lee, Ravindra y Chan,
2013).

Segun las Figuras 4.16 y 4.17. En ambos casos el aspecto es esférico. Sin embargo, las microesferas
preparadas con extractos supercriticos muestran una superficie mas rugosa con bordes irregulares
y un promedio de didmetro de particula de 235,33 + 2,4 um, por otro lado las microesferas
obtenidas con extractos hidroalcohdlicos muestran una superficie mas lisa con bordes definidos y
un promedio de diametro de particula de 194,33 + 2,8 um. Esta diferencia puede deberse a que
segun El-Kamel et al, (2010), de acuerdo al tamafio de las microesferas, los polifenoles pueden
establecer extensas uniones de hidrogeno (a traves de grupos hidrofilos fenolicos hidroxilo) con
alginato polielectrolito, lo que permite un aumento de la tension interfacial entre acuoso y fase
organica, lo que conduce a disminuir el tamafio de los hidrogeles (Goh et al., 2012 y Mane et al.,
2015).
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4.6. Calorimetria diferencial de barrido

El comportamiento térmico de las microcapsulas se muestra en las Fig. 4.18 y 4.19, los termograma
indican que alrededor de los 56 °C y los 60°C, para los hidrogeles con extractos supercriticos e
hidrogeles con extractos hidroalcoholicos, respectivamente, se produce el primer pico endotérmico
que evidencia una deshidratacién del polimero (Rajendran y Basu, 2009). Posteriormente se
encontro en los dos termogramas el segundo pico correspondiente a un comportamiento exotérmico
alos 220 °C y los 210 °C, para los hidrogeles con extractos supercriticos e hidrogeles con extractos
hidroalcoholicos, respectivamente, lo cual estd atribuido a la descomposicion de la estructura
molecular del biopolimero (Cozic et al., 2009), mismos resultados fueron encontrados por Bels¢ak
et al, (2011), en la encapsulacion con alginato de extractos polifenolicos de diente de ledn.
También, Stoica et al, (2013), encapsularon polifenoles en hidrogeles de alginato, los cuales
encontraron un pico de deshidratacion endotérmica a los 89 °C y un pico de degradacién

exotérmica a los 252 °C.
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Figura 4.18. Termograma DSC de hidrogeles de alginato con extractos supercriticos.
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Figura 4.19. Termograma DSC de hidrogeles de alginato con extractos hidroalcoholicos.
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

Los compuestos fendlicos de palta Hass son fuentes naturales importantes de sustancias bioactivas
y el método de extraccion con CO supercritico con etanol como co-solvente, es un método
innovador, limpio y eficiente para la obtencidn de extractos residuos de palta Hass, ademas se
puede presentar este método como innovador para la industria ya que se obtienen extractos libres
de residuos toxicos.

Las mejor condiciones de extraccion de polifenoles con el método supercritico fueron de 400 bar,
una proporcion de cascara:semilla de 1:3 y 6% co-solvente dando contenido de fenoles de
726,24mg EAG/100g de muestra seca, por otro lado, con el método hidroalcohdlico las mejores
condiciones para la obtencién de polifenoles fueron de 3 horas de agitacion, una proporcion de
cascara:semilla de 1:3 y 3% p/v de soluto/solvente dando contenido de fenoles de 987,12 mg
EAG/100g de muestra seca.

De acuerdo al anélisis reoldgico los hidrogeles obtenidos con extractos hidroalcohodlica necesitan
un mayor esfuerzo de cizalla que los obtenidos por extractos supercriticos, por otro lado las dos
muestras de hidrogeles exhibieron un comportamiento viscoelastico con valores de G' superiores a
los valores de G" a lo largo de todo el intervalo de frecuencia predominando el comportamiento

elastico.

De acuerdo al comportamiento térmico de los hidrogeles, alrededor de los 60°C y los 56 °C se
produce el primer pico endotérmico; el segundo pico correspondiente a un comportamiento
exotérmico es a los 210 °C y los 220 °C, para los hidrogeles obtenidos con extractos

hidroalcohdlicos y con extractos supercriticos, respectivamente.

Para futuras investigaciones se puede utilizar la aplicacion de estos encapsulados en formulaciones
de alimentos, lo cual podria proporcionar ventajas para la preservacion de sustancias dispuestas a

la oxidacion o susceptibles a contaminacion microbiana.
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6. Anexos

Anexo A. Caracterizacion fisica de sustrato.

Tabla A-1. Contenido de humedad de la cascara.

Réplicas Peso capsula Peso Peso cdpsula  Peso muestra  Contenido de
vacia muestra + muestra seca humedad
hameda seca
(9) (9) (9) (9)

1 32,005 1,009 32,579 0,574 0,756

2 32,056 1,003 32,623 0,567 0,767

3 31,702 1,006 32,274 0,572 0,759
76,10 £ 0,57

Tabla A-2. Contenido de humedad de la semilla.

Réplicas Peso capsula Peso Peso capsula  Peso muestra  Contenido de
vacia muestra + muestra seca humedad
hdmeda seca
(9) (9) (9) (9)

1 32,026 1,009 32,620 0,594 0,697

2 32,060 1,003 32,651 0,591 0,696

3 31,709 1,002 32,300 0,591 0,697
69,67 + 0,06
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Tabla A-3. Densidad aparente de la cascara

Réplicas Peso Volumen Densidad Densidad
muestra
(9) (mL) g/mL kg/m?
1 20,100 50 0,402 402,00
2 20,130 50 0,403 402,60
3 20,150 50 0,403 403,00
402,53+0,50

Tabla A-4. Densidad aparente de la semilla

Réplicas Peso Volumen Densidad Densidad
muestra
(¢)) (mL) g/mL kg/m?3
1 20,142 50 0,4028 402,84
2 20,129 50 0,4026 402,58
3 20,157 50 0,4031 403,14

402,85+0,28
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Tabla A-5. Determinacion del tamafio de particula de cascara molida y secada por lecho fluidizado

Diametro

Diametro de ) Diametro Fraccion de
abertura de Masa  Fraccion de ] Dfim % de
) Abertura de _ medio masa _
Serie de malla real retenida  masa (A@i) (A@i*Dm) retencion
) malla ) (Dm) acumulada f
tamices (dpi)
mm mm g mm mm g %
2,36 <3,5dp>2,36 2,93 7,052 0,068 2,930 0,200 0,068 6,81
1,68 <2,36 dp > 1,68 2,02 22,026 0,213 2,475 0,527 0,281 21,28
1,19 <1,68dp>1,19 1,435 25,913 0,250 1,728 0,432 0,531 25,03
0,841 <1,19 dp > 0,841 1,0155 22,799 0,220 1,225 0,270 0,751 22,02
0,595 <0,841dp>0,595 0,718 12,260 0,118 0,867 0,103 1,120 11,84
0,3 <0,595dp>0,30 0,4475 12,009 0,116 0,583 0,068 0,986 11,60
0,149  <0,30dp>0,149 0,2245 1,088 0,011 0,336 0,004 0,996 1,05
0 <0,149dp>0 0,0745 0,373 0,004 0,150 0,001 1,000 0,36

103,520 1 1,603 100
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Tabla A-6. Determinacion del tamafio de particula de semilla molida y secada por lecho fluidizado

Diametro

Diametro de _ Diametro _ Fraccion de
aberturade Masa  Fraccion de ] Dfi m % de
) Abertura de ) medio masa )
Serie de malla real retenida masa (Agi) (A@i*Dm) retencion
) malla ) (Dm) acumulada f
tamices (dpi)
mm mm g mm mm g %
2,36 <3,5dp>2,36 2,93 3,1806 0,022 2,930 0,065 0,022 2,219
1,68 <2,36 dp > 1,68 2,02 16,528 0,115 2,475 0,285 0,138 11,531
1,19 <1,68dp>1,19 1,435 45,3728 0,317 1,728 0,547 0,454 31,655
0,841 <1,19 dp > 0,841 1,0155 34,4027 0,240 1,225 0,294 0,694 24,002
0,595 <0,841 dp > 0,595 0,718 22,1558 0,155 0,867 0,134 1,165 15,457
0,3 <0,595dp>0,30 0,4475 17,7995 0,124 0,583 0,072 0,973 12,418
0,149 <0,30dp > 0,149 0,2245 1,5124 0,011 0,336 0,004 0,983 1,055
0 <0,149dp>0 0,0745 2,383 0,017 0,150 0,002 1,000 1,663
143,335 1 1,404 100

78



Anexos

diametro de abertura de malla (mm)

Figura A-1. Distribucion del tamafio particula obtenido del tamizado de muestra de céscara de

palta Hass.
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Figura A-2. Distribucion del tamafio particula obtenido del tamizado de muestra de semilla de

palta Hass.
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Anexo B: Analisis estadistico
Tabla B-1. Valores actuales y predichos para las respuestas contenido de fenoles totales (Ysc).

Tabla B-2. Valores actuales y predichos para las respuestas contenido de fenoles totales (YHn).

Tabla B-1 Tabla B-2
Standard Actual Predicted | Standard Actual Predicted
Order Value Value Order Value Value
1 81,83 82,67 1 262,20 270,28
2 272,72 271,01 2 537,96 533,91
3 95,55 97,25 3 476,25 480,30
4 308,01 307,17 4 505,65 497,57
5 47,44 45,87 5 478,05 490,63
6 213,71 214,68 6 485,15 509,87
7 179,25 178,27 7 347,82 323,11
8 406,15 407,72 8 597,34 584,76
9 107,23 107,96 9 523,16 502,51
10 135,97 135,84 10 670,90 654,28
11 273,06 273,20 11 504,50 521,13
12 296,78 296,05 12 522,38 543,04
13 136,53 135,89 13 544,10 561,47
14 135,76 135,89 14 575,80 561,47
15 135,37 135,89 15 564,51 561,47
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Anexo C. Datos comportamiento reoldgico de los hidrogeles

Tabla C-1. Analisis Rotatorio y viscosidad

Hidroalcohdlica Supercritica

y en1l/s cenPa nen Pas yenl/s c enPa nen Pas

0,0017 3,15 15003,08 0,0002 3,62 18060,68
11,10 24,79 10,54 11,25 36,50 21,23
22,22 27,35 5,87 22,19 59,22 12,23
33,29 27,08 3,56 33,53 68,23 1,01
44,48 27,26 2,61 44,58 68,29 0,61
55,50 28,00 1,97 55,34 67,75 0,50
66,66 27,50 1,50 66,62 68,01 0,41
77,76 27,34 1,19 77,70 68,63 0,35
88,91 26,21 0,96 88,95 68,42 0,29
99,98 24,80 0,80 99,95 68,56 0,25

Tabla C-2. Barrido de deformacién

Hidroalcohdlica Supercritica

yen% G enPa G" enPa yen% G' enPa G" enPa

0,01 3289,87 1197,62 0,01 1593,32 624,18
0,02 2995,15 1243,65 0,02 1505,15 639,05
0,03 2289,74 1214,64 0,03 1280,46 643,70
0,04 1622,52 1031,06 0,04 1009,28 603,50
0,07 1130,40 828,13 0,07 716,05 549,33
0,12 739,71 661,08 0,12 414,34 465,37
0,19 411,97 520,97 0,19 221,94 343,44
0,31 205,45 372,22 0,31 113,48 236,24
0,50 103,63 252,92 0,49 56,96 158,19
0,80 53,89 172,07 0,80 28,38 107,88

1,30 29,08 119,79 1,29 15,28 74,99
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2,10 16,67 85,82 2,09 9,42 54,88
3,40 10,37 63,18 3,41 6,53 41,81
5,53 6,96 45,38 5,56 4,51 30,78
9,00 3,66 217,82 9,01 2,74 19,60
14,62 1,58 13,57 14,59 1,46 10,22
23,52 1,15 6,40 23,39 0,92 4,80
38,66 1,10 3,55 37,31 0,49 2,77
63,21 0,68 1,86 60,62 0,04 1,62
102,33 0,36 1,08 101,03 0,18 0,82

Tabla C-3. Barrido de frecuencia

Hidroalcohdlica Supercritica

fenHz G enPa G"enPa fenHz G enPa G"enPa
1,00 541,24 174,44 1,00 541,24 174,44
1,47 590,13 188,21 1,47 590,13 188,21
2,15 634,88 197,45 2,15 634,88 197,45
3,16 662,93 205,37 3,16 662,93 205,37
4,64 704,04 216,32 4,64 704,04 216,32
6,81 742,72 228,53 6,81 742,72 228,53
10,00 790,27 247,49 10,00 790,27 247,49
14,68 831,05 266,27 14,68 831,05 266,27
21,54 866,33 285,44 21,54 866,33 285,44
31,62 878,90 328,44 31,62 878,90 328,44
46,42 942,18 411,36 46,42 942,18 411,36
68,13 901,83 460,67 68,13 901,83 460,67
100,00 662,28 840,33 100,00 662,28 840,33
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Tabla C-4. Rangos de los parametros estadisticos de los modelos reoldgicos determinados para la

curva de flujos de hidrogeles de alginato con extractos hidroalcohélicos y supercriticos.

Extracto Parametro Bingham Ostwald Casson Herschel-

estadistico Bulkley
Hidroalcohdlico R? 0,4978 0,7702 0,5796 0,999

Chi? 1,714E+15 9,267E+14 1,52E+15 1,520E+10
Supercritico R? 0,9855 0,8550 0,9117 0,999

Chi? 9,797E+10 3,100E+8 5,606E+10 2,460E+10

Anexo D. Composicidn fendlica de extractos hidroalcohdlicos de residuos de palta Hass.

Tabla D-1. Tabla de composicion fendlica de extractos de cascara de palta Hass.

Polaridad positiva

Peak Tr Identificacion Peak Tr Identificacion
(min) (min)
3 2,8  Proantocianidina trimero A 14 14,3 Fragmento de
proantocianidina
Proantocianidina trimero A Quercetina
Fragmento de Delfinidina
procantocianidina dimero A
4 8,1 Luteolina-O-glucésido 15 15,7 Proantocianidina
trimero A
Cianidina-O-glucésido Quercetina
Canferol-O-glucésido Delfinidina
8-C-glicosil-7-O-metil- 16 15,4 Proantocianidina
aloesol trimero A
5 8,8 Proantociandina dimero A Proantocianidina
dimero A
Fragmento de acido cafeico Pentahidroxiflavona-O-
glucurénido
7 9,7 Fragmento de &cido cafeico Quercetina-O-
glucurénido
Acido cafeoilquinico Delfinidina-O-
([M+Na]+) glucurénido
Acido cafeoilquinico Fragmento de
([M+H]+) proantocianidina
dimero A
9 10,4 Proantocianidina trimero A Fragmento de

P[oantocianidina dimero A
Acido cafeoilquinico+Na

proantocianidina
dimero A
Quercetina
Delfinidina
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Acido cafeoilquinico 17 16,3 Proantocianidina
trimero A
Quercetina Proantocianidina
dimero A
Delfinidina Fragmento de
proantocianidina
dimero A
Fragmento de &cido cafeico Canferol
10 11,1  Proantocianidina dimero A Luteolina
(Epi)catequina 18 17,1 Proantocianidina
trimero A
Fragmento de &cido cafeico Proantocianidina
dimero A
11 11,8 Proantocianidina trimero A Cianidina-3-O-
glucurénido
Proantocianidina trimero A Peonidina-O-glucdsido
Fragmento de Fragmento de
procantocianidina dimero A proantocianidina
trimero A
Quercetina Isoramnetina
Delfinidina Ramnetina
12 12,4  Proantocianidina dimero A Tamarixteina
Quercetina-O-galactosido 20 18,9 Proantocianidina
trimero A
Quercetina-O-galactosido Proantocianidina
dimero A
Delfinidina-O-glucdésido Proantocianidina
dimero A
Delfinidina-O-galact6sido Ramnetina
(Epi)catequina Tamarixteina
13 13,6  Proantocianidina trimero A 21 20,1 Proantocianidina
dimero A
Quercetina
Delfinidina
Polaridad negativa
Peak  Tr Identificacion Peak Tr Identificacion
(min) (min)
1 1,9 Derivado de acido quinico 15 14,7 Quercetina-glucosido-
ramnasido
Acido quinico Quercetina-O-glucosido
4 8,1 (epi)catequina Acido elagico hexdsido
Acido quinico
5 8,8  Acido cafeoilquinico ([2M-H]-) 16 15,4 Procianidina trimero A
Acido cafeoilquinico ([M-H]-) Quercetina-O-
diglucoésido
6 91 (epi)catequina Quercetina-glucosido-
ramndsido
7 9,7 (epi)catequina Procianidina dimero A
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11

12

13

14

Acido quinico

10,1  Acido cafeoilquinico ([2M-H]-)

Acido cafeoilquinico ([M-H]-)

10,4  Acido 5-O-cafeoilquinico ([2M-
H]-)
(epi)catequina
Acido quinico 17 16,4
11,8 Quercetina-O-dihexdsido
Quercetina-O-diglucoésido

Quercetina-3-0O-galactosido-7-

O-glucésido
Procianidina dimero A

Acido cafeoilquinico

(epi)catequina 18 17,1
Acido quinico
12,4 Proantocianidina trimero A

Dihidrocanferol-hexdsido

13,6 Quercetina-O-dihexdsido
Quercetina-O-diglucoésido

Quercetina-3-O-galactosido-7-
O-glucésido

Canferol-O-cafeoilhexdésido

Procianidina dimero A
Acido rosmarinico-O-hexésido 19 18,1
Quercetagetina-3,6,3'-trimetil-7-
O-glucosido
14,4 Procianidina trimero A

Procianidina dimero A
Fragmento de procianidina 20 18,9

trimero A
21 20,1

Fragmento de
procianidina trimero A
4-metoxi-2,3,7-
trihidroxi-isoflavanona
glucurénido
Quercetina-O-
glucurénido
Quercetina-O-glucdsido

Acido elagico hexdsido
Procianidina trimero A
Procianidina dimero A
Fragmento de
procianidina trimero A
Quercetina-O-acetil-
hexosido
Acetil-quercetina-O-
glucésido (Quercetina-
O-acetilglucésido)
Acetil-quercetina-O-

galactésido (Quercetina-

O-acetilgalactosido)
Procianidina trimero A
Procianidina dimero A

Fragmento de
procianidina trimero A
5,7-dihidroxi-2,4-
dimetoxiisoflavanona
glucurdnido

Metilquercetina-O-

glucurdnido
Isoramnetina-O-
glucurdnido
4-metoxi-2,3,7-
trihidroxiisoflavanona
glucurénido
Quercetina-O-
glucurénido

Dimetoxiflavanona

Procianidina trimero A
Procianidina dimero A

Fragmento de procianidina

trimero A
Dimetoxiflavanona

Procianidina trimero A

Procianidina trimero A
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Tabla D-2. Tabla de composicion fendlica de extractos de semilla de palta Hass.

Polaridad positiva

Peak tr Identificacion Peak Tr Identificacion
(min) (min)
3 2.4 Peonidina-O-glucosido 17 14.7  Proantocianidina dimero A
Fragmento de
Peonidina-O-galactosido proantocianidina dimero A
Crisoeriol-O-glucosido Quercetina
5 7.6 Hidroxibutilideneftalido 18 15.6  Proantocianidina trimero A
Fragmento de Fragmento de
hidroxibutilideneftalido proantocianidina trimero A
6 8.1 Fragmento de &cido
' cafeico Proantocianidina dimero A
Fragmento de
7 8.6 Hinoquinina 19 16.3  proantocianidina dimero A
Acido cafeoilquinico Proantocianidina trimero A
Dihidroxineocnidilido 20 17.2  Proantocianidina trimero A
Fragmento de
8 9.7 Dihidroxineocnidilido proantocianidina trimero A
Fragmento de &cido
cafeico Proantocianidina dimero A
Fragmento de
10 10.4 (epi)catequina proantocianidina dimero A
11 10.7 (epi)catequina 21 18.1 Proantocianidina trimero
Fragmento de
12 111 Dihidroxineocnidilido proantocianidina trimero A
Proantocianidina trimero
16 13.7 A Proantocianidina dimero A
Proantocianidina dimero A 22 19.0 Proantocianidina trimero A
Fragmento de
Quercetina-O-glucdsido proantocianidina trimero A
Quercetina-O-galactdsido 23 20.2  Proantocianidina trimero A
Delfinidina-O-glucosido
Delfinidina-O-galactosido
Fragmento de
proantocianidina dimero A
Fragmento de
(epi)catequina
Polaridad Negativa
Peak Tr Identificacion Peak Tr Identificacion
(min) (min)
1 1.6 acido cafeico-O-glucésido 16 13.7 Procianidina trimero A

Acido dicafeico

Procianidina dimero A
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10

11

12

13
14
15

1.9 Cafeoil hexdsido ([2M-
H]-)
Cafeoil glucésido ([M-H]-
Cafeoil hexégido (IM-H]-)
Acido quinico
8.1 acido cafeoilquinico
Acido cafeico

8.6 Acido cafeoilquinico

9.7 Acido cafeoilquinico
Acido p-cumaroilquinico

10.1 Acido cafeoilquinico

Acido p-cumaroilquinico
(epi)catequina

10.4  Acido p-cumaroilquinico
(epi)catequina

10.7 (epi)catequina
11.1 Procianidina dimero A
Acido cafeoilquinico
11.8 Procianidina trimero A
12.1 (epi)catequina

12.6 Quercetina-O-dihexdsido

Quercetina-O-diglucoésido
Quercetina-3-O-
galact6sido-7-O-glucésido

17

18
19

20

21

22

14.7

15.6
16.3

171

18.1

18.9

Fragmento de
procianidina trimero A
Dihidroguercetina-O-
glucosido
(epi)catequina
Procianidina trimero A
Procianidina dimero A
Fragmento de
procianidina trimero A
Quercetina-O-glucosido
Acido elagico hexdsido
Procianidina trimero A
Procianidina dimero A
Quercetina-O-glucosido
Acido elagico hexdsido
Procianidina trimero A
Procianidina dimero A
Fragmento de
procianidina trimero A
anferol-O-glucésido
Luteolina-O-glucésido
Procianidina trimero A
Procianidina dimero A

Fragmento de
procianidina trimero A
Procianidina trimero A
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Anexo E. Curva de calibracion acido galico

Curva de Calibracidn Polifenoles Totales
Expresados en Equivalentes a Acido Galico
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Figura E-1. Curva de calibracion de estandar de &cido galico para cuantificacion de polifenoles

por método Folin Ciocalteau.
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