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RESUMEN

El aprovechamiento de los subproductos agroindustriales generados en la trasformacion
de los frutos de mango (Mangifera indica L.) constituye una alternativa para generar
valor agregado al trabajo agroindustrial. En el presente trabajo de investigacion se
realizé la extraccion de los antioxidante contenidos en la corteza y se llevo a cabo la
atomizacioén de los mismos, optimizando los parametros de atomizacion de temperatura,
flujo de aire, flujo de bomba y concentraciébn de solidos. Los resultados Optimos
obtenidos fueron rendimiento 85.54%, actividad antioxidante 147.47, 260.42, 151.70 pM
ET/g atomizado para DPPH, ABTS y FRAP respectivamente y fenoles totales 2900.95
mg EAG/100g atomizado. Las condiciones Optimas determinadas en el presente estudio
fueron: 120°C, 426 L gas/hora, 2.5 ml liquido/min, 2% (p/v) concentracion de sélidos.
Mediante la tecnologia de atomizacién se logré obtener antioxidantes en polvo de

subproducto de mango.

Palabras claves: subproductos, antioxidantes, atomizacién, optimizacion.
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ABSTRACT

The use of agoindustrial wastes produced in the industrialization of mango (Mangifera
indica L.) has been considered for obtaining of value added products. The aim of this
research was the atomization of antioxidant compounds by spray drying, evaluating the
effect of temperature, gas flow, liquid flow rate and solid concentration. The results
showing the higher atomization yield of 85.54%, antioxidant activity 147.47 (DPPH),
260.42 (ABTS), 151.70 (FRAP) uM TE/g atomized and total phenol content of 2900.95
mg GAE/100 g atomized, corresponding to the optimized conditions of 120 °C, 426 L
gas/ hora, 2.5 mL liquid/min and 2% (p/v) of solids concentration. The application of
spray drying technology allows to obtain antioxidant in powder from industrial mango by
products.

Keywords: byproducts, antioxidants, atomization, optimization.
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INTRODUCCION

El mango (Mangifera indica L.) es un fruto de consumo mundial y tercero entre los
tropicales, es consumido comunmente como fruta fresca, sin embargo, en la actualidad
gracias a la industria alimentaria se lo ha tomado como materia prima para la
elaboracion de derivados como: néctares, conservas, jugos, mermeladas, gelatinas,
cereales, fruta deshidratada, etc. (Sauco, 2009), estas transformaciones generan
residuos biodegradables tanto liquidos como sélidos, solo en el despulpado se generan
aproximadamente 193.32 toneladas/semana, representados en cascara, semillas,
restos de pulpa y fibra (Mejia, Alban, Murcia, Cuervo, & Duran, 2009). Estos residuos
se los conoce como subproductos y debido a que la gran mayoria de industrias no
cuentan con un plan para tratarlos, ademas del valor econémico que les representa su
reutilizacién, son usados como combustible, alimentaciébn animal, y muchos se

convierten en una fuente de contaminacién (Alexandre y Targino Pinto Correia, 2010).

Segun investigaciones realizadas por Martinez et al. (2012) hay evidencia de que estos
subproductos presentan nutrimentos y compuesto que le dan funcionalidad, se conoce
gue las cascaras y semillas de mango son una fuente natural de fibra dietaria,
antioxidantes, vitaminas y minerales, ademas indica que sus extractos son ricos en
compuestos fendlicos (Gonzalez-Aguilar, Villegas-Ochoa, Cruz-Valenzuela, Vasquez, y
Ayala-Zavala, 2006), por su parte R. M. Robles-Sanchez, Rojas-Grati, Odriozola-
Serrano, Gonzalez-Aguilar, y Martin-Belloso (2009) reportaron que el consumo de
mango reduce el estrés oxidativo y los niveles de triglicéridos en plasma. Debido a estas
caracteristicas que se conocen de estos subproductos lo que se plantea en este trabajo
de investigacion es la atomizacién de los extractos de antioxidantes a partir del
subproducto especificamente cascara de mango, usando la tecnologia de atomizacion
0 secado por aspersion para obtener productos o ingredientes en forma de polvo con
buena calidad y baja actividad de agua, los cuales pueden ser productos ideales para
la industria alimentaria ya que son faciles de conservar, transportar, procesar, dosificar

y utilizar (Miravet Valero, 2009; Tonon, Brabet, y Hubinger, 2008).

El desarrollo y la aplicacién de lo propuesto en el proyecto beneficiaria a la industria
proporcionandole un manejo sustentable para sus subproductos, ademas de generar un
ingrediente alimenticio con elevada capacidad antioxidante que permitira desarrollar

nuevos productos como alimentos funcionales.



Los resultados obtenidos muestran que los extractos para atomizar tienen una buena
actividad antioxidante usando etanol acuoso al 80% v/v como solvente de extraccion.
En cuanto a la optimizacion de las condiciones de atomizacion los resultados muestran
que las variables que tienen efectos estadisticamente significativos (p< 0.05) sobre las
variables respuesta fueron el flujo de bomba de alimentacién y la concentracion de
sélidos, al aumentar ambas variables disminuye la actividad antioxidante, el contenido
de fenoles totales y el rendimiento. Las condiciones Optimas, para cada una de las
variables respuestas fueron diferentes, esto debido a la naturaleza de los antioxidantes

y de los métodos empleados.

El capitulo 1 de este trabajo muestra una revision de literatura de las caracteristicas del
fruto y de sus subproductos y sus compuestos bioactivos y fundamentos de la tecnologia
de atomizacién. El capitulo 2 muestra los objetivos tanto generales como especificos.
El capitulo 3 describe los materiales y métodos utilizados en cada uno de los procesos
desde la caracterizacion de la materia prima hasta la evaluacién de los productos
atomizados. Finalmente, en el capitulo 4 se muestran los resultados obtenidos en cada
proceso de la investigacion y la respectiva comparacion con los resultados de datos

bibliogréficos.



1. REVISION DE LITERATURA



1.1. El Mango

1.1.1. Origen y clasificacion botéanica.
En términos taxonomicos el mango (figural) pertenece al orden de las sapindales,
familia Anacardiaceae, de género y especie Mangifera Indica, que consta de alrededor
de 30 especies de arboles frutales tropicales. Es originario del norte de Birmania y
noreste de la India, su llegada hasta América se dio por los portugueses y espafoles a
Brasil y México respectivamente (Sauco, 2009; Shah, Patel, Patel, y Parmar, 2010).

Figura 1. Mango (Mangifera Indica)
Fuente: La autora

1.1.2. Estructuray composicion nutricional del fruto.

El mango esta constituido (figura 2) externamente por el exocarpio (piel) el cual es
grueso y fibroso, su color varia segun la especie y el estado de madurez pudiendo ser
verde, amarillo, rosa, rojo, pdrpura o una combinacién de estos. Internamente esta
constituido por un mesocarpio que es la parte comestible del fruto, la cual es resinosa y
es variable con respecto a la forma, tamafio, color, presencia de fibra y sabor. Ademas,
consta de una semilla recubierta por un endocarpio el cual es lefioso, grueso Y fibroso,
es ovoide, oblonga y alargada al igual que la fruta en si, posee una testa delgada y de
consistencia como el papel. Y cuenta con un seno llamado pedunculo el cual esta en el
extremo del fruto. La longitud de la fruta puede variar de 25 a <30 cm, dependiendo de
la variedad (Litz, 2009; Sauco, 2009).



» Exocarpio
Pedinculo

Endocarpio

Figura 2. Estructura del mango
Elaboracion: La autora

En cuanto al valor nutritivo que presenta el mango, segun investigaciones realizadas por
Martinez et al. (2012) indican que es una fuente importante de fibra dietaria y vitaminas.
En el caso de la pulpa del mango esta presenta una concentracion significativa de
compuestos bioactivos tales como vitamina A, ademas de compuestos con una gran
actividad antioxidante entre ellos la vitamina C, vitamina E, polifenoles, carotenos, entre
otros, ademas de presentar una importante concentracion de minerales como potasio y
magnesio, también aporta pequefias cantidades de hierro, fésforo y calcio. Asi mismo,
la pulpa del mango contiene fibra soluble (pectinas), acidos organicos (citrico y malico)
y taninos (Sanchez et al., 2000). En la tabla 1 se puede observar algunos de los

componentes nutricionales.



Tabla 1. Componentes nutricionales del mango (en 100 g de pulpa fresca)

Componentes Contenido
Calorias (kcal) 60.00
Agua (g) 83.00
Proteinas (g) 0.40
Lipidos (g) 0.20
Carbohidratos (g) 15.90
Fibra (g) 1.00
Ceniza (g) 0.50
Calcio (mg) 17.00
Fosforo (mg) 15.00
Hierro (mg) 0.40
Tiamina (mg) 0.03
Riboflavina (mg) 0.04
Niacina (mg) 0.39
Acido ascorbico (mg) 3.00
Vitamina B-6 mg 0.134
Vitamina E (a-tocoferol) mg 1.12
Vitamina K (filoquinona) pg 4.20

Fuente: [ICA (2007); Yahia (2011)

1.1.3. Produccion Mundial
El mango es un fruto de consumo mundial. Segun estadisticas de la FAO (2015) en el
afio 2014 la produccién mundial estuvo alrededor de 28.8 millones de toneladas, la cual
representa un 35% de la produccion mundial de frutas tropicales. (Ashoush y Gadallah,
2011; Sauco, 2009).

Debido a la capacidad de adaptacion del mango a diferentes regiones, climas y
condiciones geograficas, este fruto se puede encontrar desde el sur de Asia, donde se
origind, hasta América, en el que México, Brasil, Cuba, Pert y Colombia son sus
mayores productores, segun cifras y estimaciones de la Organizacioén de Alimentos y
Agricultura de las Naciones Unidas (FAO 2015).

En Ecuador la producciéon de mango se da principalmente en la provincia del Guayas

con un porcentaje del 70%, se estima que se cuenta con una superficie de 7700
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hectareas, de las cuales 6500 estan dedicadas a la exportacion y las restantes a otros
mercados o a la elaboracién de jugos y concentrados de mango. Las variedades que se
producen son Tommy Atkins (figura 3), Haden, Kent y Keitt (FME, 2000).

Figura 3. Variedad Tommy Atkins
Fuente: La autora

1.2. Subproductos y sus compuestos bioactivos

El mango es un componente basico en la dieta de muchos paises en vias de desarrollo
y su principal consumo es como fruta fresca, sin embargo gracias a la industria
alimentaria se lo ha industrializado obteniendo productos tales como: néctares,
conservas, jugos, purés, frutas desecadas, helados, productos congelados, etc. (Sauco,
2009). Como resultado de esta produccién las industrias generan gran cantidad de
subproductos tanto liquidos como sélidos. En relacion al peso total de la fruta y de
acuerdo a la variedad, los subproductos generados estan en un rango del 35-60 %, y
estan constituidos por cascara del 7- 24 % y semilla del 9-40%. (Berardini, Knddler,
Schieber, y Carle, 2005; Schieber, Berardini, y Carle, 2003). Dichos subproductos estan
representando un problema ambiental ya que no se cuenta actualmente con un manejo
adecuado de los mismos, sin embargo el desarrollo tecnolégico en la actualidad ha
hecho més facil la recuperacion, el reciclaje y la sostenibilidad de los residuos organicos,
entre las formas de aprovechamiento de los subproductos mas comunes estan la
produccion de compostaje, produccion de alimento animal de bajo valor agregado o
como fertilizantes (Galanakis, 2012; Lima et al., 2011; Sumaya, Sanchez, Torres, y
Garcia, 2012).



Figura 4. Piel de mango
Fuente: La autora

Los avances en las investigaciones realizadas a los subproductos o comdnmente
llamados biorresiduos revelan que estos también podrian ser usados en la industria
alimentaria como fuente de pulpa seca, fibra, aceites esenciales, pectinas,
oligosacaridos y grasas (Ajilay Prasada Rao, 2013; Larrauri, Rupérez, Borroto, y Saura-
Calixto, 1996; Solis-Fuentes y Duran-de-Bazua, 2004). Martinez et al. (2012) muestran
que estos subproductos presentan nutrimentos y compuestos que les dan funcionalidad,
se conoce que las cascaras y semillas de mango son una fuente natural de fibra dietaria,
antioxidantes, vitaminas y minerales, ademas se indica que sus extractos Son ricos en

compuestos fendlicos (Gonzalez-Aguilar et al., 2006).

En el estudio realizado por Ajila y Prasada Rao (2013), se demostré que la fibra de la
cascara de mango (variedades “Raspuri” y “Badami”) presentaba un contenido de
fenoles totales entre 81 a 295 mg/100 g en peso seco. Ademas, se identificaron fenoles
asociados a la fibra que fueron &cido galico, el acido protocateico, el &cido siringico, el

kaempferol, la quercetina, el &cido ferulico y la rutina.

En la investigacion de Berardini, Carle, y Schieber (2004) determinaron que la piel de la
variedad Tommy Atkins es una fuente de flavonoides y xantonas glicosidas y
galotaninos, por otro lado Ashoush y Gadallah (2011) indicaron que es una buena
fuente de compuestos fitoquimicos, como: polifenoles, carotenoides, vitamina E, fibra
dietética y vitamina C; y algunos compuestos individuales como: taninos, acido galico,
cumarina, acido elagico, vainillina, mangiferina, acido ferulico, acido cindmico. En la
tabla 2 se resumen los diferentes compuestos bioactivos presentes en cada parte de la

fruta.



Tabla 2. Compuestos bioactivos presentes en cada parte de la fruta

Parte de la fruta
Pulpa
Pulpa

Pulpa, pedunculo, semilla,
cascara, hojas, ramas

Pulpa, cdscara, semilla,
nucleo interno de la semilla

Cascara, savia
Cascara, semilla, pulpa

Pulpa, cascara, savia

Pulpa, cascara, semilla,
corteza del pedunculo

Compuesto Bioactivo
Acido ascorbico y acido dehidroascorbico

Carotenoides: B- caroteno, Z-caroteno, a-criptoxantina,
violaxantina, luteoxantina, mutatoxantina, auroxantina

Polifenoles: mangiferina, isomangiferina, homomangiferina,
guercetina, kaempferol, antocianinas

Acidos fendlicos: galico, protocatequico, ferulico, caféico,
cumadrico, elagico, 4-cafeoilquinico

Otros fenoles
Fibra

Terpenoides: a-pineno, B-pineno, B-mirceno, limoneno,
cisocimeno, trans-ocimeno, terpineol, a-guaieno, camfeno,
fencheno, a-humuleno y otros (lactonas, aldehidos, acidos,
sesquiterpenos, esteres y alcoholes alifaticos)

Minerales: potasio, cobre, zinc, manganeso, hierro, selenio

Fuente: S. M. R. Ribeiro y Schieber (2010)

Los compuestos fendlicos son considerados compuestos antioxidantes, ya que tienen

la capacidad de retrasar o prevenir la oxidacién del sustrato, muchos estudios han

demostrado que dichos compuestos reducen la oxidacion in-vitro de lipoproteinas de

baja densidad y/o atrapan los radicales libres responsables de la oxidacion lipidica y del

dafo celular (Halliwell y Gutteridge, 1995; Moure et al., 2001). En la tabla 3 se pueden

observar los compuestos fendlicos identificados en la piel de mango.



Tabla 3. Compuestos fendlicos identificados en piel de mango (mg/kg en base seca)

Compuesto Cantidad
Mangiferina 1690.4 + 134.8
Isomangiferina 1345+1.9
Mangiferina galato 321.9+24.4
Isomangiferina galato 82.0+7.8
Quercetina 3-O- galactosido 651.2 +44.1
Quercetina 3-O- glucésido 557.7 + 39.7
Quercetina 3-O- xilésido 207.3+14.3
Quercetina 3-O- arabinopirandsido 101.5+10.0
Quercetina 3-O- arabinofurandsido 103.6 £ 8.0
Quercetina 3-O- ramnoésido 20.1+1.5
Quercetina 3-O- glucésido 36.0+2.2

Quercetina 3-O- galactdsido/ glucésido 94.4 +6.3

Quercetina 65.3+7.1
Acido eleagico n.d.
Total 4066,0 + 151,1

Fuente: Berardini, Knddler, et al. (2005)

La presencia de muchos de estos compuestos bioactivos en el mango brindan
beneficios en la salud, segin M. Robles-Sanchez et al. (2007) reducen el estrés
oxidativo y los niveles de triglicéridos en plasma, previenen enfermedades
cardiovasculares y neurodegenerativas (Lim, Lim, y Tee, 2007; Manach, Williamson,
Morand, Scalbert, y Rémésy, 2005).

La capacidad funcional que presentan los subproductos, por ser ricos en compuestos
bioactivos, ha generado que se realicen estudios como fuente natural y alternativa de
antioxidantes para uso en alimentos, tales como galletas, aceites vegetales, papas fritas,
mantequilla de bdfalo (Abdalla, Darwish, Ayad, y El-Hamahmy, 2007; Ajila, Leelavathi,
y Prasada Rao, 2008; Arogba, 1999; Ortega Ledn, 2015; Puravankara, Boghra, y
Sharma, 2000).

Para llevar a cabo el aprovechamiento de los subproductos es importante conocer si
constituyen una buena fuente de compuestos bioactivos, lo cual se evidencia por las

investigaciones realizadas, en conocimiento de esto se debe separar los compuestos
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bioactivos presentes, y a través de las diferentes tecnologias se les da un tratamiento

que permita asi generar un valor agregado al trabajo agroindustrial.

1.3. Atomizacion

El secado por atomizacién o conocido también como secado por aspersion es una
operacion unitaria, que es capaz de transformar una disolucion, una emulsion, una
suspension o una dispersion liquida en un producto totalmente seco. En esta operacion
la solucion liquida se atomiza en una corriente de gas caliente que generalmente es
aire, en donde las particulas caen en forma de finas gotas que al estar en contacto con
este gas evaporan el agua reduciendo su tamafio (figura 5) para obtener

instantaneamente un polvo seco (Angeles Martinez, 2009; Miravet Valero, 2009).

Solucién Aire

liquida caliente
\ 4 v

Figura 5. Esquema del proceso de secado por atomizacién
Elaboracion: La autora

La atomizacién es usada en la industria alimentaria, para alimentos como leche, suero,
zumos de frutas, cafés solubles, entre otros, y también es usado para el secado de
productos agro-quimicos, biotecnoldgicos, quimicos, farmacos, ya que se obtienen
polvos de buena calidad, baja actividad de agua, haciéndolos productos de facil manejo

y transportacion (Alamilla, 2001).
De forma general el secado por aspersion consiste en cuatro etapas, que son:

a. Atomizacion de la solucién

Esta operacion consiste en dispersar un liquido en pequefias gotas finas y se puede

llevar a cabo empleando diversas formas de energia, mientras mas alta es la energia
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para la dispersién, mas pequefias son las gotitas generadas. En esta etapa se crea una
superficie maxima posible de transferencia de calor entre el aire seco y el liquido con el
fin de lograr la evaporacion y optimizar la transferencia de masa. Cuanto mas pequenas
sean las gotas, mayor la superficie y mas facil la evaporacion y consecuentemente una

mayor eficiencia térmica (Masters, 1985; Mujumdar, 1995).

b. Contacto aire caliente-gota

Cuando el liquido es atomizado dentro de la camara de secado la gota se pone en
contacto con el aire y sigue la trayectoria de la corriente de aire. Existen tres formas
(figura 6) basicas de contacto con el aire caliente-gota de acuerdo con la posicion del
atomizador en comparacion con el distribuidor de aire caliente y estas son flujo en
paralelo o co-corriente, flujo en contracorriente y mixto (Filkova, Huang, y Mujumdar,
2006).

Flujo en paralelo Flujo a contracorriente
ntrad Entrada Salida
Producto Aire
Producto Aire
1]
Flujo de aire Flujo de aire
Ent+ada —> Salida
Salid aire Producto
Aire Producto
Entrada
Aire
1

v

Flujo de aire T T
Entrada —>KSaIida
Producto Aire Producto
Flujo mixto

Figura 6. Formas de contacto aire caliente-gota
Elaboracion: La autora

c. Evaporacion del agua

Como el aire dentro de la camara es previamente calentado a la temperatura de secado

requerida se produce transferencia de calor hacia la gota y transferencia de masa hacia
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el aire, debido a lo cual se evapora el agua contenida en la dilucion atomizada, la
velocidad de secado y el tiempo requerido para el secado dependen de la temperatura
del aire de secado, el coeficiente de transferencia de calor, y el diametro de la gota a
secar (Alamilla, 2001).

d. Recuperacion del producto

Esta es la fase en la cual se lleva a cabo el paso de las particulas y el aire que las
acompafia a través de un compartimiento con una forma caracteristica denominado
ciclon. Dentro del cicldn la fuerza centrifuga se utiliza para mover las particulas hacia la
pared y para separarlas del aire alrededor del eje. El aire y las particulas avanzan
formando una espiral hacia abajo del ciclon. De acuerdo con las fuerzas de inercia las
particulas se separan del aire al chocar con la pared del ciclén. Estos ciclones tienen un
vaso de recogida en su parte inferior que recibe las particulas. Por la parte superior del
ciclén sale el flujo de aire limpio que ya no contiene particulas de producto siguiendo un

sentido ascendente (Masters, 1985).

1.3.1. Estudios previos del atomizado

En la actualidad la tecnologia de atomizacién esta siendo base de muchas pruebas y
estudios en diferentes matrices o productos, en la tabla 5 se muestran algunos de los

estudios realizados usando esta tecnologia.
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Estudio

Optimizacion del secado por aspersion
de mucilago de pitahaya (Hylocereus
undatus) en funcién de sus propiedades

reoldgicas.

Secado por atomizacion del jugo de la

cafa de azlcar

Efecto térmico del secado por aspersion
sobre los metabolitos antioxidantes de la
mollisima

Curuba Larga (Passiflora

baley).

Secado por atomizacién de zumo de

granada.

Tabla 4. Estudios de secado por atomizacion

Condiciones estudiadas

Temperatura de entrada 130-170°Cy
flujo de alimentacion de 2.2 a 3.6 L/h
y la velocidad del atomizacion de
16000 a 22000 rpm.

Temperatura de entrada de aire 130-
140°c y concentracién de jugo 40-
45-50°Brix.

Velocidad de aspersion 22000 rpm,
temperatura de entrada del aire seco
170 °C y temperatura de salida del
aire 90 °C.

Temperatura de entrada 120°C vy
200°C. Caudal atomizado 10-90%

Rendimiento de atomizados

Temperatura de aire de entrada 130
°C, flujo de alimentacion de 2.9 L/h, y
Velocidad de atomizacion de 19000
rpm.

Temperatura de aire de entrada
130°C, temperatura de aire de salida
85°C, 40°Brix,
60.18%

con rendimiento
Con el secado por aspersion la
actividad antioxidante determinada
con las técnicas DPPH, ABTS Y
ORAC se redujo en un 22.7, 158 y

17.9 %, respectivamente.

Temperatura de entrada 160°C vy

caudal atomizado 10%.

Referencia

Garcia Cruz (2011)

Guzman Gil y Castafio
Castrillon (2002)

Zapata,
Cortes (2015)

Rojano, vy

Miravet Valero (2009)
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Optimization of spray drying conditions Temperatura de entrada 120- Temperatura de entrada 160°C, Igual, Ramires,
for lulo (Solanum quitoense L.) pulp 180°C,concentracion de  goma concentracién de goma arabiga 6.5% Mosquera, y Martinez-

arabiga 0-10% p/p, concentracion de y concentracion maltodextrina 9% Navarrete (2014)
maltodextrina 0-10% p/p
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1.3.2. Agente Encapsulante

El secado por atomizacion es aplicable a materiales sensibles al calor, ya que reduce
la posibilidad de degradacion por oxidacion y que sufran pérdida de aromas,
generalmente para este método de secado se usa materiales encapsulantes como
gomas naturales, almidones modificados o sus mezclas, los cuales son solutos de
alto peso molecular, la finalidad de encapsular es atrapar los ingredientes sensibles,
tales como compuestos volatiles de los aromas, en un soporte soélido para
incrementar su proteccion, reducir su evaporacion, facilitar su manipulacion y
controlar su liberaciéon durante la conservacion y aplicacién (Gouin, 2004; Reineccius,
2004; Vega-Mercado, Marcela Géngora-Nieto, y Barbosa-Canovas, 2001).

La goma arabiga es una exudacion gomosa seca que se obtiene del arbol de Acacia
perteneciente a la familia de las leguminosas, este agente encapsulante presenta
muchas caracteristicas que nos permite usarla en diferentes tipos de productos, entre
estas tenemos: habilidad para encapsular aromas, sabores, pesticidas, farmacos,
capacidad para enlazar moléculas de agua y grasa (propiedades emulsificantes),
efecto sobre la reologia y su textura; capacidad para formar geles y efectos sobre la

cristalizaciéon (Beristain, Azuara, Garcia, y Vernon-Carter, 1996).

En la investigacion de Naddaf, Avalo, y Oliveros (2012), se usé como encapsulante
la goma arabiga en el jugo de naranja al 2.5% p/p respecto al peso total de jugo, y
los resultados obtenidos determinaron que este encapsulante brindé mayor

proteccién a los azlcares y vitamina C.
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2. OBJETIVOS
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2.1. Propdsito u objetivo general de la investigacion

Facilitar la transformacién industrial de ingredientes bioactivos inocuos, como los
antioxidantes de los subproductos del mango (Mangifera indica L.) mediante tecnologia
de atomizacion.

2.2. Componente u objetivo especifico de la investigacion
< Obtener extractos con alta capacidad antioxidante a partir de subproductos de

mango.

X3

25

Optimizar la recuperacion de antioxidantes en forma de polvo obtenidos por

atomizacion.

X3

25

Evaluar la capacidad antioxidante y el contenido de fenoles totales de los

extractos en forma de polvo luego del proceso de atomizacion.
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3. MATERIALES Y METODOS
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3.1. Reactivos y equipos

3.1.1. Reactivos

/7

s Solventes para extraccién:

Etanol, metanol, acetona, agua destilada, acido clorhidrico 37%.
% En atomizacién:

Goma arabiga grado alimenticio (Tecnoaustral).

« Actividad antioxidante:

Método ABTS: 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (Sigma), persulfato de
potasio (Sigma-Aldrich), &cido 6-hidroxi-(2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico), trolox
(Aldrich Chemistry).

Método DPPH: 2,2-difenil-2-picrilhidrazilo  (Sigma), é&cido 6-hidroxi-(2,5,7,8-
tetrametilcromano-2-carboxilico), trolox (Aldrich Chemistry).

Método FRAP: 2, 4, 6-tri-(2piridil-s-triazina) (TPTZ) (Sigma), acetato de sodio
trinidratado, cloruro de hierro hexahidratado (Merck), acido clorhidrico (Sigma-Aldrich),
acido acético glacial (Merck), acido 6-hidroxi-(2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico),
trolox (Aldrich).

Método Fenoles totales: Folin-Ciocalteu 2N (Sigma-Aldrich), carbonato de sodio
anhidro p.a. (Merck), acido géalico monohidratado (Sigma).

3.1.2. Equipos utilizados
% Estufa de tiro forzado Coler Parmer
% Estufa de vacio Lab Companion OV-12
% Molino de discos Oster
% Juego de tamices FRITSCH GMBH
% Balanza analitica Ohaus Analytical Plus AP250D
% Refractometro Mettler Toleto
< pH-metro digital Mettler Toledo
« Agitador magnético
Agitador horizontal GFL 3018
Rotavapor Buchi R-200

Espectrofotometro Visible 6400 Jenway

X3

%

X3

%

X3

%

X3

%

Micropipetas Boeco
Mini Spray Dryer BUCHI B-290

.0
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s Centrifuga CLAY ADAMS Brand DYNAC 0101 (Becton, Dickinson and
Company, MD, USA)
% Colorimetro mévil CR-14 Konica Minolta

3.2. Materia primay su caracterizacion

Esta investigacion se realiz6 en el laboratorio de alimentos de la Universidad Técnica
Particular de Loja, durante el mes de noviembre del 2015 hasta el mes de abril del 2016.
Como materia prima se utilizaron frutos de mango de variedad Tommy Atkins

procedentes de la provincia de Guayas cantén Duran.

La caracterizacion de la materia prima se realizé con la finalidad de estandarizar la
practica en la industria y con esto minimizar el efecto de los cambios fisicos, fisiol6gicos
y quimicos sobre los resultados; los analisis realizados fueron: humedad, pH, color,

acidez, °Brix e indice de madurez, como se detallan a continuacion:

3.2.1. Determinacion de humedad
El contenido de humedad del mango fresco se determin6 en base a la técnica AOAC
934.06 (Horwitz y Latimer, 2005). Este método gravimétrico fue realizado en una estufa
a vacio; aproximadamente se pesaron 5 g de muestra en una cépsula de porcelana y
fue llevada a 70°C + 1°C (13.3 KPa) y se mantuvo hasta alcanzar peso constante. Para
cada verificacion de peso se dejaron enfriar en un desecador y se pesaron nuevamente,
se realiz6 este procedimiento para la pulpa y corteza por separado, el resultado se

obtuvo por diferencia de pesos, como lo muestra la siguiente ecuacion:

% Humedad = peso mlctal.—?ie.so final +100 Ec. (l)
peso inicial

El andlisis se realizd por triplicado y el resultado se expresé como el valor promedio +

desviacion estandar.

3.2.2. Determinacién de pH
Para determinar el pH de las muestras se sigui6 el procedimiento de acuerdo a la Norma
Técnica Ecuatoriana INEN 389 (INEN,1985), para esta determinacién se us6 un pH-
metro digital, previamente calibrado con buffer pH 4.01 — 7.00. Se pesaron 10 g de
muestra fresca de mango y se mezclaron con 100 ml de agua, se introdujo el pH- metro
digital y se midi6, todas las medidas se realizaron por triplicado y a temperatura

ambiente (24°C), el resultado se expres6 como valor promedio * desviacion estandar.
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3.2.3. Determinacién de color
Para determinar el color de las muestras se utilizé un colorimetro con sensor 6ptico en
el sistema Yxy, que luego fueron transformadas al sistema de color CIE, L*, a*, b*. El

angulo de tono (h°) y el croma (C*) fueron calculados segun las ecuaciones:

*

h° = arctg % Ec. (2).

C* = (a2 + b*2)V/2 Ec. (3).

En donde L* es la coordenada espacial que indica la luminosidad 0 para negro y 100
para blanco, a* el cambio entre rojo y verde (+ a indica rojo, - a indica verde) y b* el
cambio entre azul y amarillo (+ b indica amarillo, - b indica azul, a partir de estas
coordenadas de color se determinaron las magnitudes psicofisicas croma C* que indica
la intensidad de color y h° que indica la percepcién de color (Salinas-Hernandez,

Gonzalez-Aguilar, y Tiznado-Hernandez, 2015) .

3.2.4. Determinacion de acidez
Para la determinacién de acidez titulable se sigui6é el procedimiento descrito en el
método oficial AOAC 942.15 (Horwitz y Latimer, 2005), para el cual se utilizaron 5 g de
muestra diluidos en 25 mL de agua destilada, y se adicionaron 4 gotas de fenolftaleina,
se homogenizé y esta mezcla se titulé con hidroxido de sodio 0.1 N, hasta alcanzar un
pH de 8.3 (viraje de la fenolftaleina). El porcentaje de acidez se expresé como porcentaje

de &cido citrico (a4cido predominante) utilizando la ecuacién:

, Volumen de hidroxido gastado* Normalidad real¥meq del acido citrico*100
% Acidez = g 1

Ec. (4).

Peso de muestrax0.1

3.2.5. Determinacion de sélidos soluble totales
Para esta determinacion se utilizé un refractobmetro, colocando de 1 a 2 dos gotas del
zumo de mango y midiendo en la escala superior el indice de refraccién, el resultado se

expreso segun la Norma Técnica Ecuatoriana INEN 380 (INEN, 1985) como °Brix.

3.2.6. Determinacion del indice de madurez
Para determinar el indice de madurez segin como esta definido del cociente entre °Brix
y la acidez titulable, se usaron los resultados anteriores para su determinacion y se us6
la siguiente ecuacion:

°Brix

IM = -
%Acidez

Ec. (5)
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3.3. Preparacion de materia prima para extracciéon

3.3.1. Procesado de la fruta fresca para obtencion de los subproductos

(cortezas).

La materia prima fue desinfectada mediante lavado con una solucién de hipoclorito a
una concentracién de 80 ppm durante un tiempo de 3 min (Garmendia y Méndez, 2006),
luego se realiz6 un escaldado a temperatura de ebullicion (T 100°C) por 3 min
(Paltrinieri, Marco, y de Marco R Meyer, 1989), las cortezas se cortaron en tiras de
aproximadamente 5 cm, y seguido se fueron retirando y separando los excesos de pulpa

adherida. El diagrama del proceso se muestra en el Anexo 1.

3.3.2. Preparacion de polvos tamizados.
La deshidratacion de los subproductos se realizd en una estufa de conveccion forzada
a una temperatura de 60 °C hasta alcanzar una humedad menor al 10% durante 17
horas (Oti-Boateng, P y Barrie, A, 1998), y se almacenaron en congelacion para después
realizarles una reduccién de tamafio de particula usando un molino de cuchillas,
trabajando en ciclos de 100 g de muestra por 30 segundos por las altas velocidades de
corte entre cuchillay particula para evitar que se produzca un estrés térmico y la muestra
se deteriore. Una vez terminada la reduccion de tamafio de particula se tamiz6 utilizando
tamices metdlicos, la fraccidn utilizada tuvo un tamafio de particula entre 250 — 200 pm
(figura 7) (Pérez-Jiménez y Saura-Calixto, 2007), finalmente las muestras se
almacenaron en fundas plasticas a temperaturas de -20°C hasta su analisis. El diagrama

del proceso se muestra en el Anexo 2.

Figura 7. Polvos tamizados (250 — 200 pm)
Fuente: La autora
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3.4. Extraccién de antioxidantes para muestras frescas, escaldadas y polvos
tamizados
Esta extraccion se realizd por extraccion soélido-liquido como se describe en literatura
(Pérez-Jiménez y Saura-Calixto, 2007), con variacion en el peso de la muestra, se
pesaron 2.5 g de muestra y se adicionaron 20 mL de metanol/agua (50:50 v/v)
acidificados con HCI 2N (pH 2), esta mezcla se agit6 en un agitador horizontal durante
1h. Se centrifug0 y se separo el sobrenadante, mientras que al residuo se le realiz6 una
segunda extraccion con 20 mL de acetona/agua (70:30 v/v) y se volvié a agitar durante
1h. Tras centrifugar, ambos sobrenadantes (figura 8) se combinaron. El diagrama del

proceso se muestra en el Anexo 3.

Figura 8. Sobrenadantes combinados
Fuente: La autora

3.5. Atomizacion

3.5.1. Extraccion de antioxidantes

Esta extraccion se realizd por extraccion solido- liquido como se describe en literatura
(Schieber, Berardini, & Carle, 2003), con algunas modificaciones, se pesaron 100 g de
polvo de subproducto de mango y se le adicioné la soluciéon acuosa de etanol al 80%
v/v en relacion 1:10 (peso/volumen) de acuerdo al peso del subproducto, se adicion6 1
g de acido ascorbico y se agitdé en un agitador magnético por 6 h a temperatura
ambiente (T 25 °C), se centrifugd por 15 min a 2800 rpm y se separé el sobrenadante,
mientras que el residuo fue usado en una segunda extraccion con etanol a las mismas
condiciones y en la misma relacién, se agité en un agitador magnético por media hora 'y
se centrifugd, los sobrenadantes se unieron, y los residuos se guardaron en
congelacion. El etanol contenido en los extractos se evapord (figura 10) en un
rotaevaporador al vacio a una temperatura entre 45- 50°C. El diagrama del proceso se

muestra en el Anexo 4.
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Figura 9. Extracto rotaevaporado
Fuente: La autora

Se establecieron tres concentraciones de sélidos solubles 10, 6 y 2 % para los extractos
acuosos. El material encapsulante usado fue goma arabiga, esta se adicion6 segun el
contenido de solidos de los extractos acuosos en una relacion 1:2 (peso/peso), por lo
tanto, los polvos Unicamente contienen 33.33% de extracto. Los polvos obtenidos de
los diferentes tratamientos aplicados fueron empacados al vacio en fundas laminadas y
almacenados en refrigeracion, para los analisis posteriores. El diagrama del proceso se
muestra en el anexo 5.

3.5.2. Proceso de atomizacién
La atomizacién se llevd a cabo en un Mini Spray Dryer (BUCHI B-290), este equipo
funciona en flujo paralelo, es decir, el producto pulverizado y el aire seco se desplazan
en el mismo sentido, obteniendo particulas en un rango que varia ente 1-25 ym. En la
figura 11 se muestra el esquema del equipo y la descripcion de cada uno de sus

componentes.

1. Calefaccion eléctrica, calienta el aire de entrada, a

través de una resistencia eléctrica

atomizado y aire, y el ciclon.

corriente de aire.

finas.

necesaria para el secado
7. Recogedor de atomizado.

Figura 10. Esquema de un Mini Spray Dryer BUCHI B-290
Elaboracion: La autora
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2. Tobera (1.5 mm) con sistema de inyector, para la
dispersion de la solucion en forma de gotas finas.
3. Camara de secado, recibe el producto atomizado
por la tobera o boquilla. El cilindro de pulverizacién
sirve de enlace entre la entrada de producto

4. Ciclon para separar el producto (polvo) de la
5. Filtro de salida, para limpiar el aire de particulas

6. Aspirador, el cual genera la corriente de aire



3.5.3. Disefio experimental

Se usaron como variables independientes la temperatura de entrada 120-160 °C, flujo
de solucién 2.5 — 12.5 mL/min expresado como porcentaje de bomba 10 - 40%,
concentracion de sélidos en solucién 2, 6 y 10% p/v y flujo de aire 246 — 473 L gas/hora

que expresado como altura del rotametro 20-40 mm.

Para estudiar el efecto de estas variables se usé la metodologia de superficie de
respuesta, con un disefio Droper-Lin, disefio experimental cuadratico centrado en las
caras con una réplica y tres puntos centrales, el mismo que propuso 38 combinaciones
gque se muestran en el Anexo 6. Ademas, se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA)
con un nivel de significancia de 95% (p< 0.05) y graficas de efectos principales y de
contornos de la superficie de respuesta estimada, para cada una de las variables
respuestas. Todo este andlisis se realizé en el software Statgraphics 16.1 ®.

3.6. Determinacidn de actividad antioxidante y fenoles totales

Para determinar la actividad antioxidante se emplearon tres métodos: DPPH, ABTS y
FRAP con la finalidad de obtener un mejor conocimiento de la actividad antioxidante
contenida en las muestras; en el caso del ensayo de fenoles totales se realizé para
evaluar el indice global de compuestos antioxidantes (Pérez-Jiménez y Saura-Calixto,
2007).

Para realizar las curvas de calibracién de los métodos que determinaron actividad
antioxidante se us6 como estandar de referencia el reactivo trolox en concentraciones
de 25, 50, 100, 200, 400, 600 y 800 uM y para fenoles totales acido galico en
concentraciones de 0, 9.75, 19.5,39, 58.5, 78, 97.5, 117, 136.5, 156 mg AG/L.

Se usaron los mismos métodos para los extractos de las muestras frescas, escaldadas,
polvos tamizados y polvos atomizados, los resultados se expresaron en uM ET/g
muestra BS, mg EAG/100g muestra BS, uM ET/g de extracto, mg GAE/100g de extracto
y uM ET/g atomizado y mg GAE/100g de atomizado.

El esquema de preparacion de las diluciones para hacer la curva de calibracion de trolox

se muestra en el anexo 8.

Las curvas de calibracion fueron realizadas una diferente para cada analisis en todos

los métodos.
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3.6.1. Método DPPH

El ensayo de DPPH se realiz6 siguiendo la técnica descrita por Brand-Williams, Cuvelier,
y Berset (1995), con algunas modificaciones descritas por Thaipong, Boonprakob,
Crosby, Cisneros-Zevallos, y Byrne (2006). Se prepard una solucion de DPPH con
absorbancia de 1.1 + 0.02 unidades a una longitud de onda de 515 nm en un
espectrometro UV. Se uso la curva estdndar de trolox con las concentraciones entre 25
— 800 uM. De cada concentracidn, asi como de cada muestra se tomaron 150 L, se
adicionaron 2.85 mL de la solucion de DPPH se homogeniz6 y se dej6 reaccionar por
24 horas a temperatura ambiente y en la oscuridad, una vez transcurridas las 24 horas
se midi6 absorbancia a una longitud de onda de 515 nm. El esquema, un ejemplo de la
curva de calibracion obtenida y los calculos para este método se muestran en el Anexo
9.

3.6.2. Método ABTS
Se empled la técnica de Arnao, Cano, y Acosta (2001) con algunos ajustes descritos por
Thaipong et al. (2006). Para este método se prepararon dos soluciones: ABTS (7.4mM)
y persulfato de potasio (2.6 mM), la mezcla de estas dos soluciones se denominé
solucion madre de ABTS la cual tiene un tiempo de reaccion de 12 horas previas a su
uso, se preparé la solucién de trabajo para la cual se mezclé 1 mL de soluciéon madre
con aproximadamente 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. De cada
concentracion, asi como de cada muestra se tomaron 150 uL, se adicionaron 2.85 mL
de la solucién trabajo de ABTS y se dejo reaccionar por 2 horas a temperatura ambiente
y en la oscuridad, una vez transcurridas las 2 horas se midié absorbancia a una longitud
de onda de 734 nm. El esquema, un ejemplo de la curva de calibracién obtenida y los

calculos para este método se muestran en el Anexo 10.

3.6.3. Método FRAP
Este método se realiz6 siguiendo la técnica descrita por Benzie y Strain (1996) con
algunas modificaciones descritas por Thaipong et al. (2006). Se prepararon tres
soluciones: (A) buffer acetato pH 3.6, (B) solucion TPTZ y (C) solucién de cloruro férrico
estas se mezclaron en cantidades de 25, 2.5y 2.5 mL respectivamente y se calenté la
mezcla a 37°C para obtener la solucion de trabajo. Se usé la curva estandar de trolox
con las concentraciones entre 25 — 800 uM. De cada concentracion, asi como de cada
muestra se tomaron 150 uL, se adiciond 2.85 mL de la solucion trabajo de FRAP y se
dej6 reaccionar por 30 min a temperatura ambiente y en la oscuridad, una vez

transcurridas los 30 min se midié absorbancia a una longitud de onda de 593 nm. El
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esquema, un ejemplo de la curva de calibracién obtenida y los célculos para este método

se muestran en el Anexo 11.

3.6.4. Determinacion de fenoles totales
En la determinacion de la concentracion de fenoles totales se utilizé el método de Folin-
Ciocalteu, adaptado por Swain y Hillis (1959) y modificado por Thaipong et al. (2006).
Se prepar6 una solucién a 0.25 N de Folin-Ciocalteu, y una solucion de carbonato de

sodioa 1l N.

Para preparar la curva estandar de acido gélico se prepar6 una solucibn madre a una
concentracion de 2000 ppm y de esta se tomaron alicuotas de 0,0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4

0.5, 0.6, 0.7, 0.8 mL aforados a 10 mL para la curva de calibracion.

Tanto para la curva estdndar como para las muestras se tomaron 150 uL, 2400 pL de
agua destilada y 150 uL de folin 0.25N y se agité por 2 minutos, se dejo reaccionar por
3 minutos y luego se agregaron 300 uL de carbonato de sodio (1N) se dejo reposar por
2 horas en oscuridad, una vez transcurrido este tiempo se midié absorbancia a una

longitud de onda de 725 nm. Este procedimiento se muestra en el Anexo 12.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1. Caracterizacion de la materia prima

El mango es una fruta climatérica, es decir se cosecha en madurez fisioldgica y se deja
madurar a temperatura ambiente o condiciones controladas hasta que alcanza una
madurez de consumo, debido a esto es importante que antes de la obtencion del
subproducto se determine el estado de madurez de la fruta realizando la caracterizacion

mediante analisis fisico-quimico de la misma (Gonzalez y Gonzalez, 2010).

La caracterizacion de mangos frescos de la variedad Tommy Atkins se realiz
homogenizando 2 diferentes lotes, los datos se detallan en la tabla 6, conjuntamente
con datos de referencia de una estudio realizado a la misma variedad de la fruta
(Carrera, Mark, y Gil, 2008).

Tabla 5. Caracteristicas fisico- quimicas de la muestra

Propiedades Valor numérico Referencia
% Humedad 79.86 = 1,245 78.68
% Acidez 0.30 (ac. Citrico) + 0.16 0.23
°Brix 10+ 0.42 8.33
pH 4.74 + 0.23 3.70
indice de 38.39 +18.10 36.22
madurez
L* 3.3+0,14
a* 5.35+0.35
Color b* 72.25+ 1.77 NR
Cc* 7245+ 1.77
h° 274.25+0.35

NR: Sin referencia

En la comparacién que se realiz6 entre los resultados obtenidos en la experimentacion
y los resultados tomados como referencia se pudo notar que presentan caracteristicas
similares, es decir se encuentran en valores muy cercanos, sin embargo, si hay

variaciones las mismas que se podrian atribuir a el estado de la fruta usada.

El color es otra propiedad que se evalué, los valores corresponden a la corteza o
exocarpio de los mangos frescos, en la etapa de maduracién el color es una de las
caracteristicas fisicoquimicas mas importantes, debido a que es en esta etapa en la cual
los compuestos quimicos como las clorofilas responsables del color verde, con el paso
del tiempo reaccionan y se van degradando, permitiendo a los carotenoides
responsables del color amarillo, que absorban luz del espectro visible y por tanto la

transmitan a la longitud de onda propia del color amarillo (Jha, Chopra, y Kingsly, 2007).

Segun Salinas-Hernandez (2015) en el sistema de color CIE L*, a*, b* la coordenada

espacial L indica la luminosidad la misma que para la muestra dio un valor de 3.3 es
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decir esta mas cerca del 0 que indica negro o en este caso mas obscuro, para la
coordenada a* se tuvo un valor de 5.35 positivo que tiende al rojo, y para b* se tuvo un
valor de 72.25 positivo lo cual tiende a amarillo, ademas se determinaron las magnitudes
psicofisicas croma C* con un valor de 72.45 que indica la intensidad de color y h° con

un valor de 274.25 que indica la percepcion de color.

4.2. Actividad antioxidante y fenoles totales determinados para muestras
frescas, escaldadas y polvos tamizados

En latabla 7 se describen los resultados obtenidos a partir de los métodos: DPPH, ABTS

y FRAP, mientras que en la tabla 8 se describen los resultados correspondientes al

contenido de fenoles totales determinados por el método de Folin-Ciocalteu.

Los resultados para los métodos que determinan la actividad antioxidante se presentan
en dos unidades que son micromoles equivalentes de trolox por gramo de extracto (UM
ET/g ext) y micromoles equivalentes de trolox por gramo de muestra en base seca (UM
ET/g muestra BS), y para el método que determina el contenido de fenoles totales los
resultados obtenidos se presentan en miligramos equivalentes de acido galico por 100
gramos de extracto (mg EAG/100g ext) y miligramos equivalentes de acido galico por
100 gramos de muestra en base seca (mg EAG/100g BS), esto con la finalidad de una

mejor comparacién con referencias bibliograficas.

Tabla 6. Resultados de la actividad antioxidante para extractos de muestras frescas,
escaldadas y polvos tamizados

DPPH ABTS FRAP
Muestra UM ET/g ext UM ET/g ext UM ET/g ext
Escaldado 388.43 + 66.09 @ 281.16+ 24.99 2 132.54 + 18.95 @
Fresco 672.18 +37.20 " 694.35 + 33.39 P 378.93+31.47°
Polvos tamizados 903.40 + 13.37 ¢ 1070.24 + 71.07 © 468.78 + 8.93 ¢
UM ET/g Muestra BS UM ET/g muestra BS UM ET/g muestra BS
Escaldado 31.66 +4.672 22.99+2572 12.01+0.152
Fresco 50.20 + 3.16 ° 51.83+17.21° 28.23+0.27°
Polvos tamizados 141.57 +17.09 € 202.71 +10.61°¢ 76.65+9.19°

Tabla 7. Resultados de fenoles totales

Fenoles totales

Muestra mg EAG/100g ext mg EAG/100g BS
Escaldado 2924.65 +407.952 238.49+27.802
Fresco 4334.67 + 426.37°" 340.22 +31.43°
Polvos tamizados 5511.04 + 223.68 © 898.41+54.40 ©
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Se realizé la determinacion de la actividad antioxidante y el contenido de fenoles totales
de los extractos de la materia prima en estos tres estados para determinar como varia

esta actividad de acuerdo a la transformacién fisica que se le da a la muestra.

Los resultados indican que los extractos de los polvos tamizados presentaron valores
estadisticamente (p< 0.05) mayores de actividad antioxidante y contenido de fenoles
totales con respecto a los extractos de las muestras frescas y escaldadas lo que indica
gue el pre- tratamiento que se le da a las muestras mejora la extraccién, debido a que
al eliminar el contenido de agua presente en la muestra estamos reduciendo la
probabilidad de que ocurran reacciones enzimaticas y quimicas en los compuestos
bioactivos que alteren su cantidad, ademas esta es una manera de conseguir mantener
el contenido de compuestos bioactivos del material de partida (Gonzélez y Gonzalez,
2010).

Rojas Jiménez (2014), en su investigacion reportd actividad antioxidante para la piel de
mango usando la misma metodologia metanol- agua y acetona- agua, la cuantificacion
se realiz6 por los métodos ABTS, y FRAP, los valores reportados fueron 339 uMol de
ET/g muestra BS, 67 uMol ET/g BS respectivamente, comparando estos resultados con
los obtenidos en esta investigacion como se observa en la tabla 7, se determiné una
actividad antioxidante para ABTS de 202.71 uMol ET/g BS y para FRAP 76.65 uMol
ET/g BS. De acuerdo a los resultados obtenidos se puede evidenciar que estos valores
se encuentran relacionados, sin embargo, las variaciones podrian deberse a los factores
gue afectan de forma importante a la composicién de los compuestos bioactivos que
dan las propiedades antioxidantes, entre estos estan la variedad de la fruta que, aunque
en esta investigacion y la de Rojas Jiménez (2014) es la misma, depende de otros

factores como estado de madurez y procedencia de la fruta.

En cuanto al contenido de fenoles totales Martinez et al. (2012) reportaron un contenido
de 546 mg AG/100 g muestra, a pesar de que en esta investigacién se uso6 la misma
metodologia, el contenido de fenoles totales fue mayor, con un valor de 898.41 mg
AG/100 g muestra BS.
4.3. Atomizacion

4.3.1. Actividad antioxidante y fenoles totales determinados para extractos

a atomizar

Las tablas 9 y 10 muestran los resultados obtenidos en cuanto a la actividad antioxidante

y el contenido de fenoles totales de los extractos acuosos antes de ser atomizados.
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Tabla 8. Resultados de la actividad antioxidante para extractos antes de ser atomizados

DPPH ABTS FRAP
Muestra UM ET/g ext UM ET/g ext UM ET/g ext
911.51 £ 24.99 987.19 £ 17.37 664.34 +£ 48.94
EX;%%?ngra UM ET/g MuestraBS uM ET/g muestraBS  pM ET/g muestra BS
415.81 + 11.40 450.33 = 7.92 303.05 £ 22.33

Tabla 9. Resultados de contenido de fenoles totales para extractos a atomizar

Muestra Fenoles totales
Extracto para mg EAG/100g ext mg EAG/100g BS
atomizar 10046.32 + 1472.384 4213.64 + 290.12

La actividad antioxidante y el contenido de fenoles totales depende de muchos factores
entre los que se puede mencionar estan la matriz que se esté utilizando, las
caracteristicas quimicas del disolvente, el tiempo de extraccién, y la relacién volumen
disolvente-muestra (Gonzéalez-Montelongo, Lobo, y Gonzalez, 2010; Gonzalez y
Gonzélez, 2010).

Si comparamos los valores obtenidos para los extractos de los polvos tamizados (tablas
7y 8) con los obtenidos para los extractos antes de ser atomizados podemos determinar
que a pesar de ser la misma muestra de partida, los resultados de la cuantificacion son
estadisticamente (p< 0.05) iguales para DPPH y ABTS y diferentes para FRAP y fenoles
totales, esto se puede justificar tomando en cuenta que las condiciones en las que se
realizaron estas extracciones fueron diferentes ademas de usar diferentes

metodologias.

Segun Gonzélez y Gonzalez (2010), el etanol es uno de los solventes que puede extraer
mayor cantidad de compuestos fendlicos de matrices de frutas, y su mezcla con agua
hace la extracciébn mucho mejor, esta afirmacion justifica el elevado contenido de fenoles
totales determinados para los extractos antes de ser atomizados, sin embargo, este

aumento también puede estar influenciado por la presencia de compuesto co- extraidos.

En la investigacion de Ajila et al. (2007) se report6 un contenido de fenoles totales para
cascaras de mango maduro de 4631 mg EAG/ 100 g muestra BS y el contenido

determinado en esta investigacion fue de 4213.64 mg EAG/ 100 g muestra BS.

4.3.2. Evaluacion de producto atomizado

En la figura 11 se muestran los polvos atomizados obtenidos y en la tabla 11 se

presentan los datos de cada una de las variables independientes y los resultados
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obtenidos para las variables dependientes, las mismas que fueron las siguientes:
porcentaje de recuperacion, actividad antioxidante (DPPH, ABTS, FRAP) y contenido
fenoles totales (Folin-Ciocalteu), estos se llevaron a cabo de acuerdo al disefio

experimental descrito en la seccion 3.4.3

Figura 11. Polvos atomizados
Fuente: La autora
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Tabla 10. Resultados de evaluacion de productos atomizados

VARIABLES INDEPENDIENTES

Temperatura
°C
140
160
140
160
140
140
120
120
120
160
160
120
140
140
140
160
140
120
140

Flujo de
bomba

%
10
25
25
40
25
25
10
25
40
40
10
40
40
25
25
10
25
10
25

Conc.

Sélidos

%

10

10

10

10
6
10
2
2
6

Flujo de
aire
mm
30

30
20
20
30
30
40
30
40
40
40
20
30
30
40
20
30
20
30

Recuperacion

%
76.22 £ 2.20
67.06 +0.24
36.06 = 4.00
22.60+ 2.26
65.22 + 2.83
63.06 + 1.34
69.57 +£0.99
61.94 +0.55
54.63 £0.71
70.67 £ 3.77
65.83 £ 2.12
11.50+0.24
45.94 £ 2.75
59.00 £1.41
70.89 + 3.14
51.67 £0.09
64.83 £2.12
49.50 £1.18
63.83 +0.39

DPPH

UM ET/g atomizado

127.25 +0.24
128.83 £ 0.35
128.88 £ 0.18
126.71 £ 0.41
128.92 £ 0.24
128.46 £ 0.06
130.00 £ 0.35
129.83£0.12
129.58 £ 0.71
129.67 + 0.83
128.00 £ 0.59
108.79 + 0.29
111.33+0.71
116.04 £ 0.77
124.83 + 0.59
128.04 £ 0.30
127.67 £0.35
127.75 £ 0.35
112.92 £ 0.47

ABTS

UM ET/g atomizado

216.47 £1.89
21447 +£1.89
21797 +1.18
214.47 £5.42
214.05 £ 4.60
219.80£0.71
227.22 £2.48
215.55 £ 4.60
227.97 £ 3.06
235.13+4.24
214,72 £ 1.06
21430+ 1.41
231.55+0.35
224.72 £0.59
232.13+0.71
239.30 £ 0.47
228.05 +4.83
221.63 £12.49
254.30 £ 0.00

Los valores se expresan como n=2; + desviacion estandar de la muestra y el duplicado respectivamente

VARIABLES DEPENDIENTES
Actividad Antioxidante

FRAP

UM ET/g atomizado

111.86 £ 0.39
134.80 £ 0.36
112.71 £ 1.19
101.05 £ 0.96
126.82 £ 0.26
117.61 £ 0.87
117.89 £ 0.74
108.80 £ 0.80
107.77 £ 0.45
112.07 £ 0.10
109.02 £ 1.25
132.59 +1.03
144,61 +1.25
119.55+£0.32
120.41+0.71
118.02 £ 1.13
138.57 £1.32
14577 £ 0.71
121.16 £ 0.74

Contenido de Fenoles
Totales

mg AG/100 g atomizado
2105.68 + 8.04

2120.46 £ 19.29
2059.09 + 6.43
1815.91 + 9.64
2384.09 £ 9.64
1956.82 + 9.64
2355.68 + 27.32
2102.27 +19.29
2078.41 + 20.89
1979.55 + 19.29
2110.23 + 20.89
1456.82 + 16.07
2497.73 £ 22.50
1870.46 +12.86
2019.32 + 36.96
2437.50 + 33.75
2400.00 + 38.57
2321.59 + 14.46
1832.96 + 24.11
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4.3.3. Rendimiento
Con el andlisis de varianza se determind que las variables independientes que tienen
un efecto estadisticamente significativo (p<0.05) en el rendimiento fueron flujo de aire y
flujo de bomba. En la figura 12 se muestra la gréafica de los efectos principales para
rendimiento, se puede observar que hay mayor rendimiento a mayor flujo de aire y

menor flujo de bomba.

//\\

Temperatura Flujo de bomba
Flujo de aire Conc. sélidos

76

66

56

Rendimiento

46

36

Figura 12. Gréfica de efectos principales para rendimiento
Fuente: La autora

En la figura 13 se muestra la gréfica de contornos de la superficie de respuesta estimada
la cruz indica el punto en el que se localizan las condiciones que optimizan la variable
de rendimiento en un valor de 85.54%, siendo las condiciones de optimizacion de
temperatura a 120 °C, flujo de aire a 36 mm, flujo de bomba 10%, y concentracién de

sélidos en soluciéon 2%.
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Figura 13. Grafica de contornos de la superficie de respuesta estimada
Fuente: La autora

El rendimiento optimo obtenido es considerablemente alto, en los estudios de Lujan

Olivares (2013) y Guzméan Gil y Castafio Castrillébn (2002) obtuvieron rendimientos de
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91.88 y 60.18 % respectivamente, sin embargo, esta variable depende mucho de las
condiciones de atomizacién, del producto atomizado y ademas del material

encapsulante.

Esta variable es muy importante en el proceso desde el punto de vista econémico, ya
que determina la viabilidad del proceso, es decir si se obtiene mayor rendimiento

contribuiria a mayores ganancias en su posible utilizacion como método de secado.

4.3.4. Método DPPH
El andlisis de varianza determiné que las variables independientes que tienen un efecto
estadisticamente significativo (p<0.05) en esta variable respuesta fueron flujo de bomba

y concentracion de sélidos.

La figura 14 muestra la grafica de los efectos principales para DPPH, en esta se puede
observar que a mayor flujo de bomba menor cantidad de actividad antioxidante, asi

mismo en cuanto a la concentracion de soélidos si es mayor hay menor actividad

o

antioxidante.
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Figura 14. Gréfica de efectos principales para DPPH
Fuente: La autora

Para esta variable las condiciones que la optimizan fueron temperatura a 160 °C, flujo

de aire 20 mm, flujo de bomba 18 %, y concentracion de sélidos en solucién 2 %.
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Figura 15. Gréfica de contornos de la superficie de respuesta estimada
Fuente: La autora

La figura 15 muestra la grafica de contornos de la superficie de respuesta estimada, la
cruz indica el punto en el que se localizan estas condiciones optimizando la variable
DPPH en un valor de 147.47 uyM ET/g atomizado como se menciond este valor
corresponde al 33.33% pero en el 100% de extracto tendriamos un valor real de 442.45
MM ET/g ext si comparamos este valor con el obtenido en los extractos iniciales que fue
de 911.511 uM ET/g ext podriamos determinar que con el proceso de atomizado se

redujo la actividad antioxidante medida por este método en un 51.46%.

4.3.5. Método ABTS
Este método se usé al igual que el método anterior para determinar la actividad
antioxidante presente en los productos atomizados, segun el analisis de varianza las
variables independientes que tienen un efecto estadisticamente significativo (p<0.05)

sobre esta variable respuesta fueron flujo de bomba y concentracién de sélidos.

En la figura 16 se muestra la gréfica de los efectos principales para ABTS, en esta se
observa que a mayor flujo de bomba y mayor concentracién de solidos menor actividad

antioxidante determinada por este método.
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Figura 16. Grafica de efectos principales para ABTS

Fuente: La autora

Las condiciones que optimizaron esta variable respuesta fueron temperatura a 120 °C,

flujo de aire 34 mm, flujo de bomba 10% y concentracion de solidos en solucion 2 %.
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Fuente: La autora

La figura 17 muestra la gréfica de contornos de la superficie de respuesta estimada, la
cruz indica el punto en el que se localizan estas condiciones optimizando la variable
ABTS en un valor de 260.42 uM ET/g atomizado, que corresponde a 781.34 uM ET/g
ext, si comparado con el obtenido para los extractos iniciales que fue de 987.188 uM
ET/g ext, se puede determinar que con el proceso de atomizacién la actividad
antioxidante se redujo en un 21.04 %.

4.3.6. Método FRAP

Al igual que para los métodos anteriores este método determind la actividad antioxidante
presente en los productos atomizados, segun el analisis de varianza las variables
independientes que tienen un efecto estadisticamente significativo (p<0.05) sobre esta

variable respuesta fueron temperatura y concentracion de solidos.
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En la figura 18 se muestra la grafica de los efectos principales para FRAP, se puede
observar que a mayor temperatura hay mayor actividad antioxidante y en cuanto a la
concentracion de solidos si esta es menor serd mayor la actividad antioxidante

determinada.
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Figura 18. Grafica de efectos principales para FRAP
Fuente: La autora

Para esta variable respuesta las condiciones que la optimizaron fueron temperatura a
152°C, flujo de aire 20 mm, flujo de bomba 10%, y concentracién de solidos en solucion
2 %.
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Figura 19. Grafica de contornos de la superficie de respuesta estimada
Fuente: La autora

La figura 19 muestra la gréfica de contornos de la superficie de respuesta estimada, la
cruz indica el punto en el que se localizan estas condiciones optimizando la variable
FRAP en un valor de 151.70 uM ET/g atomizado, que corresponde a 455.15 uM ET/g
ext, haciendo una comparacién con el valor obtenido para los extractos iniciales que fue
de 664.337 uM ET/g ext, podemos determinar que con el proceso de atomizacion la

actividad antioxidante redujo en un 31.49 %.
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4.3.7. Fenoles totales
La variable respuesta de fenoles totales se determind para todos los productos
atomizados, segun el andlisis de varianza las variables independientes que tienen un
efecto estadisticamente significativo (p<0.05) sobre esta variable respuesta fueron flujo

de bomba y concentracion de sdlidos.

En la figura 20 se muestra la grafica de los efectos principales para fenoles totales, en
esta se observa que a menor flujo de bomba y concentracion de sélidos mayor cantidad

de fenoles totales determinados.
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Figura 20. Grafica de efectos principales para Fenoles totales
Fuente: La autora

Las condiciones que la optimizaron esta variable respuesta fueron temperatura a 160°C,

flujo de aire 25 mm, flujo de bomba 10%, y concentracion de sélidos en solucion 2 %.
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Figura 21. Grafica de contornos de la superficie de respuesta estimada
Fuente: La autora

La figura 21 muestra la grafica de contornos de la superficie de respuesta estimada, la
cruz indica el punto en el que se localizan estas condiciones optimizando la variable de
fenoles totales en un valor de 2900.95 mg EAGI/100 g atomizado, que corresponde a

8703.72 mg EAG/100 g ext, comparando este valor con el obtenido para los extractos
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iniciales que fue de 10046.32 mg EAG/100 g ext se puede determinar que el contenido

de fenoles totales se redujo en un 13.36 %.

Segun los resultados obtenidos con el proceso de atomizacion hay una reduccién en
cuanto a la actividad antioxidante y el contenido de fenoles totales en diferentes
porcentajes de acuerdo al método utilizado, esto se debe a que en el secado por
atomizacién hay un contacto de forma directa entre el calor y la muestra lo cual provoca
una degradacion térmica de los compuestos antioxidantes y compuestos fendlicos ya
que estos son termolabiles, es decir sensibles al calor (Ungar, Osundahunsi, y Shimoni,
2003)

La tabla 12 muestra en resumen las condiciones 6ptimas para cada una de las variables
respuestas, como se puede observar cada una de las variables se optimizé en
condiciones diferentes, esto debido a la naturaleza de los antioxidantes y de los métodos

empleados.

Tabla 11. Optimizacién de las condiciones de atomizacién

Condiciones que optimizan

Variable respuesta Valor Temperatura Flujo de aire Flujo de Concentracion
6ptimo (°C) (mm) bomba (%) Solidos (%)
Rendimiento 85.54 120 36 10 2
(%)
DPPH (UM ET/g 147.47 160 20 18 2
atomizado)
ABTS (UM ET/g 260.42 120 34 10 2
atomizado)
FRAP (UM ET/g 151.70 152 20 10 2
atomizado)
Fenoles totales (mg 2900.95 160 25 10 2

EAG/100g atomizado)

En la tabla 12 ademas se puede observar que la Unica condicibn que se mantiene
estable para todas las combinaciones de variables independientes es la concentracion
de sélidos, la misma que es del 2%, esto se lo puede atribuir a que se us6 como material
encapsulante goma arabiga en relacion 1:2, esta podria haber protegido los compuestos
bioactivos presentes en los extractos de una mejor manera al tener menos cantidad de
sélidos en suspension.

Para poder determinar una sola combinacién de condiciones que optimicen todas las
variables respuestas, se utilizaron los modelos matematicos obtenidos en el andlisis de

superficie de respuesta, los mismos que se muestran en la tabla 13.
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Tabla 12. Ecuaciones de segundo orden de cada variable respuesta

Variable Respuesta Ecuacion de segundo orden

y= -31.926-0.300*A + 9.004 *B-3.065*C-1.275*D+0.002* A*2 -
0.015*A*B+0.012*A*C+0.022*A*D - 0.104*B*2 + 0.047*B*C - 0.016*B*D -

Rendimiento (%) 0.012*CA2 - 0.023*C*D - 0.121*D"2

y=240.176 - 2.518*A + 3.678*B -1.132*C + 10.249*C +0.014*A"2 -0.042*A*B
DPPH (uM ET/g +0.008*AC -0.066*A*D +0.031*BA2 +0.018*B*C -0.063*B*D -0.020*CA2
atomizado) +0.032*C*D - 0.116*D"2

y=-49.978 +3.267*A + 9.223*B - 1.876*C-13.710*D - 0.010*A"2 - 0.031*A*B

+ 0.000*A*C +0.045*A*D -0.082*B”2 + 0.010*B*C -0.042*B*D +0.028*C"2
ABTS (UM ET/g atomizado) +0.002*C*D +0.510*D"2

Y=-34.461 +2.702*A +3.924*B -1.575*C -37.813*D - 0.009*A"2- 0.013*A*B

+0.004 *A*C +0.127*A*D -0.088*B"2 +0.019*B*C +0.525*B*D + 0.013*C"2
FRAP (UM ET/g atomizado) -0.035 *C*D +0.229*D"2

y= -7606.730 +90.705*A +305.354*B -92.701*C +94.249*D -0.118*A"2 -
Fenoles totales (mg 1.836*A*B+ 0.162*A*C - 1.017*A*D - 1.195*B"2 + 0.899*B*C -0.181*B*D +
EAG/100g atomizado) 0.636*CA2 + 0.201*C*D - 1.467*D"2

A= temperatura, B= Flujo de aire, C= Flujo de bomba, D= Fenoles totales

En cada una de estas ecuaciones se realiz0 la sustitucion de las condiciones 6ptimas
para cada variable respuesta y se determinaron los porcentajes de diferencia con
relacion a cada valor 6ptimo. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 14 y sus

respectivos célculos en el anexo 13.

Tabla 13. Valores Optimos tedricos y el porcentaje de diferencia

DPPH pM ET/g ABTS uM ET/g FRAP uM ET/g Fenoles totales mg EAG/100g
Rendimiento (%) atomizado atomizado atomizado atomizado
Porcentaje Porcentaje Porcentaje Porcentaje o Porcentaie de
Condiciones  Valor de Valor de Valor de Valor de Valor 6ptimo diferenf:ia
Optimas 6ptimo  diferencia  6ptimo  diferencia 6ptimo diferencia optimo  diferencia

Rendimiento 85.54* -~ 133.82 9.26 247.88 4.82 121.3 20.04 2675.34 7.78

DPPH 56.71 28.83 * 235.52 9.56 149.03 1.76 2823.98 2.65

ABTS 84.81 0.73 132.09 10.43 260.42* 126.41 16.67 2655.32 8.47

FRAP 59.91 25.63 139.71 5.26 245.69 5.66 151.7* 2807.47 3.22
Fenoles

totales 73.22 12.32  139.41 5.47 237.17 8.93 146.74 3.27 2900.95*%

* = Valor éptimo

Los porcentajes de diferencia con respecto a los valores 6ptimos oscilan entre 1 — 29 %
lo cual puede deberse a los métodos empleados para su determinacion, ya que es dificil
que converjan en un solo valor por lo que se basan en metodologias diferentes, sin
embargo, para determinar una sola combinacion de variables independientes solo se
tomaron en cuenta las variables respuesta de rendimiento y fenoles totales debido a que

las variables de actividad antioxidante son respuesta de los fenoles totales, por lo tanto
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segun los resultados obtenidos las condiciones que optimizan la variable de rendimiento

reducen el contenido de fenoles totales en un 8% respecto al valor optimizado.
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CONCLUSIONES

+ Se logré obtener un producto atomizado a partir de los compuestos bioctivos
(antioxidantes) extraidos de los subproductos de mango, especificamente de la
corteza o0 cascara, este producto cuenta con actividad antioxidante y un
contenido de compuestos fendlicos que bien se podria usar como ingrediente en

la industria a alimentaria 0 como nutracéuticos.

+ Los extractos iniciales que se obtuvieron a partir de la corteza de mango
presentaron una buena actividad antioxidante, la misma que fue de 911.51 +
24.99 uM ET/g ext, 987.19 + 17.37 uM ET/g ext, 664.34 £ 48.94 uM ET/g ext y
10046.32 + 1472.38 mg EAGI/100 g ext, para los métodos DPPH, ABTS, FRAP

y fenoles totales respectivamente.

+ Las condiciones de optimizacion para el proceso fueron diferentes para cada
variable respuesta, sin embargo, se realizd un balance entre las condiciones que
optimizaron a la variable de rendimiento y contenido de fenoles totales,
obteniendo asi que las condiciones 6ptimas para rendimiento que fueron
temperatura 120°C, flujo de aire 36 mm, flujo de bomba 10% y concentracién de
solidos 2% reducen en un 8% el contenido de fenoles totales respecto al valor
6ptimo, por lo tanto se podrian tomar como referencia de actividad antioxidante

y contenido de fenoles totales en estudios posteriores.

+ Se evalu6 la capacidad antioxidante y el contenido de fenoles totales de los
extractos en forma de polvo luego del proceso de atomizacion, y se obtuvieron
los siguientes valores 442.45 uM ET/g ext con un porcentaje de pérdida de
51.46%, 781.34 uM ET/g ext con un porcentaje de pérdida de 21.04%, 455.15
UM ET/g ext con un porcentaje de pérdida de 31.49%, y 8703.72 mg EAG/100 g
ext con un porcentaje de pérdida de 13.36%, para los métodos DPPH, ABTS,

FRAP y fenoles totales respectivamente.
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RECOMENDACIONES

+« Para realizar una mejor optimizacién de las condiciones de atomizacién para
compuestos bioactivos, seria recomendable que se haga la optimizacion
respecto al contenido de compuestos fendlicos principales, o mayoritarios y la
determinacion de estos se la realice por un método més eficaz como el método
HPLC.

+ Para conocer las caracteristicas de los polvos atomizados seria recomendable

gue se realicen pruebas de humedad, densidad, tamafio de particula, solubilidad

y propiedades reoldgicas y asi conocer la estabilidad del polvo atomizado.
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ANEXO 1. Diagrama de procesado de la fruta fresca para obtencién de los
subproductos (cascaras)

Seleccion de la materia

Solucién de hipoclorito
(Concentracion 80 ppm, — Lavado
por 3 min)

Agua en ebullicion
Escaldad +——' 400°C por 3 min

Pelado

Corte en tiras de
5cm cada corteza

Separacion de exceso
de pulpa adherida

ANEXO 2. Diagrama de preparacién de polvos tamizados

Subproducto
(Cortezas)

100 g por 30 segundos 3
veces.

T 60 °C en estufa de
Secado «—— conveccion forzada hasta
| Humedad = 10%, tiempo
aproximado 10 horas
Reduccion de
tamarfo

Tamizado —

Tamafio de particula
entre 250 - 200 um

T:-20°C —» Almacenamiento
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ANEXO 3. Diagrama de extraccion de antioxidantes para muestras frescas, escaldadas
y polvos tamizados

Pesar 2.5 g subproducto de muestras
frescas, escaldadas y polvos tamizados

!

Adicionar 20 mL Metanol/Agua
(50:50 v/v) adicionar HCI hasta pH 2

!

Agitar por 1 hora

!

Centrifugar por 30 min
a 2800 rpm

—

Sobrenadante Residuo

!

Adicionar 20 mL Acetona-Agua

{ (70:30 v/v)
Extractos para 1
determinar capacidad
antioxidante y Agitar por 1 hora

fenoles totales

Centrifugar por 15 min
a 2800 rpm
Sobrenadante Residuo
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ANEXO 4. Diagrama de extraccion de antioxidantes para atomizado

Pesar subproducto de
mango en polvo

!

Adicionar etanol - acuoso al 80% v/v, en relacion
1:10 p/v de acuerdo al peso del subproducto

}

Adicionar acido ascorbico 1g

!

Agitar en un agitador magnético cubierto de la
luz por un periodo de 6 horas a T ambiente

}

Centrifugar la solucién por 30 min a 2800 rpm

— ~

Sobrenadante Residuo

}

Adicionar disolvente en el mismo
volumen primera extraccion

} '

Extractos para Agitar en un agitador magnético por
determinar capacidad un periodo de 30 min a T ambiente
antioxidante y fenoles

totales l

Centrifugar la solucién

Sobrenadante / \ Residuo
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ANEXO 5. Proceso de atomizacion

Encendido del equipo
(interruptor general)

!

Encender el aspirador

}

Establecer la temperatura del aire
de entrada y poner en marcha la
calefaccion.

Una vez que alcance Ila
temperatura seleccionada, ajustar
el caudal de bomba peristaltica.

}

Pasar un flujo de agua destilada
hasta estabilizar condiciones

!

Pasar el flujo de solucibn a
atomizar

Una vez que se enfrié el equipo
apagar el aspersor y recoger el
producto atomizado
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ANEXO 6.Combinaciones propuestas por el disefio experimental

N° de experimentos Bloques Temperatura Flujo de aire Flujo de bomba Concentracion de Sélidos
°C mm % %
1 1 140 30 10 6
2 1 160 30 25 6
3 1 140 20 25 6
4 1 160 20 40 10
5 1 140 30 25 6
6 1 120 40 10 10
7 1 120 30 25 6
8 1 120 40 40 10
9 1 160 40 40 2
10 1 140 30 25 6
11 1 160 40 10 2
12 1 120 20 40 2
13 1 140 30 40 6
14 1 140 30 25 6
15 1 140 30 25 10
16 1 140 40 25 6
17 1 160 20 10 10
18 1 140 30 25 2
19 1 120 20 10 2
20 2 140 30 10 6
21 2 160 30 25 6
22 2 140 20 25 6
23 2 160 20 40 10
24 2 140 30 25 6
25 2 120 40 10 10
26 2 120 30 25 6
27 2 120 40 40 10
28 2 160 40 40 2
29 2 140 30 25 6
30 2 160 40 10 2
31 2 120 20 40 2
32 2 140 30 40 6
33 2 140 30 25 6
34 2 140 30 25 10
35 2 140 40 25 6
36 2 160 20 10 10
37 2 140 30 25 2
38 2 120 20 10 2
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ANEXO 7. Andlisis estadistico para las variables respuestas

Andlisis de Varianza para Rendimiento

Fuente Sumade Cuadrados Gl | Cuadrado Medio Razén-F
A:Temperatura 26.1121 1 26.1121 3.22
B:Flujo de aire 1213.48 1 1213.48 149.87

C:Flujo de bomba 2309.1 1 2309.1 285.18

D: Conc. sélidos 33.9889 1 33.9889 4.20
AA 2.13282 1 2.13282 0.26
AB 29.5002 1 29.5002 3.64
AC 206.066 1 206.066 25.45
AD 9.67441 1 9.67441 1.19
BB 546.397 1 546.397 67.48
BC 811.11 1 811.11 100.18
BD 1.31072 1 1.31072 0.16
CC 38.8212 1 38.8212 4.79
CD 29.3764 1 29.3764 3.63
DD 19.0217 1 19.0217 2.35
Bloques 5.28392 1 5.28392 0.65
Error total 178.132 22 8.09689
Total (corr.) 10527.9 37

R-cuadrada = 98.308 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 97.1544 porciento
Error estandar del est. = 2.8455

Error absoluto medio = 1.69598

Estadistico Durbin-Watson = 1.90988 (P=0.3561)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = 0.00251747

Anélisis de Varianza para el método DPPH

Fuente Suma de Cuadrados ' Gl @ Cuadrado Medio = Razén-F
A:Temperatura 1.01002 1 1.01002 0.05
B:Flujo de aire 16.3216 1 16.3216 0.82

C:Flujo de bomba 244.51 1 244.51 12.34

D: Conc. sélidos 135.257 1 135.257 6.82

AA 160.028 1 160.028 8.07

AB 222.078 1 222.078 11.20

AC 97.1703 1 97.1703 4,90

AD 88.6837 1 88.6837 4.47

BB 49,992 1 49,992 2.52

BC 115.939 1 115.939 5.85

BD 20.635 1 20.635 1.04

CcC 99.3408 1 99.3408 5.01

CD 60.4118 1 60.4118 3.05

DD 17.558 1 17.558 0.89

Bloques 0.00341053 1 0.00341053 0.00
Error total 436.08 22 19.8218

Total (corr.) 1733.97 37

R-cuadrada = 74.8508 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 57.7036 porciento
Error estandar del est. = 4.45217

Error absoluto medio = 2.12418

Estadistico Durbin-Watson = 1.60335 (P=0.1154)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = 0.173899

Valor-P
0.0863
0.0000
0.0000
0.0526
0.6129
0.0694
0.0000
0.2862
0.0000
0.0000
0.6913
0.0394
0.0700
0.1396
0.4278

Valor-P
0.8235
0.3740
0.0020

0.0159
0.0095
0.0029
0.0375
0.0460
0.1265
0.0243
0.3187
0.0356
0.0948
0.3568
0.9897
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Analisis de Varianza para el método ABTS

Fuente Suma de Cuadrados | Gl = Cuadrado Medio | Razén-F Valor-P
A:Temperatura 110.25 1 110.25 2.02 0.1695
B:Flujo de aire 0.027225 1 0.027225 0.00 0.9824

C:Flujo de bomba 312.05 1 312.05 5.71 0.0259
D: Conc. solidos 413.309 1 413.309 7.56 0.0117
AA 85.1186 1 85.1186 1.56 0.2251
AB 120.418 1 120.418 2.20 0.1519
AC 0.294306 1 0.294306 0.01 0.9422
AD 41.3138 1 41.3138 0.76 0.3940
BB 339.31 1 339.31 6.21 0.0207
BC 33.5531 1 33.5531 0.61 0.4416
BD 9.22761 1 9.22761 0.17 0.6851
CcC 194.721 1 194.721 3.56 0.0723
CD 0.138756 1 0.138756 0.00 0.9603
DD 337.193 1 337.193 6.17 0.0211
Bloques 965.16 1 965.16 17.66 0.0004
Error total 1202.22 22 54.6465
Total (corr.) 4473.72 37
R-cuadrada = 73.127 porciento
R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 54.8045 porciento
Error estandar del est. = 7.39232
Error absoluto medio = 4.53987
Estadistico Durbin-Watson = 1.6927 (P=0.1701)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = 0.0838104
Andlisis de Varianza para el método FRAP
Fuente Suma de Cuadrados Gl = Cuadrado Medio Razé6n-F Valor-P
A:Temperatura 676.26 1 676.26 9.49 0.0055
B:Flujo de aire 59.367 1 59.367 0.83 0.3713
C:Flujo de bomba 4.01408 1 4.01408 0.06 0.8146
D: Conc. sélidos 361.951 1 361.951 5.08 0.0345
AA 65.3683 1 65.3683 0.92 0.3486
AB 22.8338 1 22.8338 0.32 0.5771
AC 21.9024 1 21.9024 0.31 0.5849
AD 332.113 1 332.113 4.66 0.0420
BB 395.466 1 395.466 5.55 0.0278
BC 133.287 1 133.287 1.87 0.1852
BD 1409.02 1 1409.02 19.77 0.0002
CcC 41.2727 1 41.2727 0.58 0.4547
CD 71.9104 1 71.9104 1.01 0.3260
DD 68.3188 1 68.3188 0.96 0.3382
Bloques 3.71406 1 3.71406 0.05 0.8215
Error total 1567.8 22 71.2637
Total (corr.) 5950.58 37

R-cuadrada = 73.653 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 55.6891 porciento
Error estandar del est. = 8.44178

Error absoluto medio = 4.55764

Estadistico Durbin-Watson = 2.29692 (P=0.7484)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0.22925



Analisis de Varianza para Fenoles Totales

Fuente Suma de Cuadrados = Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
A:Temperatura 330.512 1 330.512 0.01 0.9324
B:Flujo de aire 1582.45 1 1582.45 0.04 0.8529

C:Flujo de bomba 451360. 1 451360. 10.04 0.0044

D: Conc. s6lidos 280418. 1 280418. 6.24 0.0205

AA 11359.9 1 11359.9 0.25 0.6201

AB 431447. 1 431447. 9.60 0.0052

AC 37981.1 1 37981.1 0.85 0.3679

AD 21200.8 1 21200.8 0.47 0.4994

BB 72413.7 1 72413.7 1.61 0.2176

BC 290745. 1 290745. 6.47 0.0185

BD 167.997 1 167.997 0.00 0.9518

CC 103742. 1 103742. 2.31 0.1429

CD 2332.65 1 2332.65 0.05 0.8219

DD 2792.19 1 2792.19 0.06 0.8055

Bloques 239.755 1 239.755 0.01 0.9424
Error total 988705. 22 44941.2

Total (corr.) 2.44862E6 37

R-cuadrada = 59.6219 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 32.0914 porciento
Error estandar del est. =211.993

Error absoluto medio = 121.363

Estadistico Durbin-Watson = 2.60222 (P=0.9355)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0.353721



ANEXO 8. Esquema de preparacion de las diluciones para la curva estandar de trolox

Pesar 12.5 mg de
Trolox Aforar a 50
ml con MeOH

13,8'0 800 uM 600 uM 400 uM 200 uM 100 uM 50 uM

\ U W O U A U L W W A\ W 4

25 uM

8mL + 2mL MeOH 7.5mL + 2.5 mLMeOH  6.66 mL +3.33mLMeOH  5mL+5mLMeOH 5mL+5mLMeOH  5mL+5mLMeOH  5mL+5mLMeOH
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ANEXO 9. Esquema para determinar la actividad antioxidante por el método DPPH, Curva de calibracion y calculos

Esquema para determinar la actividad antioxidante por el método DPPH

Pesar 12 mg de
DPPH

!

Diluir en 50 ml de MeOH

'

Solucion Madre (SM)
DPPH

Tomar 10 mL de SMy
adicionar 45ml MeOH

Solucion hasta ajustar una
de_ —> absorbancia de 1.1
trabajo +0.02nm, medidos a
515nm

Curva de calibracion

Tomar 150 pL de cada
disolucién de la curva

}

Adicionar 2850 L de
solucién de trabajo DPPH

!

Dejar reaccionar por 24 h
a T amb, en la oscuridad

!

Encerar el equipo de
UV- vis con metanol

!

Medir la absorbancia
de cada estandar en el
UV-Vis a 515 nm

Curva de calibracion

Tomar 150 pL de cada
disolucién de las muestras

!

Adicionar 2850 pL de
solucién de trabajo DPPH

|

Dejar reaccionar por 24 h
a T amb, en la oscuridad

}

Encerar el equipo de
UV- vis con metanol

!

Medir la absorbancia de
cada muestra en el UV-
Vis a 515 nm
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TROLOX
Concentracion pM ABS
800 0.056
600 0.213
400 0.463
200 0.657
100 0.763
50 0.871
25 0.905
Pendiente -0.001
Interseccion 0.901631605
R 0.996192752
R? 0.9924

ANEXO 8. Continuacion

Curva de calibracion

0.000

Curva de calibracion
y =-0.0011x + 0.9016

— 1000 R?=0.9924
g LY e

E 0.800 .

o | e

& 0.600 &,

_e .......

&0400 | Tl

o e

(] S,

T 0.200 ..

e e

2 . ®
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-

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

Concentracidn de estandares (LM)
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ANEXO 8. Continuacion

s Preparacion de la solucion madre de trolox y estandares

Para determinar la concentracion madre de trolox, se debe realizar la relaciéon entre la

cantidad pesada, el volumen a preparar y el peso molecular del compuesto.

250.29 g >< 1000 ML —— 1M
0.0125 g 50 mL X

X =9.99x10* M
X =998.84 uM
De donde:
250.29 ¢ Peso molecular del trolox
50 mL Volumen a preparar
1000 mL Volumen por definicién de molaridad
Y Concentracién por definicibn de molaridad

0.0125¢ Cantidad de trolox pesada

Como el reactivo no es 100% puro, se realiza la correccién con el porcentaje de pureza:

998.84 uM >< 100%
X 97%

X =968.88 uM

Una vez obtenido este valor, procedemos a calcular las concentraciones para los

estandares, para lo cual se utiliza la siguiente formula:
Cosy * Vsy = Cosr * Vsr

De donde:
Cogp: Concentracion de la solucién madre (UM)

Vsy © Volumen tomado de la solucién madre
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Cogr: Concentracion del estandar (UM)

Ver: Volumen a preparar del estandar

Si se toma una alicuota de 8 mL de la solucién madre y se afora a 10 mL, el estandar

tiene una concentracién de:

Cosp * Vsyy 968 uM + 8mlL
Vor 10mL

Cosr = = 775.10 uM

% Célculos para determinar la concentraciéon en las muestras

Este procedimiento se realizé por medio de un retroceso, partiendo de la ecuacion de la
recta dada por la curva de calibracién, los resultados se obtienen expresados en

micromoles equivalentes de trolox por gramo de muestra.

y=mx+b
y = —0.0011x + 0.9016

De donde:

y = absorbancia (nm)
m = pendiente

X = concentracion

b = interseccion
si despejamos la concentracion es decir x tenemos:

y -0.9016
~0.0011

X =

Reemplazamos el valor de la absorbancia en lugar de y, para este ejemplo tomaremos
el valor del extracto a atomizar.

_0.318-0.9016

00011 = 530.54 uM

Por definicion esta concentracién estd dada para un litro de solucion, pero nuestra

muestra fue diluida en 10 mL, por lo tanto:

530.54 uM >< 1000mL
X 10mL
X = 530uM
Como la dilucién se realizé tomando una alicuota de 0.05 mL de un volumen total de

extracto de 2250 mL, entonces:
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5.30 uM 0.05mL
X 2550mL

X =270578.18 uM
Esta concentracion esta presente en los 700 g de polvos tamizados de subproducto de

mango que se uso para la extraccion. Con el fin de comparar resultados se lo reporta

en un peso de referencia de 1g, por lo tanto, se tiene:

270578.18 uM 700g
X 1g
ET
X = 386.54 uM

gmuestra en BH

Este valor esta expresado en base humeda, para pasarlo a base seca utilizamos el

porcentaje de sélidos totales de la muestra:

386.54 uM 95.99 %
X 100 %
ET
X = 402.69 uM

gmuestra en BS

Los resultados también estan expresados en uM ET/ g de extracto que es igual que

expresarlos en uM ET/ g de atomizado.

Para determinar estos célculos al igual que para el calculo anterior se reemplazé la

absorbancia en la recta dada por la curva de calibracion:
y=mx+b
y = —0.0011x + 0.9016

De donde:

y = absorbancia (nm)
m = pendiente

X = concentracion

b = interseccion
si despejamos la concentracion es decir x tenemos:
y - 0.9016
~ —0.0011

Reemplazamos el valor de la absorbancia en lugar de y, para este ejemplo tomaremos

el valor del extracto a atomizar.

_0.318-0.9016

00011 = 530.54 uM ET /L
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Se determiné la concentracidn del extracto inicial la misma que fue 120.2 mg/ml, el factor
de dilucion fue de 200 para este extracto entonces:

Concentracion uMET ml de solucién 1L Factor de diluci
* * *
L concentracion inicial de ext.(mg) 1000ml actor de ciucion
UMET ml sol 1L
530.54 * 200 = 0.882 uMET /mgext

L 120.2mgext 1000ml
= 882.77 uMET /gext
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ANEXO 10. Esquema para determinar la actividad antioxidante por el método ABTS, curva de calibracién y calculos

Solucién
Madre (SM)
ABTS

~
~

Solucién

Esquema para determinar la actividad antioxidante por el método ABTS

Pesar 40.6 mg de ABTS aforar a 10
ml con agua destilada (Solucion
7.4mM ABTS)

Pesar 7 mg de Persulfato de Potasio
aforar a 10 ml con agua destilada
(Solucion 2.6 mM Persulfato de
Potasio)

Tomar 1 mL de SM y
adicionar 60 ml MeOH

de trabajo — hasta ajustar una

absorbancia de 1.1
+0.02nm, medir a 734 nm

Mezclar  volimenes
iguales y dejar
reaccionar por 12
horas

Curva de calibracion

Tomar 150 pL de
cada disolucion de
la curva

1

Adicionar 2850 pL de
soluciéon de trabajo ABTS,
mezclar bien 1 min

1

Dejar reaccionar por 2
h a T amb, en la
oscuridad

l

Encerar el equipo de
UV-Vis con metanol

l

Medir la absorbancia
en UV-Vis a 734 nm

Lecturas de muestras

Tomar 150 uL de
cada muestra

!

Adicionar 2850 pL de
solucion de trabajo ABTS,
mezclar bien 1 min

l

Dejar reaccionar por 2
h a T amb, en la
oscuridad

Encerar el equipo de
UV-Vis con metanol

l

Medir la absorbancia
en UV-Vis a 734 nm
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TROLOX
Concentracion pM ABS
800 0.106
600 0.246
400 0.446
200 0.669
100 0.803
50 0.851
25 0.872
Pendiente
Interseccion
R
R2

ANEXO 9. Continuacion

Curva de calibracion

Curva de calibracion

— 1,000 y =-0.001x + 0.8893
E L) R2=0.993

— 0.800 L '

S "o

& 0.600

2 e

(@) ‘é .

2 0.400 &

©

9] e .

T 0.200 o

o

2 -9

S 0.000

(O]

- 0 200 400 600 800 1000

Concentracion de estdndares (LM)
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ANEXO 9. Continuacion

¢ Preparacion de la solucion madre de trolox y estandares

Para determinar la concentracion madre de trolox, se debe realizar la relaciéon entre la

cantidad pesada, el volumen a preparar y el peso molecular del compuesto.

250.29 g >< 1000 ML —— 1M
0.0125 g 50 mL X

X =9.99x10* M
X =998,84 uM
De donde:
250.29 ¢ Peso molecular del trolox
50 mL Volumen a preparar
1000 mL Volumen por definicién de molaridad
Y Concentracién por definicibn de molaridad

0.0125¢ Cantidad de trolox pesada

Como el reactivo no es 100% puro, se realiza la correccién con el porcentaje de pureza:

998.84 uM >< 100%
X 97%

X =968.88 uM

Una vez obtenido este valor, procedemos a calcular las concentraciones para los

estandares, para lo cual se utiliza la siguiente formula:
Cosy * Vsy = Cosr * Vsr

De donde:
Cogp: Concentracion de la solucién madre (UM)

Vsy © Volumen tomado de la solucién madre
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Cogr: Concentracion del estandar (UM)

Ver: Volumen a preparar del estandar

Si se toma una alicuota de 8 mL de la solucién madre y se afora a 10 mL, el estandar

tiene una concentracién de:

Cospy * Vs 968.88 uM * 8mL
Vor 10mL

Cosr = = 775.10 uM

% Célculos para determinar la concentraciéon en las muestras

Este procedimiento se realizé por medio de un retroceso, partiendo de la ecuacion de la
recta dada por la curva de calibracién, los resultados se obtienen expresados en

micromoles equivalentes de trolox por gramo de muestra.

y=mx+b
y = —0.001x + 0.889

De donde:

y = absorbancia (nm)
m = pendiente

X = concentracion

b = interseccién

si despejamos la concentracion es decir x tenemos:

y - 0.889
—0.001

X =

Reemplazamos el valor de la absorbancia en lugar de y, para este ejemplo tomaremos

el valor del extracto a atomizar.

_0.291- 0.889

—oo01 > o8muM

Por definicion esta concentracion esta dada para un litro de solucion, pero nuestra

muestra fue diluida en 10 mL, por lo tanto:

598uM 1000mL
x >< TomL
X = 598 uM
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Como la dilucién se realizé tomando una alicuota de 0.05 mL de un volumen total de

extracto de 2250 mL, entonces:

5.98 uM 0.05mL
X 2550mL
X = 304980 uM

Esta concentracidn esta presente en los 700 g de polvos tamizados de subproducto de
mango que se usoé para la extraccion. Con el fin de comparar resultados se lo reporta

en un peso de referencia de 1g, por lo tanto, se tiene:

304980 uM 700g
X 1g
ET
X = 435.68 uM

gmuestra en BH

Este valor est4 expresado en base humeda, para pasarlo a base seca utilizamos el
porcentaje de sélidos totales de la muestra:

435.68 uM 95.99 %
< T00%
ET
X = 453.88 uM

gmuestra en BS

Los resultados también estan expresados en uM ET/ g de extracto que es igual que

expresarlos en uM ET/ g de atomizado.

Para determinar estos calculos al igual que para el calculo anterior se reemplazé la

absorbancia en la recta dada por la curva de calibracion:
y=mx+b
y = —0.001x + 0.889

De donde:

y = absorbancia (nm)
m = pendiente

X = concentracion

b = interseccién

si despejamos la concentracion es decir x tenemos:

y - 0.889
—0.001

X =
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Reemplazamos el valor de la absorbancia en lugar de y, para este ejemplo tomaremos
el valor del extracto a atomizar.

_0.291-0.889

—oo01 _ >oBmuM

Se determiné la concentracién del extracto inicial la misma que fue 120.2 mg/ml, el factor
de dilucién fue de 200 para este extracto entonces:

Concentracion uMET ml de solucion 1L o
* o * * Factor de dilucion
L concentracion inicial de ext.(mg) 1000ml
UMET ml sol 1L
598 * 200 = 0.995 uMET /mgext

L 1202mgext 1000ml
= 995.00uMET /gext
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ANEXO 11. Esquema para determinar la actividad antioxidante por el método FRAP, Curva de calibracién y calculos.

Buffer acetato (pH 3.6)

|

Pesar 775 mg de Acetato de
sodio +4 ml 4cido acético y
aforar a 250 mL con agua
destilada, mezclar y medir

pH l

Esquema para determinar la actividad antioxidante por el método FRAP

Solucién TPTZ

}

Pesar 78 mg de
TPTZ y aforar a
25 mL HCL 40mM

|

Solucién Cloruro
férrico

)

Pesar 135 mg de
cloruro férrico y aforar a
25 mL con agua

}

Tomar 25 Tomar 2.5 Tomar 2.5
mL mL mL
Mezclar las

soluciones —

Calentar a 37 °C

Curva de calibracion

Tomar 150 pL de cada
disolucion de las
muestras

1

Adicionar 2850 pL de
solucion de trabajo

FRAP

Dejar reaccionar por 30
min a T amb, en la
oscuridad

Encerar el equipo de
UV-Vis con metanol

l

Medir la absorbancia a
593 nm

Lectura de muestras

Tomar 150 pL de cada
disolucion de la curva
estandar

l

Adicionar 2850 pL de
solucion de trabajo

FRAP

Dejar reaccionar por 30
min a T amb, en la
oscuridad

Encerar el equipo de
UV-Vis con metanol

}

Medir la absorbancia a
593 nm
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ANEXO 10. Continuacion

Curva de calibracion

TROLOX . L,
> Curva de calibracién
Concentracion uM ABS
1.800
800 1.664 = y =0.002x + 0.0598
£ 1600 R?=0.9986 -
600 1.249 ‘© 1.400 .
400 0.813 £ 1.200 e
o .
200 0.438 5 1000
3 0.800 RS
100 0.253 S 0.600
© o’
50 0.180 © 0.400 R
5 .
25 0.126 g 0200 | o-®
. — 0.000
Pendlent(.a 0.002 0 200 400 600 800 1000
Interseccion 0.060 Concentracion de estandares (LM)
R 0.999
R? 0.9986




ANEXO 10. Continuacion

¢ Preparacion de la solucion madre de trolox y estandares

Para determinar la concentracion madre de trolox, se debe realizar la relaciéon entre la

cantidad pesada, el volumen a preparar y el peso molecular del compuesto.

250.29 g >< 1000 ML —— 1M
0.0125 g 50 mL X

X =9.99x10* M
X =998.84 uM
De donde:
250.29 ¢ Peso molecular del trolox
50 mL Volumen a preparar
1000 mL Volumen por definicién de molaridad
Y Concentracién por definicibn de molaridad

0.0125¢ Cantidad de trolox pesada

Como el reactivo no es 100% puro, se realiza la correccién con el porcentaje de pureza:

998.84 uM >< 100%
X 97%

X =968.88 uM

Una vez obtenido este valor, procedemos a calcular las concentraciones para los

estandares, para lo cual se utiliza la siguiente formula:
Cosy * Vsy = Cosr * Vsr

De donde:
Cogp: Concentracion de la solucién madre (UM)

Vsy © Volumen tomado de la solucién madre
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Cogr: Concentracion del estandar (UM)

Ver: Volumen a preparar del estandar

Si se toma una alicuota de 8 mL de la solucién madre y se afora a 10 mL, el estandar

tiene una concentracién de:

Cospy * Vs~ 968.88 uM * 8mL
Vor 10mL

Cosr = = 775.10 uM

% Célculos para determinar la concentraciéon en las muestras

Este procedimiento se realizé por medio de un retroceso, partiendo de la ecuacion de la
recta dada por la curva de calibracién, los resultados se obtienen expresados en

micromoles equivalentes de trolox por gramo de muestra.

y=mx+b
y =0.002x + 0.0598

De donde:

y = absorbancia (nm)
m = pendiente

X = concentracion

b = interseccién

si despejamos la concentracion es decir x tenemos:

y+0.0598
0.002

Reemplazamos el valor de la absorbancia en lugar de y, para este ejemplo tomaremos

el valor del extracto a atomizar.

_0.808 —0.0598
N 0.002

=374.1 uM

Por definiciobn esta concentracion esta dada para un litro de solucién, pero nuestra

muestra fue diluida en 10 mL, por lo tanto:

374.1 uM 1000mL
X 10mL
X = 3.74uM
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Como la dilucién se realizé tomando una alicuota de 0.05 mL de un volumen total de

extracto de 2250 mL, entonces:

3.74 uM 0.05mL
X 2550mL
X =190740 uM

Esta concentracidn esta presente en los 700 g de polvos tamizados de subproducto de
mango que se usoé para la extraccion. Con el fin de comparar resultados se lo reporta

en un peso de referencia de 1g, por lo tanto, se tiene:

190740 uM 7009
x X 1g
ET

X = 27248 uM
# gmuestra en BH

Este valor est4 expresado en base humeda, para pasarlo a base seca utilizamos el
porcentaje de sélidos totales de la muestra:

272.48 uM 95.99 %
X0
ET
X =283.87 uM

gmuestra en BS

Los resultados también estan expresados en uM ET/ g de extracto que es igual que
expresarlos en uM ET/ g de atomizado.

Para determinar estos cdlculos al igual que para el calculo anterior se reemplazé la

absorbancia en la recta dada por la curva de calibracion:
y=mx+b
y = 0.002x + 0.0598

De donde:

y = absorbancia (nm)
m = pendiente

X = concentracion

b = interseccion

si despejamos la concentracion es decir x tenemos:

y+0.0598
0.002

X =
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Reemplazamos el valor de la absorbancia en lugar de y, para este ejemplo tomaremos

el valor del extracto a atomizar.

_0.808 —0.0598

502 =374.1 uM

Se determind la concentracion del extracto inicial la misma que fue 120.2 mg/ml, el factor
de dilucién fue de 200 para este extracto entonces:

Concentracion uMET ml de solucién 1L Factor de diluci
* * *
L concentracion inicial de ext.(mg) 1000ml actor de drtucton
UMET ml sol 1L
374.1 * 200 = 0.622 pMET /mgext

L 120.2mgext 1000ml
= 622.46 uMET /gex
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Folin-Ciocalteu 0.25N

v

Medir 3.125 mL de Folin-
Ciocalteu 2N

y

Aforar a 25 ml de agua
destilada

Carbonato de sodio 1N

v

Pesar 2.65 g de Na2COs

v

Aforar a 50 mL de agua
destilada

ANEXO 12. Esquema para determinar fenoles totales, curva de calibracion y calculos.

Esquema para determinar fenoles totales

Disoluciones para curva de calibracion

Solucién Madre Acido Galico

v

Pesar 0.05 g de Acido gélico

(concentracién 2000 ppm)

v

Aforar a 25 ml con metanol

v

Tomar alicuotas de 0,
0.05, 0.1, 0.2,0.3, 0.4,
0.5,0.6,0.7, 0.8 mL

v

Aforar a 10 mL con metanol

Curva de Acido Galico

v

Tomar 150 pL de cada
concentracion

v

Adicionar 2400 pL de agua
destilada y 150 pL de Folin-
Ciocalteu 0.25 N

v

Agitar 2 min y dejar
reaccionar por 3 min.

'

Adicionar 300 pL de
Na-COs 1N

V

Dejar reaccionar por 2
horas a T amb, en la
oscuridad

v

Medir la absorbancia a 725

Lecturas de muestras

Tomar 150 pL de cada
muestra

Adicionar 2400 pL de agua
destilada y 150 pL de Folin-
Ciocalteu 0.25 N

v

Agitar 2 min y dejar
reaccionar por 3 min.

l

Adicionar 300 pL de Na2CO31N

v

Dejar reaccionar por 2
horas a T amb, en la

{

Medir la absorbancia a 725
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ﬁ;lllcuota Aforo ml ggl if:\((;ll(”jn?/L Absor:glanma
0 10 0 0.047

0.05 10 9.75 0.076

0.1 10 19.5 0.112

0.2 10 39 0.201

0.3 10 58.5 0.258

0.4 10 78 0.339

0.5 10 97.5 0.422

0.6 10 117 0.498

0.7 10 136.5 0.544

0.8 10 156 0.615
Pendiente 0.003717867
Interseccion 0.046580781
R 0.998799279
R? 0.9976

ANEXO 12. Continuacion

Curva de calibracion

Lectura de absorbancia (nm)

o
o

©
"

©
>

©
w

©
[N}

o
N

o
_.-

Curva de calibracion

y =0.0037x + 0.0466
R?=0.9976 —®

50 100 150 200

Concentracion de estandares mg/L
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ANEXO 12. Continuacion

% Preparacion de la solucién madre de acido galico y estandares

Para determinar la concentracion madre de acido galico, se debe realizar la relacién

entre la cantidad pesada, el volumen a preparar y su porcentaje de pureza.

Cogy = L = 0'052%;(2'975 —195x10% L
Cosy = 1950 mg/L
De donde:
Cosy Concentracion de la solucion madre
m Cantidad pesada
p % de pureza
v volumen a preparar de solucion madre

A partir de la concentracion de la solucibn madre que fue 1950 mg/L, procedemos a

calcular los volumenes para los estandares con la siguiente ecuacion:

Cosy * Vs = Cogy * Vs

De donde:

Cogpy: Concentracién de la solucién madre (mg/L)
Voum Volumen tomado de la solucién madre
Cogr: Concentracién del estandar (mg/L)

Ver: Volumen a preparar del estandar

Si se toma una alicuota de 0.1 mL de la soluciéon madre y se afora a 10 mL, el estandar

tiene una concentracion de:

Cosy * Vspyy 1950 ml/L + 0.1mL
Vor 10mL

Cogr = =19.5ml/L

/7

% Célculos para determinar la concentracion

Este procedimiento se realiz6 por medio de un retroceso, partiendo de la ecuacion de la
recta dada por la curva de calibracion, los resultados se obtienen expresados en

miligramos equivalentes de acido galico por 100 gramo de muestra.
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y=mx+b

y = 0.0037x + 0.0466

De donde:

y = absorbancia (nm)
m = pendiente

X = concentracion

b = interseccién
si despejamos la concentracion es decir x tenemos:

y—0.0466
0.0037

Reemplazamos el valor de la absorbancia en lugar de y, para este ejemplo tomaremos

el valor del extracto a atomizar.

_0.242 - 0.0466
B 0.0037

= 52.81 mg/L

Por definicion esta concentracién estd dada para un litro de solucion, pero nuestra

muestra fue diluida en 10 mL, por lo tanto:

52.81mg/L 1000mL
X 10mL
X =0.528ml/L

Como la dilucién se realizé tomando una alicuota de 0.05 mL de un volumen total de

extracto de 2250 mL, entonces:

0.528mg/L 0.05mL
X >< 2550mL

X =26933.51mg/L
Esta concentracion esta presente en los 700 g de polvos tamizados de subproducto de
mango que se uso para la extraccion. Con el fin de comparar resultados se lo reporta

en un peso de referencia de 100g, por lo tanto, se tiene:

26933.51 mg/L < 700g
X 100g

EAG

X = 3847.65
mg 100gmuestra en BH

Este valor esta expresado en base himeda, para pasarlo a base seca utilizamos el

porcentaje de solidos totales de la muestra:
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3847.65mg 95.99 %
x  >X7100%
EAG
100gmuestra en BS

X = 4008.39

Los resultados también estdn expresados en UM ET/ g de extracto que es igual que

expresarlos en uM ET/ g de atomizado.

Para determinar estos célculos al igual que para el calculo anterior se reemplazé la

absorbancia en la recta dada por la curva de calibracion:
y=mx+b
y = 0.0037x + 0.0466

De donde:

y = absorbancia (nm)
m = pendiente

X = concentracion

b = interseccion
si despejamos la concentracion es decir x tenemaos:

y—0.0466
0.0037

Reemplazamos el valor de la absorbancia en lugar de y, para este ejemplo tomaremos

el valor del extracto a atomizar.

_0.242 —-0.0466

0.0037 = 52.81 mg/L

Se determind la concentracién del extracto inicial la misma que fue 120.2 mg/ml, el factor

de dilucién fue de 200 para este extracto entonces:

Concentracion uMET ml de soluciéon 1L Factor de diluci
* * *
L concentracion inicial de ext.(mg) 1000ml actor de ciucion
UMET ml sol 1L
52.81 * 200 = 0.087 uMET /mgext

L 1202mgext 1000ml
= 87.87 UMET /mgext
= 8787 uMET /100mgext
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ANEXO 13. Valores éptimos tedricos y porcentajes de diferencia

Para realizar un ejemplo tomamos los valores que optimizan la variable de fenoles
totales para sustituirlos en la ecuacion de su modelo matematico dado por el analisis de

superficie de respuesta, y asi tenemos el valor éptimo tedrico.

Condiciones dptimas Fenoles totales
Temperatura °C 160
Flujo de aire (mm) 25
Flujo de bomba (%) 10
Concentracién Solidos (%) 2

Modelo matematico para valor ptimo teérico de fenoles totales

Ecuacién de segundo orden
y= -7606.730 +90.705*A +305.354*B -92.701*C +94.249*D -0.118*A"2 -
1.836*A*B+ 0.162*A*C - 1.017*A*D - 1.195*B”"2 + 0.899*B*C -0.181*B*D +
0.636*C"2 + 0.201*C*D - 1.467*D"2

y= -7606.730 +90.705*160 +305.354*25 -92.701*10 +94.249*2 -0.118*160"2 -
1.836*160*25 + 0.162*160*10 - 1.017*160*2 - 1.195*25"2 + 0.899*25*10 -
0.181*25*2 + 0.636*10"2 + 0.201*10*2 - 1.467*2"2

y=2900.95 mg EAG/100g atomizado

A= temperatura, B= Flujo de aire, C= Flujo de bomba, D= Fenoles totales

Ahora reemplazamos las condiciones que optimizan la variable de rendimiento en la
ecuacion del modelo matematico de fenoles totales.

Condiciones 6ptimas Rendimiento
Temperatura °C 120
Flujo de aire (mm) 36
Flujo de bomba (%) 10
Concentracién Solidos (%) 2

Modelo matematico para fenoles totales reemplazando las variables que

optimizan rendimiento

Ecuacion de segundo orden
y= -7606.730 +90.705*A +305.354*B -92.701*C +94.249*D -0.118*A"2 -
1.836*A*B+ 0.162*A*C - 1.017*A*D - 1.195*B"2 + 0.899*B*C -0.181*B*D +
0.636*C"2 + 0.201*C*D - 1.467*D"2

88



y= -7606.730 +90.705*120 +305.354*36 -92.701*10 +94.249*2 -0.118*120"2 -
1.836*120*36 + 0.162*120*10 - 1.017*120*2 - 1.195*36"2 + 0.899*36*10 -
0.181*36*2 + 0.636*10"2 + 0.201*10*2 - 1.467*2"2

y=2675.34 (mg EAG/100g atomizado)

A= temperatura, B= Flujo de aire, C= Flujo de bomba, D= Fenoles totales

Finalmente para determinamos el % al que corresponde el contenido de fenoles totales
usando las condiciones de rendimiento:

2900.95 mg EAG/100g ext 100%
2675.34 mg EAG/100g ext X

Por diferencia obtenemos el % de diferencia: 100% - 92.22% = 7.78%
redondeando = 8%

Este procedimiento se sigui6 para determinar todos los porcentajes de diferencia, reemplazando

en cada ecuacion del modelo matematico dado por el analisis de superficie de respuesta.
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