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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar la eficiencia de los co-precipitados supercriticos
de compuestos fendlicos de mango y cuantificar la actividad antioxidante usando los
métodos de DPPH, ABTS y el contenido de fenoles totales se realiz6 usando el método de
Folin-Ciocalteu. La mejor actividad antioxidante realizada por el método DPPH se obtuvo a
una concentraciéon de 831.5+1 umol ET/g Co, por el método de ABTS se obtuvo a una
concentracion de 585.0+1 umol ET/g Co y el mayor contenido de fenoles totales se obtuvo a
una concentracion de 0.342+0.2002 mg GAE/100 g Co. Los compuestos fendlicos empiezan
a liberarse en la solucién fisiolégica a los 15 min y alcanza una liberacion controlada hasta
las 8 horas. Las mejores condiciones para los diferentes ensayos se muestran muchos mas
favorables en los co-precipitados obtenidos a una presion de 100 bar, una temperatura de
40°C, a un flujo liquido de 1mL/min, y una relacién extracto: polimero 1:1.5. Estos resultados
nos indican que la técnica SAE es eficaz para mejorar la actividad de compuestos
antioxidantes naturales.

Palabras Claves: co-precipitados supercriticos, compuestos fendlicos, actividad
antioxidante, técnica SAE.



ABSTRAC

The objective of the this study was to evaluate the efficiency from supercritical co-
precipitates of phenolic compounds of mango and to quantify the antioxidant activity using
methods of DPPH, ABTS and total phenols content was performed using the Folin-Ciocalteu
reagent. The best antioxidant activity by the DPPH method was obtained at a concentration
of 831. 5+1 umol ET/g Co, by the method of ABTS was obtained at a concentration of 585.
0+1 umol ET/g Co, and the higher content of total phenols was obtained at a concentration of
0.342+0.002 mg GAE/100g Co. Phenolic compounds begin to be released in the
physiological solution at 15 min and it reached liberation controlled up to 8 hours. The best
conditions for the different tests show many more favorable in the co-precipitates obtained at

a pressure of 100 bar, a temperature of 40°C, at a flow rate of fluid 1 mL/min, and a
relationship excerpt: polymer 1:1.5. These results indicate that the SAE processing of

natural extracts is effective for improving the activity of natural antioxidant compounds.
Key words: supercritical co-precipitates, phenolic compounds, antioxidant activity, SAE

process



INTRODUCCION

A nivel mundial, la preocupacioén por el aprovechamiento de residuos ha tomado gran interés
entre la comunidad cientifica y sobre todo a nivel industrial, en donde los procesos de
transformacion generan subproductos que pueden ser Utiles en otras actividades. Ademas,
los consumidores son cada vez mas conscientes de los problemas de salud relacionados
con la dieta, por lo tanto exigen ingredientes naturales que sean seguros y promuevan
beneficios sobre la salud, promoviendo cada vez mas la aparicion de "alimentos
funcionales”, o sea un alimento cuyo consumo contribuye a aportar beneficios sobre la
salud, por encima del aporte estrictamente nutricional. En la actualidad existen humerosos
estudios que demuestran que consumir una dieta rica en frutas y verduras pueden aportar
muchos beneficios para la salud las cuales proporcionan la prevencion de enfermedades

cardiovasculares y ciertos tipos de cancer (Aruoma, 2003; Van Duyn y Pivonka, 2000).

El Fruto del mango (Mangifera indica L.) ha sido reconocido como buena fuente de
compuestos bioactivos debido a sus propiedades antivirales, antibacterianas, analgésicas,
antiinflamatorias y actividades inmunomoduladores (Makare et al., 2001). Algunos estudios
han demostrado que los compuestos fendlicos pueden mejorar los beneficios para la salud
(Berardini et al., 2004, 2005a; Ribeiro et al., 2007); en particular, las xantonas y flavonoides
tienen propiedades antioxidantes y actividades antiinflamatorias. Entre ellos, la mangiferina,
xantona C- glucésido ha demostrado ser el constituyente predominante de los extractos de
mango tanto en la piel como en el fruto, mostrando una multitud de efectos farmacolégicos
(Masibo y He, 2008). Los principales residuos del procesamiento de mango son la cascara y
la semilla. los cuales corresponden al 35-60% del peso total del fruto (Larrauri, Ruperez.
Borroto & Saura-Calixto, 1996). Estos subproductos han sido reconocidos como fuente
natural de compuestos fendlicos bioactivos; desde la piel la cual no se utiliza actualmente
para un propésito comercial. su uso podria ser una oportunidad importante y sostenible para

reducir la contaminacién de los bio-residuos (Ajila. Rao et al. 2010).

El desarrollo de este tipo de productos, ha llevado a que se plantee la necesidad de extraer

y concentrar antioxidantes y compuestos fendlicos a partir de fuentes vegetales. De hecho,
existen diferentes métodos de extraccidbn como es la utilizacion de solventes, que es una
operacion clasica aplicada en muchos procesos industriales, sin embargo, el interés cada
vez mas creciente de que con estas metodologias se obtengan productos mas naturales, se
impone la necesidad de desarrollar métodos de extraccion menos contaminantes y con el

maximo rendimiento, en un corto periodo de tiempo y con bajo costo.



En este sentido, surgen procesos alternativos que se han desarrollado siguiendo la
tendencia de extraccion limpia, entre ellas las mas destacas es la extraccion con fluidos
supercriticos (SFE), esta técnica ha tenido un gran desarrollo en los ultimos afios en las
industrias quimica, farmacéutica y alimentaria debido a sus numerosas aplicaciones y
ventajas. Sin embargo esta técnica presenta algunas limitaciones entre las cuales se puede
citar que el CO, tiene una capacidad muy limitada para disolver compuestos polares y de
alto peso molecular (Martin, Gonzalez-Coloma et al. 2011).

La técnica de extraccion antisolvente supercritico de (SAE) ha propuesto superar estas
limitaciones, SAE se basa en los mismos principios de la técnica SFE, que se ha utilizado
ampliamente para estudiar la produccién de particulas micrénicas y nanométricas de
compuestos farmacéuticos con tamafo y distribucion de particula controlada (Reverchon
1999, Reverchon, Adami et al. 2008), sin embargo, tiene diferentes propdsitos y enfoques.
Cuando se utiliza SAE en materia natural que contiene varias familias de compuestos,
extraidos utilizando un solvente polar, como el etanol, SC-CO2 los extractos del solvente
liquido forman una solucién, que pueden dar lugar a algunos compuestos solubles o
parcialmente soluble en la mezcla formada (etanol, CO2) y se podria recuperar en el paso
de la separacién; mientras que el resto de compuestos, son principalmente de alto peso
molecular y compuestos polares, son precipitados.

El desarrollo de sistemas de vehiculizacion y liberacién controlada de compuestos activos es
una de las estrategias de uso frecuente en la formulacién de alimentos con propiedades
funcionales. La liberacion controlada se define como el mecanismo mediante el cual uno o
mas compuestos activos puede dirigirse a un sitio especifico, en un tiempo y velocidad
modulada (Arifin, y col., 2006; Mastromatteo, y col., 2010). La velocidad de liberacién
depende de factores internos y externos, tales como: geometria del sistema, tipo de matriz
encapsulante, naturaleza del compuesto activo, cantidad de compuesto encapsulado,
temperatura, solvente de liberacion, velocidad de agitacion, presion, pH (acido, base, buffer),
accion enzimatica, entre otros (Pothakamury, y col., 1995; Siepmann, y col., 2008).

La necesidad del presente proyecto fue evaluar la eficiencia del co-precipitado y la
capacidad antioxidante, consideradas caracteristicas necesarias cuando un ingrediente
pretende usarse como fuente natural de antioxidantes. EIl contenido de fenoles totales se
realiz6 usando el reactivo de Folin—Ciocalteu descrito por Singleton & Rossi, (1965). Se
evaluo la actividad antioxidante por el método DPPH descrito por Bran-Williams et al. (1995)
con algunas modificaciones por Thaipong et al. (2006), y por el método ABTS descrito por
Re et al. (1999) con algunas modificaciones por Pulido et al. (2003), también se logro

determinar la liberacion méaxima de los compuestos fendélicos en una solucion fisiolégica.



NOMENCLATURA

Abs: Absorbancia

MeOH Metanol

DPPH: 2.2-diphenyl-1-picrylhydrazyl

ABTS: 2.2-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)
FT Fenoles totales

TROLOX: 6-hydroxy-2.5.7.8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid
g: Gramo

mg: Miligramo

mL: Mililitro

ML : Microlitro

MMol : Micromol

N: Normal

AA: Actividad Antioxidante

MMol ET/ g Co: Micromoles equivalentes de trolox/ gramo de co-precipitado.

mg GAE/ g Co: Miligramos equivalentes de acido gélico / gramo de co-precipitado.



CAPITULO 1

REVISION DE LITERATURA



1.1 Mango.
El mango (Mangifera indica) pertenece a la familia de Anacardiacea, es una fruta popular
ampliamente cultivada en las regiones tropicales del mundo debido a su sabor dulce y su
alto contenido nutritivo (Kim. Brecht et al. 2007). Actualmente el mango se considera como
la quinta fruta de produccién mas grande en todo el mundo. Pakistan aporta el 76% en el
mercado mundial con una produccion de 177 mil toneladas (Abbasi. Igbal et al. 2009). La
mayoria de la fruta se consume en Estados Unidos (278.422 TM). Ha sido importada desde
México (alrededor del 70 % en 2000), seguido por Brasil, Ecuador, Peru, Haiti y Guatemala
(Sauco 2009)
La corteza es una prometedora fuente de fitonutrientes como polifenoles, carotenoides y
vitamina E y C. El componente quimico principal que se encuentra en el extracto de la
corteza es una xantona glicosilada llamada mangiferina (2-B-D-glucopiranosil-1.3.6.7-
tetrahidroxi-9-xantona). Es un compuesto activo interesante con diversas propiedades
farmacologicas tales como antioxidante, antitumoral, actividades antidiabéticas anti-
alérgicas, anti—-inflamatorias radioprotectoras, efectos inmunomoduladores y antimicrobianos
(Wauthoz. Balde et al. 2007. Ling. Yap et al. 2009).
También presenta flavonoles, terpenoides, fitoesteroles, azucares libres, polialcoholes y
acidos grasos, de los cuales mas del 60 % son poliinsaturados. Ademas posee elementos
importantes como calcio, selenio, cobre y zinc, los que tienen participacion en los procesos
de la cascada inflamatoria e inmunoreguladora. (Nufiez Sellés. Guevara Garcia et al. 2007).
1.1.1 Subproductos del mango.
Los principales residuos del procesamiento de mango son la cascara y la semilla, los cuales
corresponden al 35-60% del peso total del fruto (Larrauri. Ruperez. Borroto & Saura-Calixto.
1996). Estos subproductos han sido reconocidos como fuente natural de compuestos
fendlicos bioactivos; desde la piel la cual no se utiliza actualmente para un propdsito
comercial, su uso podria ser una oportunidad importante y sostenible para reducir la
contaminacién de los bio-residuos (Ajila. Rao et al. 2010).Las cascaras de mango han
demostrado ser una fuente rica de flavonol O- glicésido y xantona C- glucésido, galotaninos
y derivados de benzofenona (Berardini. Carle et al. 2004. Ajila. Rao et al. 2010).
Adicionalmente, los extractos etandlicos de semilla de mango son un antimicrobiano de
amplio espectro, méas eficaces contra bacterias Gram positivas que contra las bacterias
Gram negativas. Su componente activo parece ser una estructura de tipo polifendélica. Sin

embargo, su naturaleza exacta alin queda por dilucidar (Kabuki. Nakajima et al. 2000).



1.2. Compuestos fendlicos.
Los compuestos fendlicos constituyen una de las principales clases de metabolitos
secundarios de las plantas, donde desempefian diversas funciones fisiologicas. Entre
otras, intervienen en el crecimiento y reproduccion de las plantas y en procesos
defensivos frente a patégenos, predadores o incluso radiacion ultravioleta. Los
compuestos fendlicos presentan un anillo benceno hidroxilado como elemento comun en sus
estructuras moleculares, las cuales pueden incluir grupos funcionales como ésteres,
metil ésteres y glucosidos (Martinez Valverde. Periago et al. 2000).
Aunque existe una gran variedad de compuestos fendlicos en las plantas se conocen
mas de 8000 compuestos distintos con diferentes estructuras y actividad. (Martinez et al.
2000). la mayor parte de ellos tienen como origen metabdlico comuin la ruta del
acido siquimico (Acido (3R.4S.5R)-3.4.5-trihidroxi-1-ciclohexen-1-carboxilico) y el
metabolismo de los fenilpropanoides (Robards. Prenzler et al. 1999).
Los compuestos fendlicos estan presentes en todo el reino vegetal y sus cantidades y tipos
varian en funcién de la especie vegetal y variedad, parte de la planta considerada (frutos,
semillas, hojas. tallos. etc.), horas de exposicion solar, grado de madurez, condiciones de
cultivo, procesado y almacenamiento, etc. En los alimentos, los compuestos fendlicos
habitualmente se presentan conjugados con azlcares como la glucosa, galactosa,
arabinosa, ramnosa, xilosa, o los acidos glucurénico y galacturénico, También pueden
unirse a &cidos carboxilicos, acidos organicos, aminas y lipidos (Martinez et al 2000).
En la actualidad este grupo de compuestos de origen vegetal presenta gran interés
nutricional, debido a sus propiedades biologicas se les han atribuido propiedades
farmacologicas y médicas que se encuentran altamente relacionadas a contribuir al
mantenimiento de la salud humana (Avello and Suwalsky 2006).

1.2.1 Compuestos fendlicos del mango.
Se han encontrado alrededor de 12 flavonoides y xantonas que han sido identificadas en la
piel de mango, las cuales se consideran como fuente principal de antioxidantes bioactivos
(Ribeiro, Barbosa et al, 2008).
Las cascaras de mango han demostrado ser una fuente rica de flavonol O- glicésido y
xantona C- glucosido, galotaninos y derivados de benzofenona (Ajila et al, 2010, Berardini et
al, 2004, 2005b. Schieber y otros, 2003a),



Tabla 1.2 Compuestos fendlicos en piel de mango (mg/kg) de base seca.

Compuesto Peso (mg/kg)
Mangiferin 1690.4
Mangiferin gallate 321.9
Isomangiferin 134.5
Isomangiferin gallate 82.0
Quercetin 3-O-galactoside 651.2
Quercetin 3-O-glucoside 557.7
Quercetin 3-O-xyloside 207.3
Quercetin 3-O-arabinopyranoside 101.5
Quercetin 3-O-arabinofuranoside 103.6
Quercetin 3-O-rhamnoside 20.1
Kaempferol 3-O-glucoside 36.1
Rhamnetin 3-O galactoside/glucoside 94.4
Quercetin 65.3
Total Fenoles 4066,0

Fuente: Berardini y otros (2005b).

Elaboracién: La Autora

La mangiferina, xantona C- glucésido ha demostrado ser el constituyente predominante de
los extractos de mango tanto en la piel como en el fruto, mostrando una multitud de efectos
farmacoldgicos (Masibo y He, 2008).

1.3 Extraccion de compuestos fendlicos.

La recuperacion de los polifenoles de las cascaras de mango depende principalmente de la
técnica de extraccion utilizada y los disolventes relativos. Los disolventes utilizados con
mayor frecuencia son: metanol, etanol, acetato de etilo, acetona y mezclas de estos
disolventes con agua (Dorta, Lobo et al. 2012). La extraccion sélido-liquido es la técnica de
extraccibn mas usada, porque es facil, mas barata y no requiere de instrumentos
sofisticados. Desde un punto de vista tecnolégico esta técnica facilmente se transfiere a

Agroindustrias. (Martinez, Torres et al. 2012)



1.3.1 Precipitacion supercritica.
La extraccion con fluidos supercriticos (SFE), es una técnica que ha tenido un gran
desarrollo en los ultimos afios en las industrias quimica, farmacéutica y alimentaria debido a
sus numerosas aplicaciones y ventajas. Es una técnica de extraccién benigna con el medio
ambiente, eficiente para materiales solidos, elimina el problema del disolvente téxico
residual en los productos, permite el uso temperaturas mas bajas que conducen a un menor
deterioro de los componentes térmicamente l4biles, retiene las caracteristicas
organolépticas de las materias a partir de especias, entre otras (Simandi, Oszagyan et al.
1998). Sin embargo esta técnica presenta algunas limitaciones entre las cuales se puede
citar que el CO, tiene una capacidad muy limitada para disolver compuestos polares y de
alto peso molecular (Martin, Gonzéalez-Coloma et al. 2011).
La técnica de extraccion antisolvente supercritico de (SAE) ha propuesto superar estas
limitaciones, SAE se basa en los mismos principios de la técnica SFE, que se ha utilizado
ampliamente para estudiar la producciéon de particulas micrénicas y nanométricas de
compuestos farmacéuticos con tamafo y distribucion de particula controlada (Reverchon
1999, Reverchon, Adami et al. 2008), sin embargo, tiene diferentes propdsitos y enfoques.
La utilizacion de esta técnica para el fraccionamiento polifenélico ha sido muy escasa.
(Floris et al. 2010 y Marqués et al. 2013) se ha utilizado SAE para la recuperacion de
compuestos antioxidantes presentes en una solucién liquida de subproductos de uva
utilizando SC-CO, como antisolvente en condiciones moderadas de presion y temperatura
(11 MPa, 40 C y 15 MPa y 40 C, respectivamente). El mismo principio también se ha
utilizado para la co-precipitacion de extractos de té verde (Sosa et al.. 2011) y para los
antioxidantes de romero (Visentin et al.. 2012) para obtener proteccién contra degradacion.
En ambos casos, el proceso permitié la precipitacion selectiva de 90% de polifenoles junto
con un polimero biodegradable.
Esta técnica también presenta una ventaja adicional ya que permite obtener extractos
precipitados fraccionados en macroparticulas, y se conoce que la reduccién del tamafio de
particula es el primer paso para mejorar la velocidad de disolucion de compuestos poco
solubles en agua para aplicaciones farmacéuticas o de alimentos. (Meneses,Caputo et al.
2015).

1.4 Antioxidantes.

Los antioxidantes son sustancias que pueden prevenir o retrasar el dafio oxidativo de los
lipidos, proteinas y &cidos nucleicos por las especies reactivas de oxigeno (ROS), que
incluyen los radicales libres y no radicales tales como peréxidos de hidrégeno ( Saikat et al..

2010 ). Segun Pietta (2000), se cree que los antioxidantes fendlicos pueden neutralizar ROS
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antes de que puedan producir dafios. Es por esta razén que estos compuestos pueden
ofrecer diversos beneficios para la salud (Van Duyn y Pivonka, 2000; Min et al. 2013).

La mayor parte de antioxidantes que se encuentran de manera abundante en las frutas son
los polifenoles, vitamina C, Ay E y los carotenoides, aunque se presentan en menor medida,
en otras frutas (Lim et al., 2007).

Detrds de muchas enfermedades crénicas, cuya aparicion es retrasada y su gravedad
disminuida por consumo de alimentos de origen vegetal se encuentran procesos de estrés
oxidativo mediados por radicales libres. El estrés oxidativo conduce progresivamente a una
disfuncion celular que acaba con la muerte de dichas células. Este estrés se podria definir
como un desequilibrio entre los pro-oxidantes y/o radicales libres por una parte y los
sistemas antioxidantes del organismo por otra. Estudios epidemioldgicos sugieren que los
antioxidantes de la dieta pueden tener un efecto beneficioso en muchas enfermedades
relacionadas con el envejecimiento, arteriosclerosis, cancer, algunas enfermedades
neurodegenerativas e incluso enfermedades respiratorias (Shaheen S. et al 2001).

Existen diversos métodos para evaluar la actividad antioxidante (Antolovich. M. et al 2002)
ya sea in vitro o in vivo. Una de las estrategias mas aplicadas en las medidas in vitro de la
capacidad antioxidante total de un compuesto, mezcla o alimento, consiste en determinar la
actividad del antioxidante frente a sustancias cromdgenas de naturaleza radical; la pérdida
de color ocurre de forma proporcional con la concentracién (Arena E. 2001). No obstante,
las determinaciones de la capacidad antioxidante realizadas in vitro nos dan tan sélo una

idea aproximada de lo que ocurre en situaciones complejas in vivo.

Los métodos mas aplicados son ABTS y DPPH (Arnao. M. 2000; Antolovich. M. et al 2002;
Brand-Williams. W. 1995). Ambos presentan una excelente estabilidad en ciertas
condiciones, aunque también muestran diferencias. El DPPH es un radical libre que puede
obtenerse directamente sin una preparacion previa, mientras que el ABTS tiene que ser
generado tras una reaccidn que puede ser quimica enzimatica, o también eletroquimica.
Con el ABTS se puede medir la actividad de compuestos de naturaleza hidrofilica y lipofilica,

mientras que el DPPH solo puede disolverse en medio organico (Arnao. M. 2000).

1.5 Liberacidn controlada o de proteccion.

El desarrollo de sistemas de vehiculizacion y liberacién controlada de compuestos activos es
una de las estrategias de uso frecuente en la formulacién de alimentos con propiedades
funcionales. La liberacion controlada se define como el mecanismo mediante el cual uno o
mas compuestos activos puede dirigirse a un sitio especifico, en un tiempo y velocidad

modulada (Arifin. y col. 2006; Mastromatteo. y col. 2010). Las principales etapas
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involucradas en el proceso de liberacion, son: difusién del compuesto activo a la superficie,
mecanismo de transporte desde la superficie de la matriz al medio y disolucion del
compuesto activo en el medio circundante (Pothakamury. y col.. 1995; Siepmann. y col..
2012). La velocidad de liberacion dependera de factores internos y externos, tales como:
geometria del sistema, tipo de matriz encapsulante, naturaleza del compuesto activo,
cantidad de compuesto encapsulado, temperatura, solvente de liberacion, velocidad de
agitacion, presion, pH (acido, base, buffer), accion enzimatica, entre otros (Pothakamury y
col.,, 1995; Siepmann y col.,, 2008). Los mecanismos mas importantes que regulan la
velocidad de liberacibn de wun compuesto activo, son: difusién, hinchamiento,
biodegradacién/ erosion y presion osmotica. La relevancia de cada uno de ellos dependera
en gran medida de la composicion de la matriz polimérica y del medio circundante, por lo
gue el agente activo puede ser liberado al medio por uno o por varios mecanismos actuando

simultdneamente (Barba, y col., 2009).
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CAPITULO 2
OBJETIVOS



2.1 Propdsito u objetivo general de lainvestigacion:

e Evaluar la eficiencia de encapsulamiento y la actividad antioxidante de co-
precipitados supercriticos de compuestos fendlicos de mango.

2.2 Componente u objetivo especifico de la investigacion:

e Determinar la concentracién de fenoles totales por el meto de Folin—Ciocalteu
e Determinar la capacidad antioxidante por el método DPPH y ABTS
e Determinar la cantidad maxima de compuestos fendlicos liberada en solucion

fisiolégica.
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CAPITULO 3
MATERIALES Y METODOS



3.1 Reactivos y equipos.

3.1.1 Reactivos.

e El solvente utilizado fue de grado analitico: metanol para andlisis (Merck)

e FENOLES TOTALES: Folin-Ciocalteu 2N (Sigma - Aldrich), carbonato de
sodio(Merck), acido galico (Sigma)

e ABTS: 2.2-azinobis (3 — etilbenzotiazolina — 6 — acidosulfénico) (Sigma), persulfato
de potasio (Sigma - Aldrich), acido — 6 —hidroxi — (2. 5. 7. 8 tetrametilcromano — 2 —
carboxilico) trélox (AldrichChemistry)

e DPPH: 2.2 difenil — 1 — pycrydrazyl (Sigma), 4cido — 6 —hidroxi —(2. 5. 7. 8
tetrametilcromano — 2 —carboxilico)trolox (AldrichChemistry)

e LIBERACION DE COMPUESTOS FENOLICOS: Solucion fisiolégica (0.9 % NacCl en
agua)

e EFICIENCIA DE ENCAPSULACION: PVP (Aldrich 856452, Mw 10.000). de uso
farmacéutico.

3.1.2 Equipos utilizados.

e Balanza analitica Tecnoescale

o Espectrofotémetro Visible HeAios 3
¢ Micropipetas Boeco

e Agitador Magnético kika

e Barfio Maria kika

3.2 Muestras.

Las muestras utilizadas fueron los co-precipitados supercriticos de compuestos fenélicos del
mango (Mangifera indica L.). Para los diferentes ensayos tanto de actividad antioxidante,
fenoles totales asi como para la eficiencia de encapsulamiento se realizé una diluciéon de
1000 ppm (5mg de co-precipitado en 5mL de metanol).

Las muestras estudiadas corresponden a diferentes condiciones de co-precipitacion

supercritica las cuales se detallan a continuacién en la tabla 3.1
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Tabla 3.1 Condiciones de co-precipitacién supercritica antisolvente

BLOQUE Presién Temperatura Flujo Relacién

(bar) (°C) liquido extracto:polimero

(mL/min) (w:w)

A 100 40 1 1:1.5

120 40 1 1:1.5

150 40 1 1:1.5

B 100 35 1 1:1.5

100 40 1 1:1.5

100 45 1 1:1.5

C 100 40 0.5 1:1.5

100 40 1 1:1.5

100 40 15 1:1.5

D 100 40 1 1:1.5

100 40 1 1:2

100 40 1 1:2.5

Fuente: Experimentacién
Elaboracion: La autora

3.3 Determinacion de actividad antioxidante.

3.3.1 Método DPPH.
El método DPPH se realiz6 empleando la técnica descrita por Bran-Williams et al. (1995),
con algunas modificaciones descritas por Thaipong et al. (2006). Se prepar6 una solucion
patron disolviendo 24 mg de DPPH en 100 mL de metanol, la misma que fue llevada a
refrigeracion hasta su uso. La solucion de trabajo se prepar6 mezclando 10 mL de solucion
patron con 45mL de metanol hasta obtener una absorbancia de 1.1 + 0.02 unidades a una
longitud de onda de 515 nm en un espectrometro UV. Se emplearon curvas estandar de
trélox con concentraciones entre 25 — 800 yM. De cada concentracion asi como de cada
muestra se tomd 150 uL en un vial, se adicion6 2850 uL de la solucién trabajo de DPPH y se
dej6é reaccionar por 24 horas en obscuridad a temperatura ambiente, para posteriormente
medir la absorbancia a una longitud de onda de 515 nm. Los resultados fueron expresados
en micro moles equivalentes de trolox por gramo de co-precipitado (uUMoIET/g Co).
3.3.2 Método ABTS.

Se empled la técnica de Arnao et al. (2001), con algunas modificaciones descritas por
Thapong et al (2006). Se prepararon dos soluciones: ABTS (0.0074 Molar) y persulfato de
potasio (0.0026 Molar), la mezcla de estas se dejé reposar por 12 horas de tal forma que se

obtuvo la solucién patrén de ABTS, la solucién de trabajo se prepar6 mezclando 1 mL de
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solucion patrén con 60 ml de MeOH hasta obtener una lectura en absorbancia de 1.1 + 0.02
unidades a una longitud de onda de 734 nm en un espectrometro UV. Se emplearon curvas
estandar de trélox en concentraciones entre: 25 y 800 uM. De cada concentracion asi como
de cada muestra se tomé 150 pL en un vial, se adicioné 2.85 mL de la solucién trabajo de
ABTS y se dej0 reaccionar por 7 min en oscuridad a temperatura ambiente, para
posteriormente medir la absorbancia a una longitud de onda de 734 nm. Los resultados
fueron expresados en micro moles equivalentes de troélox por gramo de co-precipitado
(MMoIET/g Co).

3.4 Determinacion de fenoles totales.

En la determinacion de la concentracion de fenoles totales se utilizé el método de Folin-
Ciocalteu, con algunas modificaciones descritas por Kong et al. (2010) y Thaipong et al.
(2006). Se prepar6 una solucion 0.25 N de Folin (25 mL de Folin 2 N + 175 mL de agua
destilada), una solucién de carbonato de sodio 1N (2.64 g de NaCO3 aforados en 25 mL de
H20 destilada). Se tomd 150 uL de extracto, 2400 pL de agua y 150 uL de 0.25 N de Folin-
Ciocalteu y agitamos durante 2 minutos. La mezcla se dejo reaccionar durante 3 minutos y a
continuacion se afiadié 300 puL de Na,CO; (1N) y se mezcld bien. La solucién se dejo
reposar durante 2 h en oscuridad. La absorbancia se midi6 a 725 nm usando un
espectrofotobmetro UV y se emplearon curvas estandar de &cido galico a concentraciones
entre: 0.0ly 1 mg de &cido galico. De cada concentracién asi como de cada muestra se
tomo 150 pL en un vial, 2400 uL de agua destilada y 150 uL de Folin 0.25N, se agit6 por 2
minutos y se dejo reaccionar por 3 minutos, luego se agreg6 300 uL de carbonato de sodio
(IN) y se dej6 reposar las muestras durante 2 horas en la oscuridad para luego medir la

absorbancia a una longitud de onda de 715nm.

3.5 Curvas de liberacién y eficiencia de encapsulacion.

El ensayo de liberacibn de compuestos fendlicos en solucién fisiologica (0.9% NaCl en
agua) se realizé empleando un método adaptado de la Farmacopea de los Estados Unidos
(USP34. 2011). Se introdujo 20mg de cada co-precipitado en fundas elaboradas en papel
filtro, se coloc6 en vasos de precipitacién con 25 ml de NaCl 0.9% vy se llevé a agitacion a
125 rpm a una temperatura de 37 °C durante 8 horas. Se tomaron los sobrenadantes a
diferentes tiempos: 15, 30, 45 minutos y luego cada hora hasta completar las 8 horas. Cada
vez que se tomo el sobrenadante se volvié a colocar 25 ml del medio de liberacion nuevo.
Los sobrenadantes se colocaron en viales y fueron sometidos a refrigeracion hasta realizar

las pruebas de actividad antioxidante y fenoles totales.
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Para la eficiencia de encapsulamiento se realizé un control que consistié en el polimero mas
el antioxidante de mango. El polimero utilizado fue PVP (Aldrich 856452. Mw 10.000), de
uso farmacéutico.

La eficiencia de encapsulacion se expres6 como el porcentaje de fenoles totales medidos en
el tiempo final respecto al contenido de fenoles totales maximo.

Ef E %) Contenido de FT en CP 100
. . = *
f-Encap 0 Contenido de FT en solucion

3.6 Andlisis estadistico.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado y el resultado se expresé como promedio +
desviacion estandar.

Para las curvas de liberacion y eficiencia de encapsulacion los ensayos se realizaron por
duplicado y el resultado se expres6 como promedio + desviacion estandar.

Todos los ensayos se evaluaron por medio de un ANOVA con un nivel de significancia de
95% (P < 0.05).
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CAPITULO 4
RESULTADOS Y DISCUSION



4.1 Actividad antioxidante.

En el presente estudio se realiz6 la actividad antioxidante tomando en cuenta las variables
de presién, temperatura, flujo y la relacion extracto polimero.

Es importante destacar que la capacidad antioxidante de una mezcla no viene dada solo por
la suma de las capacidades antioxidantes de cada uno de sus componentes; también
depende del microambiente en que se encuentra el compuesto. Los compuestos interactdan

entre si pudiendo producirse efectos sinérgicos o inhibitorios.

4.1.1 Actividad Antioxidante método DPPH.
La tabla 4.1 muestra los resultados de actividad antioxidante obtenidos con respecto a la
variable presion, con valores constantes de temperatura (40°C), flujo liquido (1mL/min),

relacion (1:1.5).

TABLA 4.1.1 Actividad Antioxidante de co-precipitado de mango - variable

presion.
Presion (bar) (c;(l)\;]gleglt?gcgg)
100 763.5% 1
120 760.5+ 1
150 756.5+1

Fuente: Anexo 2.2.1
Elaboracién: La autora
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Fig. 4.1.1 Actividad antioxidante de co-precipitado de mango — variable presién.

Fuente: Anexo 2.2.1
Elaboracién: La autora

Como lo muestra la Fig. 4.1.1 la mejor actividad antioxidante realizada por el método DPPH

se obtuvo a una presién de 100 bares con una concentracion de 763.50+1 umol ET/g Co.

La tabla 4.1.2 muestra los resultados de actividad antioxidante obtenidos con respecto a la

variable temperatura con valores constantes de flujo liquido (1mL/min) y relacion (1:1.5).

TABLA 4.1.2 Actividad Antioxidante de co-precipitado de mango — variable

temperatura.

Concentracién

Presién (bar) Temperatura (°C) (LMol ET/g Co)

100 35 805.83 + 0.58
100 40 806.16 + 0.58
100 45 803.16 + 0.58

Fuente: Anexo 2.2.1
Elaboracién: La autora
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Fig. 4.1.2 Actividad antioxidante de co-precipitado de mango variable temperatura.

Fuente: Anexo 2.2.1

Elaboracion: La autora
Como lo muestra la Fig. 4.1.2., la mejor actividad antioxidante realizada por el método DPPH
se obtuvo a una temperatura de 40 °C con una concentracién de 806.16+0.58 pmol ET/g Co.

La tabla 4.1.3 muestra los resultados de actividad antioxidante obtenidos con respecto a la

variable Flujo Liquido con valores constantes de relacion extracto polimero (1:1.5).

TABLA 4.1.3 Actividad Antioxidante de co-precipitado de mango — variable

flujo liquido.
reson | Temperaura oy | Fileauto | Concenvacin
100 40 0.5 8145+1
100 40 1 819.16 £ 0.58
100 40 1.5 81651

Fuente: Anexo 2.2.1
Elaboracién: La autora

23




P=100 bar
T=40°C
R=1:1.5 (w:w)

Flujo liquido (1mL/min)
822 -

820 -

818 -
0,5

ml1
‘[ m15

816 -

814 -

812 -

(uMolTrolox/g co-precipitado)

810 T T T T T T T T 1
0,5 1 1,5

Fig. 4.1.3 Actividad antioxidante de co-precipitado de mango - variable Flujo Liquido.

Fuente: Anexo 2.2.1
Elaboracién: La autora

Como lo muestra la Fig. 4.1.3., la mejor actividad antioxidante realizada por el método DPPH
se obtuvo a un flujo liquido de 1mL/min con una concentracién de 819.17+0.58 umol ET/g
Co.

La tabla 4.1.4 muestra los resultados de actividad antioxidante obtenidos con respecto a la

variable relacién extracto: polimero.

TABLA 4.1.4 Actividad Antioxidante de co-precipitado de mango - variable relacion extracto:

polimero.
Presién (bar) Temperatura Flujo liquido ReI?C'O,n Concentracion
o X extracto:polimero
(°C) (mL/min) X (umol ET/g Co)
(w:w)
100 40 1 1:15 8315+1
100 40 1 1.2 8245z+1
100 40 1 1:2.5 821.17+1

Fuente: Anexo 2.2.1
Elaboracién: La autora
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Fig. 4.1.4 Actividad antioxidante de co-precipitado de mango - variable relacién extracto:
polimero.

Fuente: Anexo 2.2.1
Elaboracién: La autora

Como lo muestra la Fig. 4.1.4., la mejor actividad antioxidante realizada por el método

DPPH, se obtuvo a una relacién de 1:1.5 con una concentracion de 831.50+1 umol ET/g Co.
4.2.1 Actividad Antioxidante método ABTS.

La tabla 4.2.1 muestra los resultados de actividad antioxidante obtenidos con respecto a la

variable presién con valores constantes de temperatura 40°C, flujo liquido 1mL/min y

relacién extracto polimero 1:1.5.

TABLA 4.2.1 Actividad Antioxidante de co-precipitado de mango - variable

presion.

Concentracion

Presion (bar) (umol ET/g Co)

100 465.3+0.58
120 463.3+0.58
150 461.3+0.58

Fuente: Anexo 2.2.2
Elaboracién: La autora
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Fig. 4.2.1 Actividad antioxidante de co-precipitado de mango - variable presion.

Fuente: Anexo 2.2.2
Elaboracion: La autora

Como muestra la figura 4.2.1 la mejor actividad antioxidante realizada por el método ABTS

segun la variable presion es de 100 bares con una concentracion de 465.3+0.58 umol ET/g

Co.

La tabla 4.2.2 muestra los resultados de actividad antioxidante obtenidos con respecto a la

variable temperatura con valores constantes de flujo liquido 1mL/min y relacién extracto

polimero del:1.5.

TABLA 4.2.2 Actividad Antioxidante de co-precipitado de mango — variable

temperatura.

Presién (bar)

Temperatura (°C)

Concentracion
(umol ET/g Co)

100 35 507.6+0.58
100 40 518.0+1
100 45 515.0+1

Fuente: Anexo 2.2.2

Elaboracién: La autora
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Fig. 4.2.2 Actividad antioxidante de co-precipitado de mango - variable temperatura.

Fuente: Anexo 2.2.2
Elaboracion: La autora

Como lo muestra la Fig. 4.2.2 la mejor AA realizada por el método ABTS segun la variable

temperatura es de 40 OC con una concentracion de 518.0+1 umol ET/g Co.

La tabla 4.2.3 muestra los resultados de actividad antioxidante obtenidos con respecto a la

variable Flujo Liquido con valores constantes de relacion extracto polimero 1:1.5.

TABLA 4.2.3 Actividad Antioxidante de co-precipitado de mango - variable

flujo liquido.
Presién (bar) | Temperatura (°C) Fl(u rLOLI/I,r(T]#ri()jO ?3;%??%3%”0)
100 40 0.5 555.3+0.58
100 40 1 575.0+£1
100 40 15 562.0+1

Fuente: Anexo 2.2.2
Elaboracién: La autora
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Fig. 4.2.3 Actividad antioxidante de co-precipitado de mango - variable Flujo Liquido.

Fuente: Anexo 2.2.2
Elaboracion: La autora

Como lo muestra la Fig. 4.2.3 la mejor AA segun la variable flujo liquido es de 1mL/min con
una concentracién de 575.0+1 umol ET/g Co.

La tabla 4.2.4 muestra los resultados de actividad antioxidante obtenidos con respecto a la
variable relacién extracto: polimero.

TABLA 4.2.4 Actividad Antioxidante de co-precipitado de mango - variable relacién extracto:

polimero.
Presion o Flujo liquido Relamor? Concentracion
Temperatura (°C) X extracto:
(bar) (mL/min) polimero (w:w) (umoIET/gCo)
100 40 1 1:1.5 585.0+1
100 40 1 1:2 580.6+0.58
100 40 1 1:.2.5 575.6+0.58

Fuente: Anexo 2.2.2
Elaboracién: La autora
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Fig. 4.2.4 Actividad antioxidante de co-precipitado de mango variable relacion.

Fuente: Anexo 2.2.2
Elaboracion: La autora

Como lo muestra la Fig.4.2.4 la mejor AA realizada por el método ABTS segun la variable

relacién extracto: polimero es de 1:1.5 con una concentracion de 585.0+1 umol ET/g Co.

4.3.1. Fenoles totales.

La tabla 4.3.1 muestra los resultados de fenoles totales obtenidos con respecto a la variable

presién con valores constantes de temperatura 40°C, flujo liquido de 1mL/min, relacién

extracto polimero 1:1.5.

TABLA 4.3.1 Fenoles Totales de co-precipitado de mango — variable

presion.

Presién (bar)

(mg GAE/ g Co)

100 0.325+0.002
120 0.191+0.002
150 0.280+0.002

Fuente: Anexo 2.2.3
Elaboracién: La autora
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Fig. 4.3.1 Fenoles Totales de co-precipitado de mango - variable presion.

Fuente: Anexo 2.2.3
Elaboracién: La autora

Como lo muestra la Fig. 4.3.1 el mayor contenido de Fenoles totales segln la variable
presion es de 100 bares con una concentracion de 0.325+0.002 mg GAE/ g Co.

La tabla 4.3.2 muestra los resultados de actividad antioxidante obtenidos con respecto a la

variable temperatura.

TABLA 4.3.2 Actividad Antioxidante de co-precipitado de mango - variable

temperatura.
Presién (bar) Temperatura (°C) (mg GAE/ g Co)
100 35 0.181+0.002
100 40 0.249+0.001
100 45 0.234+0.001

Fuente: Anexo 2.2.3
Elaboracién: La autora
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Fig. 4.3.2 Fenoles totales de co-precipitado de mango - variable temperatura.

Fuente: Anexo 2.2.3
Elaboracién: La autora

Como lo muestra la Fig. 4.3.2 la mayor cantidad de fenoles totales segun la variable
temperatura se obtuvo a 35°C con una concentracion de 0.249+0.001 mg GAE/ g Co.

La tabla 4.3.3 muestra los resultados de fenoles totales obtenidos con respecto a la variable
Flujo Liquido.

TABLA 4.3.3 Fenoles Totales de co-precipitado de mango variable flujo liquido.

Presion (bar) | Temperatura (°C) FI(u rLOLI/ir?]?ri]()jo (mg GAE/ g Co)
100 40 0.5 0.303+0.002
100 40 1 0.342+0.002
100 40 1.5 0.316+0.005

Fuente: Anexo 2.2.3
Elaboracién: La autora
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Fig. 4.3.3 Fenoles totales de co-precipitado de mango — variable flujo liquido.

Fuente: Anexo 2.2.3
Elaboracion: La autora

Como lo muestra la Fig. 4.3.3 la mayor cantidad de fenoles totales segun la variable flujo

liguido se obtuvo a 1mL/min con una concentracién de 0.342+0.002 mg GAE/ g Co.

La tabla 4.3.4 muestra los resultados de fenoles totales obtenidos con respecto a la variable
relacion extracto: polimero.

TABLA 4.3.4 Fenoles totales de co-precipitado de mango - variable relacion extracto: polimero.

Presion Flujo liquido RelEelen
Temperatura (°C) ; extracto:polimero | (mg GAE/ g Co)
(bar) (mL/min) ;
(w:w)
100 40 1 1:1.5 0.280+0.002
100 40 1 1:2 0.241+0.002
100 40 1 1:2.5 0.165+0.001

Fuente: Anexo 2.2.3
Elaboracién: La autora
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Fig. 4.3.4 Fenoles totales de co-precipitado de mango - variable relacién.

Fuente: Anexo 2.2.3
Elaboracién: La autora

Como lo muestra la Fig. 4.3.4 la mayor cantidad de fenoles totales segun la variable relacion
extracto polimero se obtuvo a 1:1.5 con una concentracién de 0.280+0.002 mg GAE/ g Co.
4.4.1 Cinética de liberacion.
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Fig. 4.4.1 Cinética de liberacion de co-precipitados de mango- variable presion.

Fuente: Anexo 2.3.1
Elaboracién: La autora
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Fig. 4.4.2 Cinética de liberacion de co-precipitados de mango- variable temperatura.

Fuente: Anexo 2.3.2
Elaboracién: La autora
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Fig. 4.4.3 Cinética de liberacion de co-precipitados de mango- variable flujo liquido.

Fuente: Anexo 2.3.3
Elaboracién: La autora
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Fig.4.4.4 Cinética de liberacion de co-precipitados de mango- variable relacion.

Fuente: Anexo 2.3.4
Elaboracién: La autora

Con respecto a la cinética de liberacion los compuestos fendlicos en la solucién fisiolégica
empiezan a liberarse a los 15 min, y siguen liberandose de manera controlada hasta
alcanzar las 8 horas (480min). Como podemos observar también es mas favorable la
liberacion de los co-precipitados obtenidos a una presion de 100 bar como lo muestra la
Fig.4.4.1, una temperatura de 40°C como lo muestra la Fig.4.4.2, a un flujo liquido de
ImL/min como lo muestra la Fig. 4.4.3, y una relacién extracto: polimero 1:1.5 como lo

muestra la Fig.4.4.4.

Discusion de resultados.

La influencia de presion y temperatura son los pardmetros mas relevantes dentro del
proceso antisolvente supercritico. La regla general del proceso antisolvente supercritico
cuando mayor es la presion, mayor el poder del disolvente y menor es la selectividad de
extraccion (Simandi., 1998), con respecto a la temperatura de extraccion en los casos de los
compuestos termolabiles los valores se deben establecer en el intervalo de 35-50 °C en las
proximidades del punto critico y tan bajo como sea posible para evitar la degradaciéon
(Fornarie T. et al 2012).

Con respecto a nuestros resultados se observo que las mejores condiciones de extraccion
de los co-precipitados supercriticos de compuestos fendlicos de mango se obtuvieron a una
presion de 100 bares, una temperatura de 40 °C, flujo liquido de 1ml/min y una relacion

extracto: polimero de 1:1.5.
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Existen diversos estudios realizados por medio de la técnica antisolvente supercritico
aungue existe escasa bibliografia con lo que se refiere a los co-precipitados de mango. En el
estudio realizado por Meneses M. et al (2015) en donde se utiliz6 SAE para la recuperacion
de antioxidantes de subproductos de mango, este proceso permitio la recuperaciéon de cerca
del 90% de compuestos fendlicos y la mejor recuperacion se obtuvo a 40°C y 100 Bar.,
dichos resultados se comparan con los realizados en el presente estudio en donde la mejor
extraccion la obtuvimos en las mismas condiciones de presion y temperatura.

En otro estudio realizado por Franceschi E. et al (2008) utilizan la técnica de co-
precipitacién supercritica para la precipitacion de f-caroteno y PHBV en donde los
experimentos se realizaron en un rango de presion de 80 a 120 Bar., y una temperatura fija
de 40°C obteniendo los mejores resultados a una presién de 100 Bar., al igual que nuestros
resultados.

En lo que se refiere a la actividad antioxidante realizada por el método DPPH en el trabajo
realizado por Meneses M. et al (2015) se obtuvo una concentracion de 851.9 uMol TE/g y
comparando con nuestros resultados en los cuales obtuvimaos la mejor actividad antioxidante
con una concentracién de 831.50 puMol es un poco menor a la obtenida en el estudio pero
mucho mayor a la obtenida por Martinez et al (2012) la cual se realiz6 en cascara de mango
en donde se obtuvo 47.1 pMol TE/g.

Con lo que respecta a cinética de liberacion en un estudio realizado por Fernandez. et al
(2008) la liberacion de los compuestos fendlicos empieza a partir de los 5 min, y termina en
un estado estacionario hasta alcanzar un tiempo méaximo de 2 horas, la liberacién se vio
mucho mas favorable en los extractos obtenidos bajo condiciones supercriticas de presion
(100 bar) y temperatura (40°C), al igual que nuestros resultados la liberacion es mas
favorable a las mismas condiciones de presién y temperatura supercriticas aunque no se
puede comparar lo primero ya que nuestro tiempo de liberacién fue a 8 horas y los
compuestos empiezan a liberarse a los 15 min esto pude deberse a que no se utilizé el

mismo medio de liberacion.
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CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos en el presente trabajo investigativo se concluyé en lo siguiente:

La mejor actividad antioxidante realizada por el método DPPH se obtuvo a una
presion de 100 bar con una concentracion de 763.5t1 pMol ET/g Co, a una
temperatura de 40°C con una concentracion de 806.17+0.58 pMol ET/g Co, a un flujo
liquido de 1mL/min con una concentracién de 819.17+0.58 uMol ET/g Co y una
relacién extracto polimero con una concentracién de 831.50+ uMol ET/g Co.

La mejor actividad antioxidante realizada por el método ABTS se obtuvo a una
presion de 100 bar con una concentracion de 465.3+0.58 puMol ET/g Co, a una
temperatura de 40°C con una concentracion de 518.0+1 pMol ET/g Co, a un flujo
liquido de 1mL/min con una concentracion 575.0+1 puMol ET/g Co, y una relacién
extracto polimero con una concentracion de 585.0+0.58 puMol ET/g Co.

El mayor contenido de fenoles totales se obtuvo a una presion de 100 bar con una
concentracién de 0.325+0.002 mg GAE/ g Co, a una temperatura de 40°C con una
concentracion de 0.249+0.001 mg GAE/ g Co, a un flujo liqguido de 1mL/min con una
concentracion 0.342+0.002 mg GAE/ g Co de y una relacién extracto polimero de
1:1.5 con una concentracién de 0.281+0.02 mg GAE/ g Co.

Con respecto a la cinética de liberacion los compuestos fendlicos en la solucién
fisiol6gica empiezan a liberarse a los 15 min y siguen liberandose de manera
controlada hasta alcanzar las 8 horas (480min), y resulta mas favorable la liberacién
de los co-precitados supercriticos de compuestos fendlicos de mango obtenidos a
una presion de 100 bar, una temperatura de 40°C, a un flujo liquido de 1mL/min, y

una relacion extracto: polimero 1:1.5.
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RECOMENDACIONES

Para futuras investigaciones, se recomienda realizar la cinética de liberacidbn en varios
medios de liberacion estos pueden ser simulando un fluido digestivo, o simulando un fluido

gastrointestinal para obtener resultados mas efectivos sobre el comportamiento de liberacion

de dichos compuestos.
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ANEXOS



ANEXO 1: ESQUEMAS

FOLIN 0.25N —3.125 de folin aforados en
25ml de H20 destilada

|
~

Solucién acido gélico— 0.05g de acido
galico + 5 mL de MeOH

|
~

De la solucién anterior, Preparar
concentraciones de 1; 0.5;0.1;0.05;0.01

|
~

Tomar alicuotas de: 1; 0.5;0.1;0.05;0.01y
aforara 5mL

|
~

Tomar 150 uL de cada concentracion +
2400uL de H20 destilada + 150 de Folin
0.25N

|
~

Agitar 2min y dejar reaccionar por 3 min

|
~

Colocar 300uL de NaCO3 1N

|
~

Reposar por 2H en la oscuriadad

|
~

Leer a una longitud de onda de 725nm

NaCO3 1IN — Pesar 2.64 g de NaCO3
aforados en 25 mL de H20 destilada

|
b

Tomar 150 uL de cada muestra +2400ul de
H20 destilada + 150 de Folin 0.25N

|
~

Agitar 2min y dejar reaccionar por 3 min

|
~

Colocar 300uL de NaCO3 1N
|
~

Reposar por 2H en la oscuriadad

|
~

Leer a una longitud de onda de 725nm

Figura 1.1 Determinacioén de fenoles totales.

Fuente: experimentacion
Elaboracion: La autora
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Solucién Patrén —24mg de DPPH
aforados a 100 mL de MeOH

1
~

Trolox —» 0.0250g de trolox aforados en
100mL de MeOH

|
~

De la solucién anterior, Preparar
concentraciones de 1; 0.5;0.1;0.05;0.01

|
~

preparar concentraciones de trolox entre 25
y 800 uL

|
~

tomar alicuotas de 25; 1.47;2.93, 4.40,5.85,
7.82

1
~

Colocar 150ul de cada concentracion +
2.850 ul de solucién trabajo

~

Reposar por 24H en la oscuridad

Leer a una longitud de onda de 515 nm

Solucidn trabajo — lomlL de solucion
patrén aforados en 45 ml de MeOH Ajustar
absorbancia 1.1+ 0.2 a 515nm

|
~

Colocar 150uL de cada muestra + 2.850 uL
de solucidn trabajo

|
~

Reposar por 24H en la oscuridad

|
~

Leer a una longitud de onda de 515 nm

Fuente: experimentacién
Elaboracién: La autora

Figura 1.2 Determinacion de la actividad antioxidante (DPPH).




ABTS 0.0074M_y, Pesar 0.0460 de ABTS
aforados en 10 mL de H20 destilada ‘

|
~

Trolox —® 0.0250g de trolox aforados en

100mL de MeOH

|
~

De la solucién anterior, Preparar
concentraciones de 1; 0.5;0.1;0.05;0.01

1
~

Preparar concentraciones de trolox entre 25
y 800 uL

|
~

Tomar alicuotas de 25; 1.47;2.93, 4.40,5.85,
7.82

|
~

Colocar 150uL de cada concentracion +
2.850 uL de solucidn trabajo

|
~

Reposar por 2H en la oscuridad. Leer
absorbancia a 734nm

o/
A4

Persulfato de potasio0.026M —» Pesar
0.0070g y aforar a 10 mL de H20 destilada

Solucién patrén — mezclar las 2
soluciones y dejar reposar por 12 horas

Solucién Trabajo — 1mL de solucién
patron + 60 mL de MeOH .Hasta tener una
lectura de absorbancia de 1.1+0.2 a 734nm

|
~

Colocar 150uL de cada muestra + 2.850 ulL
de solucidn trabajo

|
~

Reposar por 2H en la oscuridad

|
~

Leer a una longitud de onda de 734nm

Figura 1.3 Determinacion de la actividad antioxidante (ABTS).

Fuente: experimentacién
Elaboracién: La autora
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LIBERACION DE COMPUESTOS FENOLICOS EN SOLUCION FISIOLOGICA

Soluciodn fisioldgica preparar 90g de cloruro
de sodio aforados en 1000ml de agua
destilada

|
~

Pesar 20mg de cada co-precipitado y colocar
en fundas elaboradas de papel filtro

|
~

Colocar 25 ml de medio de liberacidn en
vasos de precipitacién con las fundas del co-
precioitado

|
~

Llevar a agitacién orbital a 37°% y 125rpm,
durante 8H

Tomar el sobrenadante a diferentes
tiempos 15, 30,45 minutos y cada hora
hasta comnoletar las 8 horas

|
~

Cada vez que se tome el sobrenadante se
volvera a colocar 25 ml de medio de
liberacion
|
~
Llevar a refrigeracidn hasta realizar los

andlisis de actividad antioxidante y fenoles
totales.

Figura 1.4 Liberacion de compuestos fenolicos en solucion fisiolégica.

Fuente: Experimentacion
Elaboracion: La autora
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ANEXO 2 RESULTADOS

2.1 Curvas de calibracion.

2.1.1 Curva de Calibracion DPPH

Concentracién
u Mol

Absorbancia

nm

Promedio

25,06

0.925

0.924

0.925

0.925

149.99

0.813

0.812

0.813

0.813

299.98

0.645

0.644

0.645

0.645

499.97

0.451

0.450

0.451

0.451

600

0.319

0.318

0.319

0.319

800

0.159

0.158

0.159

0.159

Curva de calibracion DPPH
1,000 -
0,800 -
0,600 -
0,400 -
0,200 - y =-0,001x + 0,9475 v
R?=0,9936

0,000 T T T T )

0 200 400 600 800

1000

Fuente: Experimentacion
Elaboracion: La autora
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2.1.1.2 Célculo Curva de Calibracion DPPH

DPPH

Trolox

C1*V1=C2*V2

998.84 * x = 800 * 25

X=20.02mL

C1*V1=C2*V2

998.84 * x =300 * 25

X=7.90mL

X=0.0009988 Mol

aforados a 100mL MeOH

C14H1804
250.29g/100mL 1Mol
0.0250g/100mL X

C1*V1=C2*V2

998.84 * x = 600 * 25

X=15.01mL

C1*V1=C2*V2

998.84 * x =150 * 25

X=3.75mL

49

998.84uMol

C1*V1=C2*V2

998.84 * x =480 * 25

X=1.26mL

C1*V1=C2*V2

998.84 * x =25 * 25

X=0.625mL



2.1.2 Curva de Calibracion ABTS

Concentracion
U Mol

Absorbancia
nm

Promedio

0.973

25.06

0.972

0.973

0.973

0.797

149.99

0.798

0.797

0.797

0.608

0.607

299.98

0.608

0.608

0.419

0.420

499.97

0.419

0.419

0.250

0.251

600

0.250

0.250

0.050

0.049

800

0.050

0.050

1,200 -|
1,000 -«
0,800 -
0,600 -
0,400 -
0,200 -

Curva de calibracion ABTS

y =-0,0012x + 0,9796

R?=0,9973

0,000 T

0 200 400 600

800

1000

Fuente: Experimentacién
Elaboracién: La autora
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2.1.2.1 Célculo Curva de Calibracion ABTS.

ABTS

Persulfato de potasio

Trolox

C1*V1=C2*V2
998.84 * x = 800 * 25

X=20.02

C1*V1=C2*V2
998.84 * x =300 * 25

X=7.90

C1*V1=C2*V2

998.84 * x =600 * 25

X=15.01

C1*V1=C2*V2

998.84 * x =150 * 25

X=3.75

51

514.62g 1Mol 3.8081g 1000mL
X 0.0074Mol X 25mL
X=3.8081g x=0.0952g
240.24g 1Mol 0.6246 1000mL
X 0.0026M X 25mL
X= 0.6246g x=0.0156g
CraH1504
250.29g/100mL 1Mol
0.0250g/100mL X
X=0.0009988 Mol 998.84uMol

C1*V1=C2*V2

998.84 * x =480 * 25

X=1.26

C1*V1=C2*V2

998.84 * x =25 * 25

X=0.625



2.1.3 Curva de Calibracion Fenoles Totales.

Concentracion
U1 Mol

Absorbancia
nm

Promedio

0.566

0.565

0.566

0.566

0.440

0.5

0.439

0.440

0.440

0.349

0.348

0.25

0.349

0.349

0.288

0.287

0.05

0.288

0.288

0.254

0.254

0.025

0.253

0.254

0.186

0.186

0.01

0.185

0.186

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2

0,1

y =0,3651x + 0,209

R?=0,9909

0,2 0,4

0,6

0,8

1,2

Fuente: Experimentacion
Elaboracién: La autora
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2.1.3.1 Célculo Curva de Calibracion Fenoles Totales.

Folin

Carbonato de Sodio

Acido Gélico

S1
S2
S3
S4
S5

S6

C1.V1=C2.V2
(2N). (x)= (0.25 N). (25)

X=3.125mL aforados en 25mL de H20

1.0597 1000mL

\\ 25mL

Aforados 25 mL de H20

X

x=2.64g

ng\ 1mL

X 25mL
X=0.005mg
Concentraciones
Cl.vi=C2.v2
5mg/5mL Img/mL 1000ppm
0.5mg/mL 2.5mg S1 + 2.5 MeOH
0.25 mg/mL 2.5mg S2 + 2.5 MeOH
0.1 mg/mL 2 mg S3 + 3 MeOH
0.05mg/mL 2.5mg S4 + 2.5 MeOH
0.025mg/mL 2.5mg S5 + 2.5 MeOH
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2.2 Actividad antioxidante.

2.2.1. DPPH.
Bloque | Presion | Temperatur Iizlljlijc?o Relacién’ LECTUR Concentracion
< (bar) 2 (°0) (mL/min extracto:polimer A X (LMol ET/g
) o (w:w) Co)
0.185 762.5
100 40 1 1:1.5 0.183 764.5 763.5+1
0.184 763.5
0.188 759.5
A 120 40 1 1:1.5 0.187 760.5 760.5t 1
0.186 761.5
0.191 756.5
150 40 1 1:1.5 0.190 757.5 756.511
0.192 755.5
0.141 806.5
100 35 1 1:15 0.142 805.5 805.83 £ 0.58
0.142 805.5
0.141 806.5
B 100 40 1 1:1.5 0.141 806.5 806.16 + 0.58
0.142 805.5
0.145 802.5
100 45 1 1:15 0.144 803.5 803.16 £ 0.58
0.144 803.5
0.134 813.5
100 40 0.5 1:1.5 0.132 815.5 8145+1
0.133 814.5
0.129 818.5
C 100 40 1 1:1.5 0.128 819.5 819.16 +0.58
0.128 819.5
0.130 817.5
100 40 1.5 1:1.5 0.132 815.5 816.5+1
0.131 816.5
0.117 830.5
100 40 1 1:1.5 0.116 831.5 8315*1
0.115 832.5
0.124 823.5
D 100 40 1 1:2 0.122 825.5 8245+1
0.123 824.5
0.127 820.5
100 40 1 1:2.5 0.126 821.5 821.17 1
0.126 821.5

Fuente: Experimentacién
Elaboracién: La autora
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2.2.2. ABTS.

Bloque | Presién | Temperatur ’Flu'jo Reladén, Concentracion
. (bar) a (°C) I|qU|d.o extracto:polimer | LECTURA X (Mol ET/g Co)
(mL/min) o (w:w)
0.531 466
100 40 1 1:1.5 0.532 465 465.3+0.58
0.533 465
0.534 463
A 120 40 1 1:1.5 0.534 463 463.3+0.58
0.533 464
0.535 462
150 40 1 1:1.5 0.536 461 461.310.58
0.534 461
0.489 508
100 35 1 1:1.5 0.489 508 507.6+0.58
0.490 507
0.479 518
B 100 40 1 1:1.5 0.480 517 518.0+1
0.478 519
0.481 516
100 45 1 1:1.5 0.482 515 515.0t1
0.483 514
0.442 555
100 40 0.5 1:1.5 0.441 556 555.3+0.58
0.442 555
0.422 575
C 100 40 1 1:1.5 0.421 576 575.0+1
0.423 574
0.436 561
100 40 1.5 1:1.5 0.435 562 562.0t1
0.434 563
0.412 585
100 40 1 1:1.5 0.413 584 585.0+1
0.411 586
0.417 580
D 100 40 1 1:2 0.416 581 580.6+0.58
0.416 581
0.421 576
100 40 1 1:2.5 0.422 575 575.6+0.58
0.421 576

Fuente: Experimentacién
Elaboracién: La autora
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2.2.3. Fenoles Totales.

. Flujo Relacién
Bloques P[E:‘Sn Tempzf(;;\tura quuijde extracto:polimero | LECTURA X (mgGCAoE)/100g
(mL/min) (w:w)
0.325 0.322
100 40 1 1:1.5 0.326 0.325 0.325+0.002
0.327 0.328
0.279 0.194
A 120 40 1 1:1.5 0.277 0.189 0.191+0.002
0.278 0.192
0.31 0.281
150 40 1 1:15 0.309 0.278 0.280+0.002
0.311 0.283
0.275 0.183
100 35 1 1:1.5 0.273 0.178 0.181+0.002
0.274 0.181
0.295 0.239
B 100 40 1 1:15 0.294 0.236 0.249+0.001
0.293 0.233
0.293 0.233
100 45 1 1:1.5 0.294 0.236 0.234+0.001
0.293 0.233
0.305 0.267
100 40 0.5 1:1.5 0.302 0.258 0.303+0.002
0.301 0.256
0.332 0.342
C 100 40 1 1:1.5 0.333 0.344 0.342+0.002
0.331 0.339
0.321 0.311
100 40 1.5 1:1.5 0.323 0.317 0.316+0.005
0.325 0.322
0.310 0.281
100 40 1 1:1.5 0.309 0.278 0.280+0.002
0.311 0.283
0.296 0.242
D 100 40 1 1:2 0.297 0.244 0.241+0.002
0.295 0.239
0.269 0.167
100 40 1 1:2.5 0.269 0.167 0.165+0.001
0.268 0.164

Fuente: Experimentacién
Elaboracién: La autora
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2.3 Cinética de liberacion
2.3.1 Cinética de liberacién-variable presion.

Bloques | Presion (bar) Temp():e (r:?tura Il’zllljjij(;)_o Rggfrf:rg)a?;;oz Té(ranr?np;o (.(:3 r:\zgln{'rri‘)(l:g(r/]g
(mL/min) co-precipitado)
15 2+0
30 12.5+0.70
45 20+2.82
60 30+0.70
120 45 + 3.54
A 100 40 1 1:.1.5 180 60 + 2.83
240 72 +£3.54
300 81.5+3.54
360 86 +1.41
420 89.5+0.71
480 91.5+£2.12
15 2+2.12
30 5+£2.12
45 11.5+£0.71
60 17+1.41
120 33+1.41
B 120 40 1 1:1.5 180 495 + 3.53
240 62 +£2.82
300 71.5+£2.12
360 77.5+0.70
420 82+2.82
480 84 +2.82

Fuente: Experimentacién
Elaboracion: La autora
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2.3.2. Cinética de liberacién - variable temperatura.

Bloques Presion (bar) Temp():e (r:?tura Il’zllljjij(;)_o ;{ftlraac(::lg? TzfnTnF;O (-ELCJ) rR/cl:gln?trrgtl::&r/\g
(mL/min) polimero (w:w) co-precipitado)
15 20
30 12.5+0.70
45 20 +2.82
60 30+0.70
120 45+ 3.54
A 100 40 1 1:.1.5 180 60 + 2.83
240 72 £3.54
300 81.5+3.54
360 86 +1.41
420 89.5+0.71
480 91.5+£2.12
15 2+2.12
30 5+£2.12
45 11.5+£0.71
60 17+1.41
120 33+1.41
B 100 45 1 1:15 180 49.5 + 3.53
240 62 +2.82
300 71.5+2.12
360 77.5+0.70
420 82 +2.82
480 84 +2.82

Fuente: Experimentacion
Elaboracion: La autora
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2.3.3 Cinética de liberacién- variable flujo liquido.

Bloques Presion (bar) Temp():a é{;\tura Il’zllljjij(;)_o extraF({:iI)?s:)cl)l'?nero Téﬁqr?np;o (.(:3 &%?;:L?gﬁg co-
(mL/min) (w:w) precipitado)
15 85+1.41
30 15 + 3.53
45 20.5+0.70
60 27.5+4.94
120 48.7 £4.94
A 100 40 1 1:15 180 67 + 4.24
240 81+4.24
300 91.5+3.53
360 100 +2.82
420 106 + 2.82
480 108 + 2.82
15 28+1.41
30 6.5+£2.12
45 128+1.41
60 175+141
120 324+1.41
B 120 45 15 1:15 180 48.6 + 1.41
240 58.9+2.12
300 67.8+0.70
360 72.59+0.70
420 78.9+2.82
480 79.2 +2.82

Fuente: Experimentacion
Elaboracion: La autora
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2.3.4 Cinética de liberacién-variable relacion extracto polimero.

Bloques Presion (bar) Temp():a Cr:z;ltura Ii[t:qlljljiﬁo extrai?tl)?s:)?ir:nero Té(renr?np;o (.(:3 pﬂ%?#ﬁgﬁg co-
(mL/min) (w:w) precipitado)
15 2+0
30 12.5+£0.70
45 20 +2.82
60 30+0.70
120 45 + 3.54
A 100 40 1 1:15 180 60 + 2.83
240 72 +3.54
300 81.5+3.54
360 86 +1.41
420 89.5+0.71
480 91.5+2.12
15 2+212
30 5+£2.12
45 11.5+£0.71
60 17+1.41
120 33+£1.41
B 120 45 1 1.2.5 180 495 + 3.53
240 62 +£2.82
300 71.5+2.12
360 77.5+0.70
420 82 +2.82
480 84 +2.82

Fuente: Experimentacion
Elaboracion: La autora
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