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Resumen

El trabajo evalu6 el potencial industrial del aprovechamiento de extractos antioxidantes
obtenidos a partir de la almendra de la semilla de mango de azucar (ASMA). Para lo cual, se
realiz6 el estudio técnico- econémico del proceso de extraccion con fluidos supercriticos (EFS)
a partir de la ASM, con el proposito de plantear una posible aplicaciéon de este residuo
agroindustrial. En una primera etapa, se evalu6 el efecto de la presion (11-21 MPa), la fraccion
de cosolvente (5-15 %) y la temperatura (40 - 60 °C) durante un proceso EFS. Se evaluaron
como variables de respuesta: (i) Rendimiento, (if) Contenido total de Fenoles (CTF), (iii)
Contenido total de flavonoides (CTFI), (iv) actividad antioxidante mediante el ensayo de
atrapamiento de radical DPPH y (v) el efecto de los extractos sobre el indice de estabilidad
oxidativa (t) de aceites enriquecidos usando el método Rancimat. Por medio de un disefio
experimental central compuesto, se determinaron como mejores condiciones de extraccion: 21
MPa, 60 °C y 15% de EtOH, el extracto obtenido generé un t en los aceites comerciales de
hasta 6,05 £ 0,25 h, siendo la composicién de la fase extractante la variable mas influyente en
EFS.

En una segunda etapa se realizé el modelamiento, la simulacién y la evaluaciéon econémica de
un proceso EFS para la obtencion de antioxidantes de aceites comerciales. Para esto, se realizo
la curva cinética de extraccion supercritica a las mejores condiciones obtenidas en la primera
etapa, recolectando fracciones de extracto a diferentes tiempos y ajustandola a modelos
simplificado. Los modelos permitieron describir de forma adecuada el comportamiento de la
cinética de extraccion. Mediante el critetio de escalamiento seleccionado (Qd /M) y empleando
un software comercial se evalué econémicamente el costo de manufactura (COM) del proceso
a distintos tiempos de extraccion, para dos extractores de 1m’, se logré un COM minimo de 68
USD/kg en un tiempo de 60 minutos de extraccién alcanzo de un rendimiento de 4,7%. Los
principales costos que afectaron el COM correspondieron al costo de inversion inicial asociados
a los sistemas de presurizacion y extractores y los costos de materia prima asociados al COay
etanol.

Palabras Claves: Extracciéon con fluidos supercriticos, antioxidantes naturales, Rancimat,

Mangifera indica L, simulacion a escala industrial, costo de manufactura.



Abstract

In the present work, the industrial potential of use antioxidant extracts from mango seed kernel
(MSK) was evaluated. For which, the technical study of the process of extraction with
supercritical fluids was carried out from the MSK to propose a possible application of this
agroindustrial waste. The extraction process was carried out using mango seed kernel. The effect
of the extraction pressure (11-21 MPa), fraction of cosolvent (5-15%) and temperature (40-60
° C) in the SFE process was evaluated. Selected response variables were: (i) Yield, (ii) Total
Phenol Content (CTF), (iii) Total Flavonoid Content (CTFI), (iv) Antioxidant activity by DPPH
radical assay and (v) Oxidative stability of the enriched oils using the Rancimat method. By
means of a composite central experimental design, optimum conditions were: 21.0 MPa, 60 °
C and 15% EtOH,; the extract obtained under these conditions increased the oxidative stability
of commercial oils up to 6.05 = 0.25 h, with the cosolvent as the most influential variable

In a second stage, modeling, simulation and the economic evaluation of SFE process was
carried out to obtain commercial oil antioxidants. For this, the kinetic curve of supercritical
extraction was performed at the best conditions previously, collecting fractions of extract at
different times and adjusted to simplified models. The models allowed to describe the behavior
of the extraction kinetics. Through the selected scaling critetion (Qd/M) and the use of
commercial software, the manufacturing cost (COM) of the extraction time was economically
evaluated, for two extractors of 1m’, 2 minimum COM of 68 USD / kg in a time of 60 minutes
of extraction and yield of 4.7% was obtained. The main costs that affect the COM correspond
to the initial investment cost associated with the pressurization and extractor systems and the
raw material costs associated with CO; and ethanol.

Keywords: Supercritical fluid extraction, Cost of manufacturing, Industrial scale simulation,

natural antioxidants, Rancimat, Mangifera indica 1..
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Introduccion

En Colombia, el mango se encuentra entre los cultivos fruticolas permanentes mas importantes.
Segun la dltima encuesta nacional agropecuaria (2016), la produccién del fruto en ese afio
alcanzé aproximadamente 260 000 t en el pais. El mesocarpio del mango es procesado
industrialmente para la producciéon de jugo, pulpa y rebanadas. Durante su procesamiento
agroindustrial, los principales residuos son el epicarpio y la semilla, en funcién de las variedades

y los productos fabricados pueden ser emitidos entre un 35-60% de residuos.

Los residuos agricolas representan un problema cada vez mayor a nivel mundial. Fstos causan
graves problemas ambientales, como la contaminacién del agua, olores desagradables, asfixia,
danos a la vegetacion y emisiones de gases de efecto invernadero. Ademas, su disposicion es
costosa y se aflade a los costos produccion; por ejemplo, 10 millones de délares/afio se gastan
en algunas cadenas agricolas en EE. UU. Se ha reportado que cerca del 39% de los residuos de
las cadenas productivas son causados por las industrias de procesamiento de alimentos en los
paises desarrollados, los cuales se encuentra en aumento debido al crecimiento en la produccion

y en la industria de procesamiento.

En Colombia a se podrian estimar que se generan cerca de 160 000 t de residuos del mango, del
cual representara hasta 60 000 t/afio, equivalente al 23% de la producciéon. No obstante, estos
residuos agricolas poseen biomoléculas importantes que pueden ser aprovechadas. Por ejemplo,
la semilla del mango esta compuesta por altas cantidades de grasa y almidon; el aceite que se
obtiene de ella puede ser utilizado como un sustituto de la manteca de cacao, al igual que se
encuentra enriquecidos de compuestos fendlicos de interés para la industria alimentaria (p.e el
acido galico, acido elagico, mangiferina, entre otros).

Las técnicas de extraccion con alta presion, incluyendo fluidos supercriticos y liquidos
presurizados, se han propuesto como alternativas sostenibles y mas eficientes para obtener los

compuestos presentes en estos tipo de matrices vegetales, dado que emplean solventes verdes
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a altas presiones o altas temperatura, que mejoran la solubilidad y desorcién de compuestos y
acorta los procesos de extraccion. El uso de CO, como disolvente en este tipo de procesos,
permite reducir el consumo de disolvente liquido y los pasos de evaporaciéon (debido a que es
gaseoso a condicionales normales), ademas proporciona un ambiente inerte que ayuda a
prevenir la degradacion de compuestos sensibles. Estas tecnologias pueden desarrollarse para
aprovechar la semilla de mango y se pueden integrase bajo concepto de biorefinerias, las cuales
permiten aprovechar integralmente las cadenas productivas agricolas.

Con este horizonte, se ha propiciado el desarrollo del presente trabajo investigativo, partiendo
del siguiente objetivo principal:

Valorizar la semilla mango mediante el estudio de la viabilidad técnica y econdmica de la extraccion de

antioxidantes empleando fluidos presurizados

Para lo cual se plantearon cuatro objetivos especificos:

e Evaluar el efecto de la temperatura, la presion y el porcentaje de cosolvente de un
proceso de extracciéon con fluidos presurizados sobre la actividad antioxidante in
vitro y los contenidos totales de fenoles y flavonoides totales, en los extractos
obtenidos a partir de la almendra de la semilla de mango.

e Evaluar la estabilidad oxidativa de aceites comerciales enriquecidos con los extractos
obtenidos para la identificar su aplicabilidad en la industria.

e Modelar la extracciéon de aceites con fluidos presurizados mediante la evaluacién
experimental de las cinéticas de extracciéon con el fin de estimar la vialidad
econémica de un proceso a escala industrial.

e HEstimar la viabilidad econémica del proceso de extraccién de compuestos
bioactivos a partir de almendra de semilla de mango utilizando fluidos presurizados,
haciendo uso de un software comercial para su posible aplicacion en una planta a

escala industrial.
El proyecto se desarrollé del presente trabaj6 consistié en dos etapas, a saber:
Una primera etapa donde se buscé la obtencion de extractos mediante extracciéon con CO,

superctitico y etanol (EtOH) como cosolvente a partir de la almendra de la semilla de mango.

Los extractos fueron obtenidos siguiendo un disefio experimental central compuesto
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empleando tres variables independientes: temperatura, presion y fraccion de cosolvente, un total
de 19 extractos fueron obtenidos. Simultineamente, fueron obtenidos extractos mediante
extraccion soxhlet empleando EtOH como disolvente. Los analisis realizados a los extractos
obtenidos correspondieron a: (i) contenido total de fenoles y (ii) flavonoides totales, (iii) ensayo
de actividad antioxidante mediante captacién del radical DPPH y (iv) ensayo de estabilidad
oxidativa de aceites comerciales enriquecidos con extracto supercriticos mediante el método
Rancimat. Finalmente, en cada una de las técnicas se evalud el rendimiento obtenido y se
optimizaron las condiciones de extraccion.

Finalmente, una segunda etapa en donde se realiz6 el modelamiento, la simulacién y la
evaluaciéon econdmica de la extracciéon de aceites con fluidos presurizados. Para lo cual se
realizaron curvas cinéticas para la extraccion supercritica utilizando las mejores condiciones
obtenidas en la primera etapa y partiendo de resultados previos reportados dentro del Grupo
de Investigacion en Quimica de Alimentos de la Universidad Nacional de Colombia.
Posteriormente se ajustaron los resultados a modelos matematicos reportados en la literatura y
con criterios de escalamiento seleccionados, se procedio a realizar la simulacién en un software
comercial (Aspen HYSYS®). Con los generados finalmente se realiz6 la evaluacion econémica

del proceso, determinando el costo de manufactura del extracto obtenido.
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1 Residuos agroindustriales del mango como
fuente promisoria de compuestos bioactivos y
estrategias para su aprovechamiento industrial

En el presente capitulo se discuten los aspectos mas relevantes que definen y contextualizan el
trabajo de maestria “Valorizacién y modelamiento extraccion de aceites a partir de la semilla de
mango (Mangifera indica 1..) utilizando técnicas no convencionales”. Inicialmente, se describen
algunos aspectos econémicos y ambientales de la cadena productiva del mango, sus dificultades
para su aprovechamiento y los residuos que de esta se generan; lo que plantea la necesidad de
valorizar la cadena productiva mediante la obtencién de sustancias de alto valor agregado.
Seguidamente, se expone el potencial de las distintas partes del fruto del mango como fuente
de agentes antioxidantes, al igual que se plantea el desarrollo y los procesos secuenciales de las
biorefinerfas a partir de residuos como una estrategia para el aprovechamiento integral de la
cadena agricola. Finalmente, se plantea la extraccion con fluidos presurizados para la obtencion
de extractos con actividad antioxidante, siendo una estrategia para la obtencién selectiva de
productos, con altos rendimientos y libres de disolventes organicos perjudiciales para la salud,
los cuales pueden ser de interés para el control de enfermedades, aditivos para la industria

alimentaria y farmacéutica u otras aplicaciones.

1.1 El Mango (Mangifera indica L)

Taxonomia: el mango (Figura 1-1jError! No se encuentra el origen de la referencia.) es un
fruto tropical comun en Centroamérica, Asia, India y China, aunque es originario del sur de
Asfa de donde se dispersé por el mundo [1]; pertenece al género Mangifera, conformado por

varias especies de la familia Anacardiaceae, la cual esta constituida por aproximadamente 73
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géneros y 850 especies de amplia distribucion a nivel mundial, incluye arboles, arbustos y lianas
[2]. Mas de 1000 variedades de mango estan disponibles en todo el mundo. De éstas, sélo unas

pocas se cultivan y comercializan a gran escala [3].

Figura 1-1: Partes del fruto de mango (Mangifera indica 1..)
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El fruto es clasificado como una drupa y dependiendo de la variedad pueden ser muy cambiante
en forma, color, sabor y textura. Puede pesar de menos de 50 g y llegar a mas de 2 Kg, es
carnoso, su forma es ovalada, su piel es lisa y gruesa y su color varia desde el verde, amarillo
con tonos rosados, rojos, violetas, donde recibe la luz directa del sol. Su pulpa o mesocarpio
tiene color amarillo o anaranjado y tiene semilla fibrosa; por lo general es dulce y con ligero
sabor a trementina.

Las frutas llegan a madurar de 2 a 4 meses después de la florescencia. Las especies silvestres son
de aproximadamente 3,5 a 10 cm de largo, mientras que las de la mayorfa de las variedades de
cultivo son considerablemente mas grandes, por lo general de 8 a 20 cm de largo yde 6 a 12 cm
de ancho, ligeramente aplastados y angostos en la region del apice [2], [4].

Cada fruto contiene una sola semilla, de forma ovoide u oblonga y cuando maduran estan
rodeadas por un endocarpio fibroso, la testa es fina y permeable. Existen dos tipos de semilla,
las que contienen un embrién cigbtico (monoembridnicas) y las que contienen varios embriones
(poliembridnicas), generalmente de éstos solo uno es cigoético y los otros se generan del tejido

maternal [5].
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1.2 Aspectos econémicos sobre la cadena productiva del mango

1.2.1 Produccién y mercados mundiales

El mango (M. indica 1..) es la segunda fruta tropical mas comercializada en el mundo, luego
cultivo del banano en términos de produccién y la superficie utilizada [6], y la quinta en la
produccion total de frutas [5].

A nivel mundial, la produccién de mango se estima en 42 millones de t/afio, debido al comercio
que se ha incrementado de manera significativa. India es el mayor productor de mango, con el
30% de la participacion en la produccion total, seguido por China, Tailandia, México e
Indonesia (Figura 1-2). México ha sido el mayor exportador con 287 771 t/afio segin la FAO,
en el 2015 [3].

Figura 1-2: Top 5 de productores mundiales [3].

Produccién (toneladas)

Indonesia [
Mexico -
Tailandia [
China [
India [
0 2 4 6 8 1=0 1=2 14
Millones

Las variedades provenientes del sur de Florida (Estados Unidos), Haden, Tommy Atkins,
Palmer y Kent, son interesantes en los mercados para consumo en fresco, ya que presentan la
calidad y atributos que demandan los consumidores [8]. La pulpa de mango puede ser
consumida en verde o madura. Los principales productos agroindustriales que se han
identificado son: rodajas en almibar, néctar, encurtidos, conservas, rebanadas en salsa picante,
enlatados, congelados como concentrados, puré, deshidratado, productos minimamente

procesados o preparados como zumos y mermeladas|[5].
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1.2.2 Contexto Nacional

En Colombia, el mango se encuentra entre los cultivos fruticolas permanentes mas importantes.
En 2016, Tolima fue el primer departamento productor de mango, seguido de Cundinamarca
(Figura 1-3). Segun la dltima encuesta nacional agropecuaria, la produccién de mango ese
mismo afio alcanzé aproximadamente 260 000 t en todo el pais [9].

Figura 1-3: Produccién nacional y principales productores nacional de mango en Colombia
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El pais tan sélo exporta entre el 0,25% y 0,5% de su produccion total de mango, debido a que
la oferta exportable es relativamente escasa ya que las cadenas de supermercados y los grandes
centros de acopio absorben la produccion interna. Ademas, los precios internacionales no son
lo suficientemente atractivos para exportar volimenes importantes, en especial desde el interior
del pais, debido a los costos adicionales de transporte y al exigente control sanitario que obligan
estos mercados. No obstante, segun el modo de inserciéon en los mercados, Colombia
presentaria un desempefio ideal en Jap6n, Espafia, Estados Unidos y Suiza; la exportacién tanto
de la fruta fresca como procesada es un negocio creciente a nivel internacional [10].

Finalmente, respecto a la demanda interna, se tiene un crecimiento acelerado en términos de
numero de hogares y cantidad consumida por hogar. No obstante, la estacionalidad de la
produccién crea volatilidad en los precios al productor, generando una sustituciéon de las

variedades internas para satisfacer la demanda nacional. Por otra parte, el 67% de las personas
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consumen mango fuera del hogar en forma de fruta entera o en trozos y el 33% lo hacen en
forma de jugos naturales, generando un potencial muy grande pues se ha posesionado como la

segunda fruta en preferencia por los consumidores colombianos fuera del hogar [2].

1.3 Residuos de la cadena productiva del mango y su potencial valor
agregado como fuente de compuestos bioactivos.

Los residuos agricolas representan un problema cada vez mayor a nivel mundial. Estos causan
graves problemas ambientales, como la contaminacién del agua, olores desagradables, asfixia,
dafios a la vegetaciéon y emisiones de gases de efecto invernadero. Ademas, su disposicion es
costosa y se aflade al costo total de la produccion; por ejemplo, aproximadamente 10 millones
de ddlares/ afio se gastan en algunas cadenas agricolas en EE.UU [6]. Se ha reportado que cerca
del 39% de los residuos las cadenas productivas son causados por las industrias de
procesamiento de alimentos en los paises desarrollados, los cuales se encuentra en aumento

debido al crecimiento en la produccion y de la industria [9],[10].[5]

El mesocarpio del mango se aprovecha para la produccion de jugo, pulpa y rebanadas para la
industria. Durante el procesamiento agroindustrial, los principales residuos generados son el
epicarpio y la semilla. En funcién de las variedades y los productos fabricados, pueden
representar entre un 35-60% del peso total del fruto [13]. En general, los residuos que pueden
llegar a generarse en toda la cadena productiva del mango pueden observarse en la Figura 1-4.

Figura 1-4: Esquema general de la cadena productiva del mango y sus subproducto o residuos
generados. Elaboracién propia.
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A partir de lo anterior en Colombia a 2016 se podrian estimar que se generan cerca de 160 000
t/afio de residuos. No obstante, existen compuestos de interés econémico que se pueden
obtener a partir de estos, por ejemplo, la semilla del mango esta compuesta por altas cantidades
de grasa y almidén y el aceite obtenido puede ser utilizado como un sustituto de la manteca de

cacao [4].

1.3.1 Caracterizacion de la semilla de mango.

La semilla del mango, dependiendo de su variedad, puede representar entre 9% y 23% en peso
del fruto. Su nucleo o almendra puede llegar a representar entre 46% a 73% de la semilla [11],
del cual 15% en peso puede corresponder a aceites extraibles [14]. Se ha reportado que mas de
un millén de toneladas pueden llegar a ser producidas en el mundo y no estan siendo utilizadas
con fines comerciales [5]. Aunque existen suficientes reportes sobre el uso racional de la semilla
de mango como ingrediente en alimentos para animales, la mayor parte se considera residuo y
se convierte en una fuente de contaminacién del medio ambiente.

La grasa de la semilla ha atraido considerable interés debido a sus caracteristicas fisicas y
quimicas tnicas, que son similares a las de la manteca de cacao [5], [6], [11], [14]-[18]. Es una
buena fuente de hidratos de carbono (58-80%) y proteinas (6-13%) y tiene un perfil atractivo
de aminoacidos esenciales y lipidos (6-16%); que es rico en acidos oleico y estearico. Al igual
que se han reportado como fuente de antioxidantes naturales, almidén, harina y de alimentacién
[19].

La almendra de la semilla de mango contiene algunos fitoquimicos de interés que pueden ser
utilizados como antioxidantes naturales en diferentes matrices [16], [19]. Varios compuestos de
interés se han identificado mediante la extraccion con solventes de distinta polaridad; como
metanol, etanol y agua, y mediante diferentes técnicas de extracciéon. Compuestos de interés
como mangiferina, acidos fendlicos y sus glucosilados como; acido galico, etil galato, acido
elagico, entre otros, han sido identificados y tienen potenciales aplicaciones en la industria

farmacéutica, cosmética o alimenticia ya que pueden ser buenos agentes antioxidantes [20], [21].
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1.3.2 Usos y aplicaciones de las biomoléculas de la semilla de mango

Los principales acidos grasos que se encuentran en el aceite obtenido de la semilla de mango
son el acido estearico (35%) y acido oleico (45%) [14]. Es por esto que diversas aplicaciones se
han identificado para diferentes sectores de la industria; a nivel internacional, el aceite de la
semilla se ha utilizado en la industria cosmética como ingrediente en jabones, champus y
lociones, ya que es una buena fuente de compuestos fendlicos incluyendo microelementos
como el selenio, cobre y zinc [14]. Asi mismo, para la industria alimenticia la fraccion lipidica
de la semilla se ha extraido y se ha explorado su potencial para reemplazar mantecas en
productos de cereales cocido al horno. Los resultados han indicado que la grasa se funde a
26,2 °C y por lo tanto puede ser utilizado para reemplazar la base de ingredientes en la
produccion galletas [16].

Por estas propiedades, en Europa se ha admitido la adicién hasta de un 5% proveniente de otra
fuente distinta del cacao para elaboraciéon de chocolate y otros productos, siendo la grasa de
semilla de mango una de las seis grasas tropicales permitidas para el reemplazo parcial [17]. No
obstante, en Colombia hasta el momento se han hecho pocos esfuerzos para utilizar la almendra
de la semilla para la preparacion de productos alimenticios de valor afadido.
Internacionalmente, el precio de la fraccion lipidica de este subproducto se ha reportado en
hasta 28 ddlares/ 4 onza [16]. Si bien la almendra contiene un contenido representativo de
aceite, ningun estudio planificado se ha documentado hasta ahora en el que se centre en la
utilizacion y gestion de los residuos de mango a nivel industrial.

Recientes aplicaciones en el area de la salud han encontrado que se pueden tener extractos con
actividad antiproliferativa de cierto de tipo de células de cancer; colon y mama. As{ mismo, se
ha verificado su actividad antimicrobiana frente a bacterias Gram positivas y Gram negativas;
mientras que otros estudios han demostrado que es un potencial antibiético y antifingico
natural abundante y rentable que puede ser utilizado en el tratamiento de intoxicacion
alimentaria y las infecciones causadas por microorganismos patdgenos en la industria
alimentaria [5], [11]. Finalmente, han habido reportes con el objetivo extraer y caracterizar
nanocristales de celulosa de la semilla de mango por hidrolisis acida para obtener un material

adecuado como un agente de refuerzo en la fabricacién de nanocompuestos [15].
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1.3.3 Aceites y grasa a partir de la almendra de la semilla de mango

En Colombia, estudios recientes han evaluado el rendimiento de extraccion y las propiedades
fisicoquimicas de los lipidos de semilla de 20 variedades de mango. La grasa obtenida no
presentd un contenido considerable de fenoles totales mediante el método y solvente empleado.
No obstante, los resultados demostraron que la obtencién de grasa comestible, a partir de
subproductos del mango, constituye una alternativa viable del aprovechamiento de recursos
naturales, debido a sus altos los rendimientos y su composiciéon quimica que posibilita su
aplicacion en la sustitucion de grasas vegetales o la posible generaciéon de nuevos productos
[17].

El precio de la manteca de cacao es uno de los mas altos entre todas las grasas y aceites
comerciales debido a la baja disponibilidad y alta demanda. En consecuencia, hay un intenso
esfuerzo por parte de las compafifas de alimentos para desarrollar métodos para producir
sustitutos de la manteca de cacao para los mercados emergentes. Con el fin de obtener una grasa
equivalente a la manteca de cacao de primera calidad, a partir del desperdicio del nucleo de la
semilla de mango, recientemente se ha usado CO; supercritico para la extracciéon, en donde se
han estudiado seis variedades diferentes para realizar su extraccion a presiones entre 35 y 42,2
MPa, y temperaturas entre 60°C y 72°C, con un flujo constante de CO, de 3,4 ml/min. Las
propiedades fisicoquimicas y los componentes de acidos grasos de grasas de extraidas a través
del método han sido comparables a los de la manteca de cacao comercial [13].

Por otro lado, extracciones asistidas por microondas han sido desarrolladas para obtener
extractos ricos en antioxidantes de semilla de mango. Las variables estudiadas han sido:
contenido de agua en la mezcla de acetona/agua como agentes de extraccion, relacién de
volumen de semilla peso disolvente, nimero de pasos, el tiempo de extracciéon y pH del agua.
Los resultados han sugerido que la composiciéon de extraccion y la relacion de volumen de
semillas de peso a disolvente son los factores mas significativo [22]. En Colombia se han

reportado ensayos preliminares empleando ultrasonido obteniendo rendimientos de hasta un

12% [23].
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1.4 Técnicas de extraccion no convencionales: fluidos presurizados
como una tecnologia verde para el aprovechamiento de residuos del
mango.

Desde el punto de vista fenomenoldgico, la extraccion es un proceso de transferencia de masa
de uno o mas componentes de una fase a otra. Cuando se trata de productos naturales, en la
mayoria de los casos, la muestra que se extrae es un material solido, aunque en algunos casos se
utilizan muestras liquidas. El disolvente de extraccion es generalmente un liquido, pero también
puede ser un sélido o un fluido supercritico. Aunque los enfoques pueden variar, segin la
aplicacion (analitica, semipreparativa, preparativa o produccion industrial), dichas técnicas
tienen caracteristicas y objetivos especificos, que se rigen por los mismos procesos y
mecanismos, y estan influenciadas basicamente por las mismas variables del proceso.

Actualmente, las principales dificultades relacionadas con la extraccién convencional radican en
largos tiempos de extraccion, bajos niveles de pureza en los productos obtenidos, altos costos
de consumo energético debido a la evaporacion de las grandes cantidades de disolvente, bajo
rendimiento y selectividad de la extraccion, asf como la descomposicion térmica de compuestos
termolabiles [24], [25]. Para superar estas limitaciones, se estudian nuevas técnicas de extraccion,
las cuales se conocen como técnicas de extracciéon no convencionales. Algunas de las técnicas

mas prometedoras pueden ser observadas en la Figura 1-5 [20].

Figura 1-5: Principales técnicas de extraccion no convencionales
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Ahora bien, algunas de estas técnicas se consideran “verdes” mientras cumplan con las normas
establecidas por la Agencia de Proteccién Ambiental de EE.UU (EPA), [25]. Estas incluyen
pautas como: el empleo de sintesis quimica menos peligrosas, disolventes no toxicos, materias

primas renovables, catalizadores, asi como el disefio de productos mds seguros, sistemas
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eficientes energéticamente; que reduzcan la produccion de residuos, eviten la degradacion y
permitan generar “economia atomica”, y el analisis en tiempo real para la prevencién de la
contaminacion y de accidentes [28].

Los principales objetivos del proceso de un extracciéon estan relacionados con una o mas
propiedades, a saber:

* Alto rendimiento: el compuesto objetivo se forma o se recupera de forma exhaustiva.

* Alta selectividad o pureza: el extracto resultante posee baja cantidad de interferentes o de
compuestos indeseables, que han sido extraidos simultaneamente.

* Alta sensibilidad: al aplicar diferentes técnicas de cuantificaciéon se obtiene una elevada
pendiente en las curvas de calibracién.

* Bajo limite de deteccidon o cuantificacion: los analitos son detectados o cuantificados a

niveles de concentracién bajos, debido al minimo nivel de ruido del sistema analitico.

1.4.1 Extraccion con Fluidos Supercriticos

Los fluidos supercriticos fueron descritos por primera vez en 1879 por Hannay y Hogarth. A
pesar de sus ventajas asociadas como agentes de extraccion, no fue hasta alrededor de 1960 que
esta técnica comenzo a ser investigada a fondo como una alternativa a los métodos de extraccion
convencionales [20].

A medida que la sustancia se acerca a su temperatura y presion critica, las propiedades de sus
fases gaseosas y liquidas convergen, lo que resulta en una sola fase en el punto critico: un fluido
supercritico homogéneo. El calor de vaporizacion es cero por lo tanto no existe una distincion
entre las dos fases. En el diagrama de presién-temperatura (Figura 1-6), el punto en el que la
temperatura y presiéon critica se rednen se llama el punto critico de la sustancia. En las
proximidades del punto critico, un pequefio aumento de la presién provoca un gran aumento
de la densidad de la fase supercritica [25].

Los fluidos superctiticos tienen propiedades tanto de gases como de liquidos. Por ejemplo, su
densidad es similar a la de un liquido, mientras su viscosidad es similar a la de un gas, y su
difusividad es intermedia entre gas y liquido. I.a conductividad térmica es relativamente alta y
aumenta cerca del punto critico. La tensién superficial es minima, similar a la de los gases.
Muchas otras propiedades fisicas tales como solubilidad, altamente relacionada con la densidad,

muestran grandes cambios en cercanfas al punto critico. Los cambios en estas propiedades son
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cruciales, ya que éstos afectan los cambios de solubilidad y los coeficientes de transferencia de
masa, y por tanto la selectividad del disolvente [20].

Entre los disolventes considerados “verdes” en la extraccién con fluidos supercriticos (EFS), el
COz es sin duda el mas empleado (Tc = 31°Cy Pc = 74 bar). El CO,es econémico, respetuoso
del medio ambiente y, en general, reconocido como seguro (GRAS), éste es atractivo debido a
su alta difusividad. Otra ventaja es que es gaseoso a condiciones ambientales, lo que hace que
la recuperacion del extracto sea simple, que dicho extracto sea libre de disolventes y que no sea
sometido a transgresiones térmicas ni oxidativas. No obstante, una limitante es la poca afinidad

de CO; supercritico por compuestos polares, la cual puede ser superada al emplear cosolventes

modificadores polares [25], [28]—[30].
Figura 1-6: Diagrama de fases [26].
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1.4.2 Extraccion con Liquidos Presurizados

El método de extraccion en el que se emplean liquidos a alta presion puede aplicarse en la
extraccion de productos naturales. Las ventajas mas importantes que se han reportado incluyen
altos rendimientos, reduccién del tiempo de procesamiento y bajo consumo de disolvente [31].
El solvente frecuentemente utilizado es el agua, a temperaturas superiores al punto de ebullicion
atmosférico (100 °C; 0,1 MPa) pero por debajo del punto critico (374 °C; 22,1 MPa), por lo que
puede llamarse extracciéon con agua subcritica (SWE, por sus siglas en ingles), extraccion

sobrecalentada o extraccion acelerada con agua como disolvente. El uso de SWE en quimica
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analitica comenzo con el trabajo en el analisis medioambiental por Hawthorne y sus colegas en
la década de 1990 y existe bastante literatura sobre las aplicaciones actuales [32]—[36].

Se ha sugerido que el fenémeno responsable del alto rendimiento de extracciéon en esta técnica
es la irrupcion de los tejidos (debido a la alta presién hidrostatica), mejorando la velocidad de
transferencia de masa del disolvente en la matriz y el producto intracelular libre. La principal
ventaja de esta técnica sobre la extraccion sélido-liquido convencional es el uso de densidades
relativamente altas (ya que el disolvente esta como liquido a temperaturas superiores a las del

punto de ebullicién normal), lo que mejora la solubilidad y la transferencia de masa [20].

1.4.3 Modelamiento y escalamiento de la cinética de extraccion con

fluidos presurizados.

ILa mayoria de los estudios que emplean fluidos presurizados para obtener extractos, buscan
que tenga la capacidad de ser escalados y utilizados industrialmente. Para esto, el disefio de los
procesos de extraccion debe estar fundamentado en el conocimiento de los mecanismos de
transferencia de masa del proceso de extraccion y su representacidon matematica apropiada.
Dentro de la variedad de modelos matematicos que se han propuestos, existen tres que son
relativamente simples y han sido bien desarrollados y usados para describir la extracciéon de
compuestos a partir de matrices solidas: la difusién en una bola caliente, la célula rota e intacta,
el nucleo que se contrae y algunos modelos simplificados. Todos tienen una descripcion e
identificacién de parametros y ejemplos de aplicacion bien definidos en la literatura, en donde
se incluye la disolucion del analito del soélido, la difusion del analito en la matriz y su transporte
dentro fluido supercritico [37].

El modelamiento de la extraccion con fluidos presurizados implica el analisis de curvas de
extraccion, en donde los aspectos cinéticos y termodinamicos se relacionan cuantitativamente
con el objetivo de realizar optimizacién y mejora al proceso, asi como para las evaluaciones
econémicas y escalamientos. Otro aspecto que toma el tema del modelamiento concierne al
uso de disefio de experimentos y metodologia de superficies de respuesta, como métodos
estadisticos que permiten identificar condiciones de operaciéon que tengan un impacto positivo
sobre los resultados que se esperan y también a describir los resultados experimentales cuando

los datos fundamentales son escasos o inexistentes [38].
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Modelos empiricos: cuando los resultados se describen mediante expresiones matematicas
simples, los modelos empiricos brindan soluciones faciles y rapidas. Se pueden encontrar
expresiones en la literatura que describen facilmente la forma de las curvas EFS. Estos modelos
generalmente se construyen en relacién con la concentracion inicial de solutos en la matriz y
comprenden un parametro ajustable que no tiene ninguna interpretacion fisica. A pesar de ser
capaces de proporcionar datos confiables, los modelos empiricos no permiten que se
determinen los coeficientes de transferencia de masa y, por lo tanto, son de poca ayuda para
una comprension profunda del proceso, concretamente cuando se apuntan objetivos de
ampliacion.

Modelos simplificados: la derivaciéon de modelos fenomenoldgicos para los procesos de EFS
incluye ecuaciones de velocidad y balances de masa tanto para el fluido supercritico como para
las fases solidas, y requiere datos cinéticos y de equilibrio, y posiblemente algunas caracteristicas
de la estructura fisica de la matriz. Debido a la falta de informacion habitual tanto a nivel cinético
y termodinamico, y también a la complejidad implicita de las matrices naturales, los
investigadores han publicado y adoptado modelos simplificados que proporcionan soluciones
aproximadas. La aplicacién de modelos simplificados puede proporcionar pistas utiles sobre las
limitaciones que prevalecen en un proceso de EFS, que permite descartar fendmenos de
insignificante importancia en futuros modelos rigurosos.

Su adecuacién puede ser probada caso por caso al ajustar las ecuaciones propuestas a las curvas
experimentales de extraccion. Normalmente incorporan uno o dos parametros ajustables
(constantes relacionadas con la transferencia de tiempo o de masa) y normalmente necesitan al
menos la concentracién de soluto inicial en la biomasa.

En cuanto a los residuos agroindustriales del mango, en los ultimos afios las hojas del arbol de
mango son la parte que han presentado el principal interés para el disefio de proceso y
escalamiento de procesos empleando técnicas de extracciéon no convencionales [39]. Es asi
como se ha planteado la ampliacion de los procesos de alta presion desde la escala de laboratorio
(0,1 L) a la escala de planta piloto (5,0 L) mediante la aplicacién de modelos matematicos como
el desarrollado por Sovova y diferentes criterios de similitud [40]. Los resultados han indicado
que el modelo puede predecir satisfactoriamente las curvas cinéticas. De donde se encuentra
que el mejor criterio de similitud para escalamiento es mantener una relacion constante de masa

de disolvente en flujo de alimentacién que incluye el didmetro extractor.
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Para la extraccion con liquidos presurizados, los conceptos de difusion y velocidad de difusion,
que dependen del gradiente de concentracion, junto a la muestra, hacen parte del modelamiento
y se sustentan bajo la ley de Fick [41].

Entre ambas técnicas de extraccién mencionadas, las limitaciones de los procesos de extraccion
son distintas. Por ejemplo, para la extracciéon fluidos supercriticos son debidas principalmente
a la difusion, mientras que la extraccién con liquidos presurizados es controlada tanto por la

difusién como la conveccion.

1.5 La biorefineria como estrategia integral para el aprovechamiento de
los subproductos o residuos de la cadena productiva del mango.

LLa Comisiéon Europea (2012) define 1a bioindustria como el segmento de la economia de base
biolégica (bioeconomia) que reduce las emisiones de gases de efecto invernadero y se desarrolla
sobre la base biolégica de bajo carbono. Es decir que utiliza los recursos biolégicos renovables
en procesos industriales para la fabricacion de productos innovadores y servicios derivados de
la biomasa.
Con lo anterior, se entiende que la bioeconomia sera la principal potencia impulsadora para
generar un crecimiento inteligente e incluyente; reducir la dependencia de combustibles fésiles
al igual que reducir el consumo de energia y de recursos; promovera la creaciéon de empleos
verdes y apoyara el desarrollo sostenible [43]. L.a Agencia Internacional de Energfa busca apoyar
los avances tecnoldgicos alrededor de los conceptos de biomasa y biorefinerias, los cuales se
pueden desarrollar a través de las denominadas “42 Task” [44].
La biomasa puede ser definida como "cualguier materia organica que se encuentra disponible en una
base renovable o recurrente (con exclusion de la madera de bosques de edad), incluyendo cultivos dedicados a
energia y arboles, residuos de cultivos agricolas de alimentos, plantas acudticas, la madera y sus residuos, desechos
animales y otros materiales de desecho" [45].
El concepto de biorefineria tuvo su originen a finales de 1990, como resultado de la escasez
de combustibles fosiles y el aumento de las tendencias de uso de la biomasa como materia prima
para la produccién de productos no alimenticios [46]. El Laboratorio Nacional Americano de
Energia Renovable [47] definié biorefinetia como: “wna instalacion que integra los procesos de
conversion de biomasa para producir combustibles, productos quinzicos, poder y energia”.
En este contexto, el concepto de biorefinerfa verde se considera como el tratamiento sostenible

de la biomasa y la integracién de todos los procesos de transformacion de residuos que culmina
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en productos de base biolégica. El concepto también se relaciona con la recuperacion de energia
en un solo proceso integrado de los desechos; lo anterior permite ser autosuficiente y altamente
sostenible, lo cual implica un enfoque unificado altamente beneficioso (Figura 1-7) [48], [49].
Este término esta estrechamente relacionado con la Ecologia y la Simbiosis Industrial.

Figura 1-7: Componentes y estructura general de una biorefinerfa [48], [49].
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actores de biorefinerfas integrada. En principio, toman la forma de intercambios comerciales de
productos secundarios dentro de un fenémeno de cascada industrial, donde el producto de una
empresa industrial se convierte en un insumo para otra empresa. Esta cascada puede continuar
a través de varios niveles en un marco de integracion vertical. Algunos intercambios pueden
tomar la forma de servicios [40].

Las biorefinerfas se clasifican en funciéon de sus componentes del sistema o plataformas,
productos, materias primas y procesos de conversion. Las plataformas determinan la
complejidad del sistema en el que se representan los procesos intermedios que enlazan las
biorefinerfa; los productos pueden ser energia o productos quimicos valiosos (bloques de
construccion), es decir, acidos organicos; las materias primas pueden referirse a cultivos
comestibles, residuos agricolas y forestales y desechos industriales o domésticos. Actualmente

cuatro grupos principales de procesos de conversion estan involucrados en los sistemas de
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biorefinerfa y definen la jerarquia del proceso. Estos son termoquimicos, mecanico, y
bioquimicos. Esta jerarquia de clasificacion puede ser visto en la Figura 1-8 [50]

Figura 1-8: Estructura de una biorefinerfa de acuerdo a sus componentes [50] .
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1.5.1 Aprovechamiento integral de cadenas productivas agricolas

El aprovechamiento integral de una cadena agricola se refiere a transformar y utilizar
completamente el producto generado en el campo, lo que implica valorizar la cadena agricola
mediante la obtencién de productos de alto valor agregado. Para lograr esto, la biorefineria
emplea la secuenciacion en el disefio de procesos.

La secuenciacion en el disefio de una biorefineria es un término que se utiliza para establecer
un orden logico para relacionar las tecnologias y productos que lleva a involucrar ciertas
restricciones. Por ejemplo, los primeros pasos de secuenciacion deben ser la extracciéon de
compuestos fendlicos y luego el tratamiento con acido para recuperar pectinas, seguido de otros
productos debido a que no es posible producir pectinas primero y luego extraer los compuestos
tenolicos, una de las limitaciones es que los metabolitos se han diluido en un medio acido lo
que conduce a una degradaciéon y un menor aprovechamiento de sus capacidades funcionales.
Por otra parte, podtia ser posible que incluso estos compuestos no se puedan recuperar a partir
del licor debido a las pequefias cantidades en comparaciéon con los grandes volumenes en la
extracciéon de la pectina. De esta manera la secuencia se relaciona con la jerarquia de los

productos[51].
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1.5.2 Las reglas de biorefinerias verdes

La aplicacién de los conceptos de jerarquia, secuenciaciéon e integracion anteriormente

mencionados pueden ser desarrollado mediante el cumplimento de un conjunto de reglas

creadas para poder disefiar una “biorefinerfa verde” [51]—[53]:

Las tecnologfas integradas deben tener prioridad sobre las tecnologias separadas.

Las materias primas deben ser originarias de fuentes naturales, buscando siempre la
integracion de las distintas generaciones de biomasas.

Se deben reducir los residuos y lograr la integraciéon de productos con materias primas
en las biorefinerias de multiprocesamiento.

Los ecosistemas y la biodiversidad deben ser preservados

El desarrollo soluciones de ingenieria deben ser innovadoras.

Se debe evaluar el impacto social.

Se debe adoptar el término del ciclo de vida.

Tanto el consumo de energia y la generaciéon de subproductos de bajo valor se deben
reducir.

Se deben emplear herramientas y estrategias de analisis y evaluaciéon de impacto
ambiental, técnico y econémico.

Se deben analizar las consecuencias para la seguridad alimentaria objetivamente,
incluyendo el impacto social, ambiental y econémico.

Los procesos que se van a disenar deben ser mas seguros.

Se deben disefar procesos para las moléculas innovadoras de alto valor afiadido. Los
antioxidantes, azucares funcionales y biopolimeros son un buen ejemplo de esta regla.
Se debe adoptar una cadena de suministro y logistica como parte esencial de una

biorefineria verde.

Todos estos puntos se fundamentan en los pilares de la sostenibilidad (medio ambiente,

sociedad y economia). Las biorefinerfas que siguen estos principios son consideradas como

sostenibles o verdes y se puede observar en la imagen Figura 1-9.
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Figura 1-9: Relacion entre estructura, conceptos, materia prima, productos y conocimiento en
una biorefinerfa verde [51]—[53]
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2 Evaluacion técnica de la extraccion con CO;
supercritico y EtOH como cosolvente para la
obtencion de antioxidantes a partir de la
almendra de mango.

El presente capitulo presenta los resultados del estudio técnico del proceso de extracciéon con
fluidos supercriticos a partir de la almendra de la semilla de mango, con el propésito de plantear
una posible aplicacién de este residuo agroindustrial, el cual posee un alto contenido de
bioactivos con potencial antioxidante. Para esto, se evalu6 el efecto de la presion (11-21 MPa),
la fracciéon de cosolvente (5-15 %) y la temperatura (40 - 60 °C) durante un proceso de
extraccion con fluidos supercriticos (EFS). Se evaluaron como variables de respuesta: (i)
Rendimiento, (if) Contenido Total de Fenoles (CTF), (iii) Contenido Total de Flavonoides
(CTFI), (iv) actividad antioxidante mediante el ensayo de atrapamiento de radical DPPH y (v)
el efecto de los extractos sobre el indice de estabilidad oxidativa de aceites enriquecidos usando
el método Rancimat; empleando aceite de girasol a 120 °C, con aireaciéon de 20 L/h y una
concentracion de extracto de 1000 ppm. Por medio de un disefio experimental central
compuesto, se determinaron como mejores condiciones de extraccion: 21,0 MPa, 60 °Cy 15%
de EtOH como cosolvente, el extracto obtenido a dichas condiciones generé un tiempo de
induccién en los aceites comerciales de hasta 6,05 £ 0,25 h. La variable de proceso de la EFS
que mas afecté de forma positiva la estabilidad oxidativa fue la composiciéon de la fase

extractante.

2.1 Introduccion

El mango generalmente se consume directamente, pero existe un aumento en el consumo de
productos procesados del mango como jugos, néctar, polvo, rebanadas de mango en almibar y

jaleas. Su procesamiento agroindustrial genera una cantidad significativa de subproductos como
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cascaras y semillas que representan del 35% al 60% de la fruta, aproximadamente. En Colombia,
a 2016 se podrian estimar que se generaron cerca de 160 000 toneladas de residuos, del cual la
semilla pudo alcanzar hasta 60 000 t/aflo, equivalente al 23% de la produccién del fruto. La
emision de este tipo de residuos causa graves problemas ambientales, como la contaminaciéon
del agua, olores desagradables, asfixia, dafios a la vegetacion, y la emisién de gases de efecto
invernadero [11-12]; asi mismo su disposicion es costosa y es anadido al costo total de la
produccion [6]. No obstante, estos residuos agricolas poseen biomoléculas importantes que
pueden ser aprovechados. Se ha demostrado que la ingesta diaria en la dieta de estos compuestos
bioactivos tiene posibles beneficios para la salud debido a sus potenciales propiedades
antioxidantes (actividades antivirales, antibacterianas, analgésicas, antiinflamatorias e
inmunomoduladores).

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios que se sintetizan durante el desarrollo
normal de la planta en respuesta a las condiciones de estrés, por lo que juegan un papel protector
o antioxidante sea en productos con fines farmacéuticos o aditivos alimentarios, como aditivos
antioxidantes protectores de aceites comerciales. LLos principales compuestos fendlicos y otros
compuestos polares identificados en el frutos de mango son los glucésidos de flavonol, xantona,
galotaninos y benzofenona que son derivados de quercetina, kaempferol, mangiferina, entre
otros [21].

En la actualidad, las técnicas convencionales de extraccién consumen tiempo y alta cantidad de
disolventes, presentan una baja eficiencia y generalmente requieren muchas etapas para la
concentracion, a temperaturas relativamente altas que pueden promover la degradacion de
compuestos activos. Con el fin de superar estas dificultades, en los ultimos afios se ha
investigado nuevos métodos de extraccion en los dltimos afios. Las técnicas de extraccion de
alta presion, incluyendo fluidos supercriticos y liquidos presurizados, se han propuesto como
alternativas sostenibles y mas eficientes porque emplean solventes verdes a alta presién y/o
moderadas temperaturas, que mejoran la solubilidad y desorcion de compuestos activos desde
la matriz o muestra y acorta los procesos de extraccion. El uso de CO; como disolvente de
extraccion bajo estas técnicas, permite reducir el consumo de solvente liquido y los pasos de
evaporacion, debido a que es gaseoso a condicionales ambientales, ademas proporciona un
ambiente inerte durante el proceso de extracciéon que ayuda a prevenir la degradacién de
compuestos sensibles a la oxidacién. Asi mismo, la adicion de cantidades de cosolventes polares

al CO; como EtOH aumenta sustancialmente el rendimiento global y la obtencién compuestos
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como la mangiferina, acido galico o elagico en el mango [31], [54], [55]. El presente trabajo tiene
como objetivo estudiar la posibilidad de obtener extractos mediante el uso de CO; supercritico
y EtOH como cosolvente, con el fin de evaluar su aplicabilidad en la industria alimentarfa como

antioxidantes de aceites comerciales.

2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Material vegetal y reactivos

La semilla de M. 7ndica .. Var mango de azucar, se obtuvo a partir de un proceso agroindustrial
de un lote suministrado por la empresa Pulpas Oni® de Colombia. La pulpa residual fue retirada
y la almendra separada manualmente de la semilla. L.a muestra se secé al vacio y con temperatura
de 50 °C, postetiormente fue molida y tamizada a un tamafio de particula promedio < 0,300
mm usando un sistema de tamices marca Tyler. La muestra fue almacenada en oscuridad a
temperatura ambiente (aproximadamente 18°C) hasta el momento de su uso.

Se conté con el reactivo de Folin-Ciocalteu (sodio 3,4-dioxo-3,4-dihidronaftaleno-1-sulfonato)
y acido galico (acido 3,4,5-trihidroxibenzoico) marca Merck®; el carbonato de sodio anhidro
de JT Baker®; el radical 2,2 difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), Trolox y Quercetina de Aldrich®;
el EtOH de Panreac®; y la TBHQ de butilhidroquinona terciaria de TCI-Tokyo Kasei®.

2.2.2 Extraccion soxhlet

La extraccion se realiz6 con EtOH al 96%, por 8 h a presiéon reducida y temperatura de
ebullicién a 40°C, evitando la degradacién de analitos termosensibles. Luego de la extraccién se
observo la formacion dos fases (una apolar y otra polar) las cuales se separaron mediante
enfriamiento de los extractos a -20°C, filtracion y centrifugacion (centrifuga Hettich Universal
320R). El rendimiento obtenido en cada fase se cuantificé y los extractos polares fueron

reconstituidos a 10mg/mL en EtOH y almacenados en oscuridad a -20 ° C hasta su uso.
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2.2.3 Disefio experimental: Extracciéon con fluidos supercriticos usando

CO; y EtOH como modificador

El equipo de extraccion con fluidos supercriticos (Figura 2-1) estaba conformado por una celda
de extraccion de 10 mL en acero inoxidable 316S, con camisa de calentamiento eléctrica,
controlador de temperatura PID y bomba de diafragma conectado un regulador de frecuencia
para presurizar el CO, y bomba de HPLC (Beckman modelo HPLC 140) para impulsar el
EtOH. La celda de extraccién y el sistema de tuberfas (d.i 1/8”) fueron de acero inoxidable
316S. Para evitar la formacién de nieve carbonica en el momento de la descarga, se realizaba
una primera despresurizacion moderada a 5 MPa y 60°C mediante una valvula reguladora de
presion (BPR), posteriormente se despresurizaba a condiciones ambientales. Las lineas de
tuberfa se calentaban con alambre de resistencia revestido conectado a un controlador de

temperatura PID.

Figura 2-1: Diagrama de flujo del sistema de extraccion con CO;superctitico y EtOH como
cosolvente.

Convenciones
1. Reservorio de CO»

1.a CO2
.2.d 1.b Etanol
1.c extracto
2. Indicadores de Presion:
2.a CO2 Entrada
2.b CO2 Salida
2.c COz2 Celda
2.d CO2 Separador
3.Controlador de Temperatura
3.a Celda
3.b Preseparador
4. Bomba
4.aC02
4.b etanol
5. Valvula de solventes
5.aCO:z
5.b Etanol
1b [><] 8. Celda + Chaqueta
5.b Precalentamiento 9. Preseparador + Chagueta
f N 10. Valvula controladora de presién
11. Valvula

1a | @

! Preseparador

Salida CO2

La celda de extraccion se llené con aproximadamente 5,0 g de muestra con un tamafio de
particula menor a 300 mm, y se establecieron las condiciones de temperatura, presion y fraccion
de cosolvente para la extraccion, que se llevo a cabo en modo continuo respecto a la fase
extractante. Se implementd un disefio experimental central compuesto rotable basado en los
limites de operacién maximos del equipo de extraccién y en trabajos previos realizados para

epicarpio de mango en el cual emplearon fluidos presurizados [31, 39, 56]; el cosolvente fue
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EtOH al 96%; se estudié un rango de fracciéon masica de 5-15% respecto al flujo de CO,, la
presion y la temperatura (11-21 MPa;40 °C — 60 °C). Se realizaron 19 ensayos, incluyendo cinco
repeticiones en el punto central del disefio experimental.

Se determino el rendimiento de extraccién (mg extracto / g de biomasa seca), considerando las
dos fases obtenidas: fase etandlica (polar) y fase insoluble (apolar), separadas segun como se
hizo en la extraccién soxhlet. Se realizé una extraccion continua durante 3 h y un flujo de CO»
de 10 g/min. Los extractos fueron reconstituidos a 10 mg/ml. en EtOH y almacenados a -20°C
para los posteriores analisis. La {Error! No se encuentra el origen de la referencia. muestra las
condiciones de presion (MPa), temperatura (°C) y porcentaje de cosolvente del disefio
experimental con sus respectivas codificaciones en el disefio experimental.

Tabla 2-1 Disefio experimental para la extracciéon con CO; supercritico y EtOH.

N°  Presion (MPa) Temperatura (°C) Cosolvente (%)

1 1] 1 1 60 1 15
2 0 16 0 50 0 10
3 2| 76 0 50 0 10
4 N2 | 244 0 50 0 10
5 0 16 0 50 | V2 18
6 0| 16, -2 331 0 10
7 1 21 1 40 @ -1 5
8 0 16 0 50 0 10
9 1 1 1 40 | -1 5

10 1] 21 1 60 | 1 15

11 1 1 1 40 1 15

12 1 21 1 60 | -1 5

13 0 16 0 50 0 10

14 0 16| 2 67 0 10

15 0 16 0 50 0 10

16 1 11 1 60 | -1 5

17 1 21 1 40 1 15

18 0 16 0 50| - 2

\2
19 0 16 0 50 0 10
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Tanto a los extractos obtenidos por soxhlet como a los obtenidos por EFS, les fue separada la
fase apolar de la polar. A cada fase polar, por separado, se le determiné el contenido total de
fenoles (CTT), el contenido total de flavonoides (CTF1), la actividad antioxidante por DPPH y

el efecto de los extractos obtenidos sobre la estabilidad oxidativa de aceites por Rancimat.

2.2.4 Determinacion del contenido total de fenoles (CTF)

Se realiz6 por el método Folin-Ciocalteu [57]—[61], usando acido galico (AG) como estandar a
partir de una solucién stock de acido galico. Para ello se mezcl6 100 pL. de extracto reconstituido
a 10 mg/ml., con 1,5 mL de agua destilada y 100 pL del reactivo de Folin y se dejé reaccionar
pot 5 min en oscutidad. Luego se adicion6 300 pL. de Na;COs (20%p/v) y se dejoé reaccionar
en oscuridad por 60 min. La absorbancia del color azul fue medida en un espectrofotémetro a
765 nm. El contenido total de fenoles fue expresado como mg equivalentes de AG/ g de

muestra de material seco y por g de extracto.

2.2.5 Determinacion del contenido total de flavonoides (CTFl)

El CTFl se determindé mediante el método del cloruro de aluminio (III), siguiendo
procedimientos previamente desarrollados [62]. Para ello, se dispuso de 100 pL las soluciones
de los extractos obtenidos (10mg/mL) y se les adicioné 300 pl. de EtOH al 95%, 50 pL. AlCl;
(10%), 50 pL. acetato de sodio (1 M) y 500 pL. agua destilada. Ia reaccion se incubé por 30 min
a temperatura ambiente. Posteriormente, se midieron los valores de absorbancia a 415 nm en
un espectrofotémetro (Thermo Scientific Evolution 600) UV/Vis. La cutva de calibracion se
realiz6 con quetcetina (Querc) como patrén. El CTFI se expresé como mg de Querc/100 g de

muestra seca y mg de Querc /100 g de extracto.

2.2.6 Evaluacién de la actividad antioxidante: Ensayo de eliminaciéon de

radicales DPPH

Se utiliz6 la metodologia de Carrillo y cols, con modificaciones [57]. La prueba se llevé a cabo
con 975 uL de una solucién de DPPH 0,1 mM, que se preparé en EtOH, mezclado con 25 pLL
de extracto reconstituido, o el estandar, en EtOH, como referencia. Las mezclas se agitaron y

se dejaron reaccionar a temperatura ambiente en oscuridad 30 min. La absorbancia se midié a
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como 517 nm. Los resultados se expresaron como pumol eq-trolox / g de extracto a través de la
construccion de una curva de calibraciéon usando varias concentraciones del antioxidante

Trolox.

2.2.7 Evaluacion de la estabilidad oxidativa de aceites enriquecidos con

extractos mediante el método Rancimat

La prueba de oxidacién acelerada para aceite vegetal comercial se llevo a cabo por el Método
Rancimat [63]. Se trabajé con un aceite de girasol libre de antioxidantes [64], proporcionado
por la empresa Team Foods. Un flujo de 20 L/h de aire y 120 °C de temperatura fueron
empleados, cada uno de los extractos obtenidos fue adicionado a 3 g de aceite a una
concentracion de 1000 ppm. Se utilizé un aceite control para comparar los efectos del aceite
con y sin extractos. Asi mismo se tuvo como control positivo TBHQ a 200 ppm en el aceite
comercial, de acuerdo al Codex Alimentario [65], [66]. Los resultados se expresaron como el

tiempo de induccion (t en [h]). Cada ensayo se realizé por triplicado.

2.2.8 Ensayo Analisis por Cromatografia liquida de alta eficiencia

acoplada a espectrometria de masas (CLAE-EM) del mejor extracto

El mejor extracto seleccionado fue estudiado empleando CLAE-EM. Para ello se emple6 un
cromatografo (AgilentR 1260 Infinity) acoplado a un espectrometro de masas de alta resolucion
(AgilentR  6520). El sistema CLAE consisti6 en dos bombas binarias (G1312B), un
desgasificador (G1379B) y un inyector automatico con sistema de refrigeraciéon (G1367E). Para
la separacion de los compuestos se empled una columna (Phenomenex Luna Phenil-hexil (15 x
4,6 mm d.i 5 pm) y un gradiente de elucion: A) agua acido férmico 0.1%, B) acetonitrilo
t(min)/B: 0/0, 2/0,20/15,28/50,30/70,40/90,45/90 y 50/0.

La ionizacion se realizé mediante electrospray en modo negativo, ESI (=), el voltaje del capilar
fue de 3,5 kV. Como gas nebulizador se emple nitrégeno a 5 L/min, 25 psi y 300 °C. La
separacion de iones se realizé con un analizador cuadrupolo-tiempo de vuelo (QTOF) en un
rango de 50-1500 m/z. La adquisicién de datos se realizé mediante el software Mass Hunter

(Workstation Software Agilent TechR.0.21 2.210).
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La identificacién de los compuestos fendlicos de la almendra de la de la semilla de mango se
realiz6 mediante la comparacion del tiempo de retencién del analisis de HPLC con MS. El peso
molecular se compar6 con la literatura cientifica, la base de datos del software y patrones

disponibles.

2.2.9 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico, las variables CTF, CTFI y la AA fueron medidas por triplicado,
mientras que el porcentaje de rendimiento no tuvo replicas en la EFS. El rendimiento de
extracto obtenido mediante extraccion soxhlet y CO, +EtOH, los resultados de CTF y CTF],
la inhibicién porcentual de DPPH vy el tiempo de induccién mediante Rancimat, se expresan
como promedios * SD (desviacién estandar). El analisis de las diferencias estadisticas de los
datos obtenidos se realizé a través de un ANOVA con p<0.05, empleando el software
STATGRAPHICS XVLII . Asi mismo, los datos luego se ajustaron a un modelo estadistico
con el fin de identificar las condiciones donde se tiene un extracto que permite maximizar el
tiempo de induccién de los aceites enriquecidos. Todas las variables de respuestas estudiadas

fueron ajustadas a un primer modelo estadistico de segundo orden, a saber:

Ecuacion 1 Modelo estadistico general para las variables de respuesta estudiadas Presion (P),
Temperatura (T) y fracciones de Cosolvente EtOH (C).

Variable respuesta = aP + bT + cC + dP? + ePT + fPC + gTC + hC?

Finalmente se realizaron pruebas de correlacion entre el CTF, CTF y la actividad antioxidante

mediante pruebas de correlacién de Pearson

2.3 Resultados y discusion

2.3.1 Rendimientos

Los resultados obtenidos para rendimiento total, fraccién polar y apolar pueden observarse en
la . En todas las condiciones experimentales la fraccién apolar supero la fraccién polar. Los

mayores rendimientos en extracto total y en fracciéon polar mediante EFS fueron obtenidos a:
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193 11 MPa-60°C-15% EtOH (22,5% de rendimiento total, 7,7% en fraccién polar); por extracciéon

194 Soxhlet se alcanzé un rendimiento en extracto de 18,9% y fraccion polar de 7,1%.

195  Los rendimientos F. apolar fueron similares a los obtenidos por Jahurul y cols (2014), el cual

196 reporté valores de hasta 13,7% de grasa mediante CO;supercritico para 6 variedades de mango

197  provenientes de Malasia [67]; ademas, fueron superiores a los reportados por Nzikou y cols

198  (2010), para la variedad Kibangou, con 13,3% (p/p), obtenida mediante extracciéon Soxhlet con

199  éter de petrdleo [68], para variedades comerciales como Kent se han obtenido rendimientos de

200 12,3% con extraccién soxhlet [69].Finalmente, para un estudio con 20 variedades colombianas,

201 el maximo rendimiento reportado mediante extraccion Soxhlet con éter de petrdleo fue de

202 11,8% correspondiente a la variedad Rosa [70].

203  Elalto rendimiento total (22%) obtenido es superior a todos los reportes encontrados, y puede

204  deberse a las propiedades que ofrece la técnica EFS; cambios en la presion y cosolvente

205  generaron incremento en la densidad y la polaridad, lo que traduce en el aumento de la

206 solubilidad de los compuestos, debido a la mayor interaccion entre el agente extractante y la

207 matriz [55], [72]. Del mismo modo, la temperatura disminuye la viscosidad y facilita la difusién

208  delos compuestos, permitiendo un agotamiento rapido de la muestra. Finalmente, el uso de un

209  modificador permite cambia la polaridad y diversifica los compuestos que se obtienen.

210  La Tabla 2-2 muestra el analisis de varianza, variables con p-valor menor a 0,05 indica que el

211  cambio en las variables independientes generé cambios significativos en las variables de

212 respuesta estudiadas. Todas las variables cumplieron este criterio a excepcion del CTFL lo cual

213 puede deberse ala baja concentracion de éstos, teniendo en cuenta el largo tiempo de extraccion

214 empleado (3 h), el CTFI puedo agotarse rapidamente. En el anexo 1 se reporta la ecuaciéon que

215  ajusta los datos al modelo cuadratico, los coeficientes de regresion y significancia.

216 Tabla 2-2: Analisis de varianza de las variables de respuesta estudiadas obtenido mediante

217  Statgraphics®.

g de extracto Muestra Rendimiento Inhibicion  Tiempo

Modelo CTF DPPH CTFI CTFl CTF DPPH Total Apolar Polar DPPH Induccién
Modelo d.f. 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
P-valor 0,0087  0,0058 00839 00839 00049 00048 00007 00023 0,017 0,018 0,0054
Error d.f. 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Stnd. error 6,9898 0,36248 19,81 25676 065,853  3,4946 2,15 1,6313  0,97069 9,7517 0,40227
R-cuadrado 80,78 8247 67,07 67,07 8311 8322 8906 8576 86,6 79,44 82,72
Adj. R-cuadrado 654 6844 4073 40,73 69,59 69,79 803 7436 7588 62,99 68,89

218



Figura 2-2 Rendimiento para el proceso por EFS y soxhlet (SX) y analisis de efectos principales.
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El efecto de las variables estudiadas sobre los distintos rendimientos puede ser observado en el
diagrama de Pareto de la Figura 2-3: Diagrama de Pareto estandarizado para: (A) Rendimiento
Total, (B) Rendimiento F.APolar, (C) RendimientoFigura 2-3, valores por encima de la linea
azul representan p-valor menores a 0,05. Para el rendimiento total y la fraccién apolar (Figura
2-3-A y Figura 2-3-B), la variable mas influyente correspondié a la fraccién de cosolvente.
Respecto al rendimiento F. Apolar, las variables mas influyentes fueron la presion y la

composicion de la fase extractante. (Figura 2-3-C).

Figura 2-3: Diagrama de Pareto estandarizado para: (A) Rendimiento Total, (B) Rendimiento
F.APolar, (C) Rendimiento F.Polar.
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2.3.2 Contenido total de Fenoles-CTF y Contenido total de Flavonoides-
CTF1

Los resultados del contenido total de fenoles-CTF y del contenido total de flavonoides-CTF1
se expres6 por gramo de extracto y por 100 gramos de material vegetal seco. En la Figura 2-4
y Figura 2-5 se muestra el CTF y CTFl, respectivamente. El mayor valor en CTF y CTFl se
obtuvo por Soxhlet-SX (62,48 mg-eq AG/g de extracto); por EFS los mayores valores se
presentaron a 11 MPa-60 °C-15% EtOH (13,63 mg-eq Querc/ g extracto).

Los resultados obtenidos fueron inferiores a los reportados por Khammuang y cols (2011),
118,1 mg-eq AG y 110,11 mg-eq Querc por gramo de extracto para la variedad Thai [58], no
obstante fueron mayores a los reportados por Ballesteros para un extracto metanoélico de la

almendra de mango de azucar con 16,2 mg-eq AG y 2,030mg-eq Querc. por gramo de extracto

[72].
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Valorizacion y modelamiento de la extracciéon de aceites a partir de la semilla de 34
mango (Mangifera indica 1..) utilizando técnicas no convencionales

El diagrama de Pareto, de la Figura 2-6, muestra el efecto de las variables de proceso estudiadas
sobre CTF y CTFL Para ambas respuestas, la variable mas influyente correspondi6 al efecto
cuadratico de la presién, mientras que la temperatura present6 un efecto positivo inicamente
para el CTF. Por el contrario, la presion y su interaccién con la temperatura gener6 un efecto
negativo en la extraccion de fenoles.

El hecho a que la extracciéon Soxleth presente mayor CTF es debido a que es un metodo de
extracciéon poco selectivo, mientras que el la tecnica EFS de acuerdo a las condiciones de
presion, temperatura y cosolvente, agota la matriz en funcién de un conjunto de compuestos
especificos. Esto puede ser soportado al analizar desde un punto cualitativo los cromatogramas
obtenidos entre los diferentes metodos (Anexo 3), en donde se observa que el extracto 10 (21
MPa — 60 °C — 15% EtOH) diferenciado y relevante, respecto a los picos obtenidos en la
extraccion soxhlet.

Por otra parte, la causa de que la presion tenga un efecto cuadratico significativo implica que a
presiones bajas o altas incrementa la extraccioén de fenoles, esto es verificable a: 7,6 MPa-60 °C-
15% y 11 MPa-60°C-15%; lo anterior se entiende debido a que a pequefios cambios de presion
se modifica la solubilidad del agente extractante, lo cual es mas notorio a presiones cercanas a
las del punto critico; es por esto que condiciones cercanas a la presion critica permitieron altos
CTF y CTFL. Este resultado es promisorio para un futuro posible escalamiento industrial, dado
que la extraccioén podria hacerse a condiciones menos exigentes en presion, lo cual implica un

menor costo energético en el sistema de bombas.
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Figura 2-4: Contenido Total de Fenoles en los extractos y grafica de efectos principales
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Flavonoides (mg-eq quercetina/ g extracto)

Figura 2-5: Contenido total de Flavonoides-CTFI en los extractos y analisis de efectos principales
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Los resultados para el CTF y CTFl en la muestra seca se pueden observar en las jError! La
autoreferencia al marcador no es valida. y Figura 2-8, respectivamente. Para el CTF y CTFl,
la extraccion con CO; + EtOH fue superior en comparacion a la extraccion Soxhlet, obteniendo
valores de hasta 442,00 mg-eq AG y 105,18 mg-eq Querc. por 100 g de muestra seca para CTF
y CTFl, respectivamente. Las mejores condiciones para la extraccidon supercritica
correspondieron a 11 MPa- 60 °C-15% de EtOH; no obstante, una condicién mas moderada
extrajo una cantidad significativa de fenoles, correspondié a 7,6 MPa-50°C-10% de EtOH,
(381,38 mg-eq AG/100 g muestra seca) sin embatgo, para CTFl esta particularidad se observo

para multiples condiciones.

Mutua y cols., reportan contenidos mayores a los obtenidos en el presente trabajo para extractos
metandlicos con 6900 mg-eq AG/100 g muestra [11]. Por otro lado, Baroty y cols realizaron
un estudio en diferentes variedades obteniendo valores infetiores (hasta 92,12 mg-eq AG/100
g muestra seca) [20]. Asi mismo, Ballesteros report6 un valor de 48,6 mg-eq AG/ 100 g muestra
en un extracto metandlico proveniente de la almendra de la semilla de mango de azicar [72].
Las causas de estas diferencias respecto a la literatura pueden variar teniendo en cuenta la

ubicacion geografica de la muestra estudiada, la variedad, nutrientes de la tierra y otros factores.

Para el CTF], Dorta y cols reportaron contenidos mayores a los obtenidos en el presente
estudio, para variedades de Keitt, mediante extraccién asistida con microondas, se obtuvieron
1300 mg-eq Querc./100 g muestra seca [22]; Ballesteros reportd un extracto metandlico de la

almendra de semilla de mango de aztcar de 6,09 mg-eq Querc/ 100 g muestra seca [72].
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Figura 2-7: Resultados obtenidos para CTF en la muestra y analisis de efectos principales
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40

Figura 2-8: Resultados obtenidos para CTFI en la muestra y analisis de efectos principales
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La Figura 2-9 muestra el Diagrama de Pareto de CTF y CTFI en muestra para la extraccion
con CO; + EtOH. Para CTF la variable mas influyente correspondio a la presion, la cual afectd
de forma negativa la extraccion, mientras que para CTFl el cuadrado de ésta fue la mas
influyente y favorecio la extraccion. Este contraste que se presenta para la presion puede deberse
a un aumento en la selectividad por lo flavonoides; como estos son menores en proporcion a
los fenoles totales que puede haber en la matriz, disminuyen el contenido total de fenoles
extraidos. Asi mismo, el hecho de que a bajas presiones se obtengan mas fenoles que a altas
presiones, puede deberse a los cambios en las propiedades fisicoquimicas que suceden a
condiciones cercanas al punto critico. Finalmente, el cambio en las condiciones de extraccion
también puede afectar el tipo de sustancias extraidas, lo cual puede afectar la actividad
antioxidante de los extractos.

La Figura 2-10 muestra los resultados de la actividad antioxidante de los extractos, expresada
como % de inhibicién del radical DPPH. El mejor valor fue obtenido mediante EFS a 11 MPa,
60 °C, 15% de EtOH (22,38 umol-eq trolox/100 g de muestra seca), correspondiendo al
80,61% de inhibicién, mientras que el extracto Soxhlet alcanzé el 55,49%. Estos resultados

también se pueden expresar como mmol-eq trolox/100 g muestra, ver la Figura 2-11.

Figura 2-9: Diagrama de Pareto para CTF(A) y CTF] (B) para la extracciéon con CO;
supercritico + EtOH.
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Figura 2-10: Resultados obtenidos para %Inhibicién del radical DPPH mediante extracciéon CO, + EtOH y Soxhlet
(SX) y analisis de efectos principales
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Figura 2-11: Actividad antioxidante de extractos mediante ensayo de DPPH y analisis de efectos principales
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Los resultados obtenidos para el mejor extracto antioxidante son comparable a los obtenidos
por Baroty y cols, donde alcanzaron inhibiciones similares para extractos metanolicos y acuosos
(porcentajes de hasta 89%) para la variedad Zebdeia [20], [73]. Sin embargo son menores a los
reportados por Dorta y cols, quienes obtuvieron valores de 127,85 mmol-eq trolox/100 g
muestra para la variedad Keitt, para extractos obtenidos mediante extraccion asistida con
microondas [22]; también son menores a los reportados por Sogi y cols para extractos de la

almendra de mango var. Tommy Atkins (180 mmol-eq trolox/100 g de muestra seca).

La Figura 2-12-A muestra el analisis estadistico correspondiente al efecto de las variables
analizadas sobre la actividad antioxidante por DPPH. Se puede observar que la variable que
mas favoreci6 la obtenciéon de extractos con mayor actividad antioxidante fue la temperatura,
seguido del efecto cuadratico de la presion. Es conocido que la temperatura es responsable de
aumentar la difusividad en el solvente de extraccién, por lo que, para el tiempo de extraccion
establecido, y por el efecto positivo del cuadrado de la presion (que aumenta la solubilidad), se
favorecio la extraccion de fenoles en comparacion con otros analitos presentes. Por otra parte,
al comparar los mejores resultados de CTF y DPPH, estos correspondieron a las mismas
condiciones de extraccion, por lo que se realizé un analisis de correlaciéon que se observa en la
Figura 2-12-B. El valor del coeficiente de correlaciéon Pearson (0,98) implica que, a mayor
cantidad de fenoles en el extracto, mayor sera la actividad antioxidante mediante DPPH que se

puede obtener.

Figura 2-12: Diagrama de Pareto (A) y correlaciéon con CTT (B) para la actividad antioxidante
DPPH.
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2.3.3 Estabilidad oxidativa de aceite - EOA mediante Rancimat

La Figura 2-13 muestra los resultados obtenidos para la estabilidad oxidativa de aceite-EOA
de girasol enriquecido con los extractos obtenidos. L.a mayoria de los extractos generaron un
aumento en el tiempo de induccién () respecto al control (3,48 h). No obstante, el TBHQ
generd el mayor t. El extracto con mayor t; correspondié al obtenido a 21 MPa-60 °C-15% de

EtOH (6,06 h), equivalente a un 60,7% del efecto generado por el TBHQ (7,76 h).

No han sido encontrado estudios de EOA enriquecidos con extractos obtenidos de la almendra
de la semilla de mango. Sin embargo, estos resultados pueden ser comparados con extractos de
otras biomasas: Asnaashari y cols (2015) evaluaron extractos obtenidos de Rubus fruticosus
mediante extraccién convencional con metanol en aceite de girasol a 120 °C y 20 L/h [74],
determinando que a 1000 ppm los extractos podian alcanzar t; de 10,85 h, valor superior al
emplear BHT a 200 ppm (9,76 h). Los resultados también pueden ser comparados
determinando el factor de protecciéon (FP, t; obtenido con el extracto respecto al t; del control
(3,48 h)); para el aceite adicionado con el extracto de R. fruticosus el FP fue de 2,09, siendo mayor
al valor correspondiente del presente estudio (1,74). Otro estudio realizado por Upadhyay y
cols(2015) con extractos obtenidos de Rosmarinus officinalis y, ensayado a las mismas condiciones,

obtuvo un FP similar de 1,6 [75].

La Figura 2-14-A muestra el efecto de las variables estudiadas sobre la capacidad de aumentar
el t de los extractos obtenidos. Aunque la mayoria de las variables junto a sus interacciones
tuvieron un efecto estadisticamente significativo, se observa que la fracciéon de cosolvente fue
la variable que mas influy6 positivamente en la EOA, seguido de la presion. Considerando que
el EtOH es un disolvente polar, el aumento de la concentraciéon de éste en la fase extractante
genera mayor polaridad en dicha fase, favoreciendo la extraccion de analitos polares, lo cual

muestra el efecto modificador del cosolvente.
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Figura 2-13: Tiempo de induccion(t) de aceite de girasol adicionado con extractos y grafica de efectos principales.
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Por otra parte, se entiende que el t; es otra forma de evaluar la oxidacion, por lo que se esperaria
que exista una correlaciéon entre DPPH y ti. La Figura 2-14-B representa lo anterior, con una
correlacion del 90% (R* de 80%), no obstante, al comparar las mejores condiciones de

extraccion entre ambas variables de respuesta éstas no son equivalentes.

Para lo anterior, hay que entender que en un aceite comercial como el de girasol existen muchos
factores que afectan la estabilidad oxidativa de la matriz. Los mecanismos de oxidacién son
diversos y aunque en la literatura se reporten distintos métodos no unificados para la evaluacion
de la oxidaciéon de aceites, solo pretenden estudiar alguna de las rutas y productos finales

formados durante las reacciones que se llevan a cabo.

Respecto al método Rancimat, el cual evalta los productos secundarios de oxidacién (acido
féormico y acético, los cuales son compuestos volatiles), éste no detecta algunos productos
primarios de oxidacion (p.e. hidroperdxidos que no se volatilizan tan facilmente). Por otra parte,
las altas temperaturas usadas no permiten predicciones confiables de la efectividad antioxidante
a temperaturas mas bajas. Adicionalmente, los antioxidantes volatiles pueden ser eliminados del

aceite por el flujo de aire en las condiciones de prueba [76].

Figura 2-14: Diagrama de Pareto para el tiempo de induccién mediante el método Rancimat (A)
y su correlaciéon con el ensayo DPPH de los extractos obtenidos mediante CO; supercritico y

EtOH (B).
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Entre los mecanismos de oxidacion que se dan, se encuentran aquellos en los que intervienen
radicales libres. Para evaluar la capacidad de los extractos de atrapar estos radicales se realizan
los ensayos in vitro anteriormente utilizados. Los radicales sintéticos mas comunmente usados
son DPPH vy radicales ABTS (icido 2,2'-azino-bis-(3-etillbenzotiazolin-6-sulfonico)). Sin

embargo, se ha sugerido que estos métodos artificiales sin sustrato no siempre imitan
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adecuadamente los procesos en los sistemas alimentarios, sin llegar a predecir la efectividad del
antioxidante en los alimentos [77]. Es claro que para evaluar la capacidad de retardar la
oxidacién de aceites de un extracto es necesario realizar multiples pruebas que evalden varios
mecanismos de oxidacion.

Considerando todo lo anterior, con el objetivo de optimizar las variables de operacion y
teniendo en cuenta que el método Rancimat permite evaluar los procesos de oxidacion de una
matriz alimentaria, se escogi6 esta variable como la de principal interés para la seleccion de las
mejores condiciones. Es recomendable obtener un modelo estadistico que permita predecir a
qué condiciones de extraccion se obtienen compuestos con mayor capacidad de aumento del
tiempo de induccién. Considerando las variables con un efecto significativo sobre las respuestas,
se obtiene la Ecuacién 2, que representa el modelo estadistico del t, se evidencié que la
temperatura y la presion presentaron un efecto positivo a altos contenidos de EtOH en la fase
extractante, ver Figura 2-15.

El modelo estadistico se ajusta en un 92% a los resultados obtenidos. De acuerdo con esta
ecuacion el punto 6ptimo en la regién explorada corresponderfa a 22 MPa-67 °C-16,4% de
EtOH, la cual es similar al tratamiento con condiciones de 21 MPa-60 °C-15% EtOH, bajo la
que se obtuvo el mejor t;, por lo que éstas fueron seleccionadas como las mejores condiciones
para ser modeladas y evaluar una curva cinética que permita obtener parametros para escalar un

proceso industrial.

Ecuaciéon 2 Modelo estadistico para predecir el tiempo de inducciéon a diferentes
condiciones de Presion (P), Temperatura (T) y fracciones de Cosolvente EtOH (C) de
extractos con CO; supercritico + EtOH

Tiempo de Inducciéon = —8,8966 + 0,89107P + 0,18687T + 1,3504C — 0,0097163P? —

0,011688PT — 0,073733PC — 0,0074014C* — 0,023529CT + 0,0015875PTC



404 Figura 2-15: Superficie de respuesta generada para la estabilidad oxidativa de extractos obtenidos mediante CO, + EtOH con un
15%
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2.3.4 Analisis por Cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a

espectrometria de masas (CLAE-EM) del mejor extracto

El extracto crudo obtenido por EFS (21 MPa, 60°C-15% de EtOH) fue sometido a analisis por
CLAE-Q/TOF. El cromatograma obtenido presentd sefiales en su mayoria tresueltas y
separadas algunas de las cuales pudieron ser identificadas de manera tentativa (Figura 2-16), de
acuerdo con los espectros de masas, los valores de m/z y las férmulas sugeridas por el analisis
realizado con el software del equipo MassHunter y la revisién bibliografica. En la Tabla 2-3 se
relacionan las sefiales cromatograficas y los respectivos tiempos de retencion (tr).

Tabla 2-3 Sefiales cromatograficas y tiempos de retencion para el extracto de la
almendra de la semilla de mango obtenido por EFS

Sefial cromatografica | Tiempo de retencion (tr min)
1 9,007

2 9,762

3 13,696

4 16,082

5 17,706

Figura 2-16 Cromatograma del mejor extracto con tiempo de inducciéon obtenido por
Fluidos supercriticos
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para la obtencién de antioxidantes a partir de la almendra de mango

La sefial 1 (tr = 9,007 min) presentd el ion pseudo-molecular [M-H] con m/z 331.0736, Figura

2-17, con una formula molecular sugerida Ci3HiO10 (332.0743 Da) Esta sefial puede ser
tentativamente relacionada con el compuesto glucogalina, el cual se ha encontrado en el fruto
de M. indica variedades Keitt, Osteen, Sensacion y Gomera en dicho trabajo reportaron las

seflales m/z= 331.0671 y tg =8,3min, asociadas a este compuesto [78].

Figura 2-17: Espectro de masas sefial 1 (tz=9,007)
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La sefial 2 (tr = 9,762 min) presentd el ion pseudo-molecular [M-H] con m/z 169.0192, Figura

2-18, con una formula molecular sugerida C/H¢Os (170.122Da). Esta sefial puede ser
tentativamente relacionada con el compuesto acido galico, el cual se ha encontrado en el fruto
de M. indica Keitt, Osteen, Azucar, Sensacién y Gomera, en dicho trabajo las sefiales m/z=
169.0142 y tr =9,2 min, corresponden a dicho compuesto [78], [79]. Este compuesto fue

verificado mediante un patrén de acido galico.

Figura 2-18: Espectro de masas sefial 2 (tg=9,762)
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La sefial 4 (tr = 16,082 min) presenté el ion pseudo-molecular [M-H] con m/z 301.0050,

Figura 2-19, con una formula molecular sugerida C1sHOs (302.197 Da). Esta sefial puede ser
relacionada con el compuesto acido elagico, el cual se ha encontrado en el fruto de M. indica
variedades Keitt, Osteen, Sensacion y Gomera, en dicho trabajo las sefiales m/z= 300.9990 y
tr =40min, asociadas a este compuesto [21], [78], [80], [81]. Este compuesto fue verificado

empleando un patrén de acido elagico.

Figura 2-19: Espectro de masas sefial 4 (tr=16,082)
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La sefial 5 (tr = 17,706 min) presenté el ion pseudo-molecular [M-H] con m/z 349.0647,

Figura 2-20, con una formula molecular sugerida CisH 14Oy (350.279 Da). Esta sefial puede ser
tentativamente relacionada con el compuesto etil,2,4-dihidroxy-3-(3,4,5-trihidroxibenzoil)
oxibenzoato, el cual se ha encontrado en el fruto de M. indica variedades Keitt, Osteen,
Sensaciéon y Gomera, en dicho trabajo las sefiales m/z= 349.0576 y tx =45.8 min, asociadas a

este compuesto [21, 73, 75, 76].

Figura 2-20: Espectro de masas sefial 5 (tz=17,700)
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Como se puede observar, varios de los compuestos corresponden a derivados del acido galico,
los cuales se caracterizan por tener propiedades antioxidantes aprobadas para uso alimentario.
A su vez éstos han reportado actividad sinérgica con varios antioxidantes secundarios. Se ha

reportado que actian adecuadamente con BHT y BHA[82].



2.4 Conclusiones

Fue posible obtener extractos empleando EFS que presentaran actividad antioxidante y
modificaran la estabilidad oxidativa de aceites comerciales. La extraccion con CO,+EtOH
permiti6 obtener rendimientos, CTF y CTFl iguales o mayores a los obtenidos por extraccion
soxhlet. L.as mejores condiciones de extraccion fueron 11 MPa-60 °C-15% de EtOH, bajo las
cuales se logré obtener un rendimiento de 22,5%, CTF de 442,00 mg-eq AG y CTFI de 105,18

mg-eq Querc por 100 g de muestra seca.

El extracto superctitico, el cual tenfa el mayor CTF y CTFl, present6 una inhibicién del DPPH
mayor a la del extracto soxhlet (80,81 y 55,49%, respectivamente). Posiblemente los analitos
obtenidos por EFS son mas afines a mejorar el atrapamiento de radicales libres; de tal forma, la
actividad antioxidante mediante DPPH estd directamente relacionada con el CTF de los
extractos. Lo anterior demuestra la selectividad de la EFS para obtener mayoritariamente

compuestos fendlicos, comparativamente con la extraccion soxhlet.

La adicion de los extractos a aceites comerciales permitié aumentar el tiempo de induccién-t; o
la estabilidad oxidativa de los mismos. Asi mismo, los extractos superctiticos presentaron en

promedio mejores t; que los obtenidos mediante extracciéon soxhlet. Las mejores condiciones

de extraccion fueron 21 MPa-60 °C-15% EtOH.

En el extracto con mejor t; en aceites comerciales, mediante espectrometria de masas, fueron
identificados tentativamente acido galico y algunos derivados de éste, corroborando la presencia

de compuestos polifenolicos en los extractos obtenidos.

El analisis ANOVA de las variables estudiadas indica que la presion es una variable altamente
influyente sobre las respuestas estudiadas, al igual que la fraccién cosolvente. Lo anterior es
debido a la capacidad que tienen los fluidos supercriticos de alterar su capacidad de solubilidad

y selectividad mediante los cambios en estas variables.

Finalmente se puede definir y evaluar una estrategia de extracciéon en dos etapas. La primera

puede ser una extracciéon que permita obtener la mayor cantidad de grasa de la matriz a
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condiciones relativamente bajas (7,6 MPa-50 °C-10% EtOH), seguida de una segunda etapa en
la que se obtenga un extracto mas polar (21 MPa-60 °C-15% EtOH), éste dltimo con la

posibilidad de ser empleado para aumentar la estabilidad de aceites comerciales almacenados.



3 Modelamiento de la extraccion con fluidos
supercriticos para la obtencion de bioactivos a
partir de la almendra de mango

El presente capitulo presenta los resultados del estudio del modelamiento de la cinética de
extraccion para la obtencidon de antioxidantes de aceites comerciales, asi como la evaluacion
econémica del proceso de extraccion con fluidos presurizados. Para esto, se realizé la curva
cinética de extracciéon supercritica para la almendra de la semilla de mango a las mejores
condiciones obtenidas en el capitulo anterior, equivalentes a 15% EtOH, 21 MPa y 60 °C,
recolectando fracciones de extracto a diferentes tiempos. Las curvas fueron ajustadas a modelos
planteados en la literatura cientifica con el fin de describir las etapas de extraccion y poder hacer
el escalamiento y la evaluacién econdémica del proceso empleando un software como
MATLAB® y AspenTech®. Los modelos simplificados permitieron describir de forma
adecuada el comportamiento de la cinética de extraccion. Mediante el criterio de escalamiento
seleccionado (Qd/M), se evalué econdémicamente el costo de manufactura (COM) de un
proceso de obtencion de extractos a partir de la semilla de mango de aztcar a distintos tiempos
de extraccién. Para dos extractores en paralelo de 1m’ cargado con 550 Kg de biomasa cada
uno, se logté un COM minimo de 68 USD/kg en un tiempo de 60 minutos de extraccién y un
rendimiento de 4,7%. Este tiempo correspondio a la etapa de extraccion donde los fendmenos
de conveccién priman. Los principales costos que afectaron el COM cortrespondieron al costo
de inversién inicial, asociados a los sistemas de presurizacion y extractores, y los costos de

materia prima asociados al CO,y etanol.
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3.1 Introduccion

El modelamiento de la extracciéon con fluidos comprimidos implica el analisis de curvas de
extraccion, en donde los aspectos cinéticos y termodinamicos se relacionan cuantitativamente
tanto con la optimizacién al proceso, asi como con las evaluaciones econémicas y escalamientos
de procesos. Otro aspecto que toma el tema del modelamiento, concierne al uso de disefio de
experimentos y metodologia de superficies de respuesta como métodos estadisticos, que
permiten identificar condiciones de operaciéon que tengan un impacto positivo sobre los
resultados que se esperan, y también permitan describir los resultados experimentales cuando
los datos son escasos o inexistentes [38].

La tecnologia de fluido presurizados actualmente ya no es una curiosidad de laboratorio, ya que
se han puesto en marcha con éxito procesos de extraccion de cafeina, té, especias, lupulo y
sabores en gran escala comercial en EE. UU. y Europa [83].

Para extractos a partir de la almendra de la semilla de mango se han identificado multiples
aplicaciones que son de interés tanto para la industria alimenticia como farmacéutica [16], [84]—
[88]. Asi mismo, se ha realizado la identificacién y cuantificacién de los compuestos fendlicos
presentes en dicha matriz y se han relacionado con sus posibles aplicaciones [89]—[92]. No
obstante, solo han sido algunos estudios que han pretendido realizar un salto para estudiar la
cinética de extraccion con fluidos presurizados con el objetivo de obtener parametros que
aporten a la descripcion del proceso para ser escalado industrialmente[56], [93].

La tecnologia EFS esta asociada a un alto costo fijo de inversiéon [94], sin embargo, el analisis
del costo de manufactura (COM) de diversos extractos han demostrado que EFS es de hecho
una alternativa competitiva a la produccién de extractos bioactivos, demostrando ser una
técnica y econémicamente factible y que muestra varias ventajas en comparaciéon con métodos
de extraccion tradicionales [95]—[98] [21-32].

En vista de los procesos y aplicaciones de ingenierfa, hay dos factores principales que afectan el
desarrollo de las tecnologias de extraccion fluidos presurizados, y son la solubilidad del soluto
extraido en el fluido supercritico y la tasa de transferencia de masa de solutos de las matrices
materiales. Por lo anterior, en el presente capitulo se emplean algunos de los modelos
matematicos para fluidos supercriticos que han sido empleado para modelar otras matrices con
el objetivo de hacer una comprensiéon del proceso de extraccion de interés, para investigar

sistémicamente las influencias de diversos parametros en el rendimiento de extraccion, y por lo
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tanto tener mejor control del proceso EFS con el fin de poder ser escalado y evaluado
econémicamente mediante determinaciéon del COM a través de su evaluacién en distintos

tiempos de extraccion para determinar el minimo costo del extracto obtenido.

3.2 Materiales y método

3.2.1 Modelamiento matematico

3.2.1.1 Descripcion de matematica de los modelos

La mayorfa de los modelos matematicos presentados en la literatura para describir las curvas
cinéticas de EFS se basan en el balance de masa para el lecho de extraccion y los fendmenos de
transporte que ocurren dentro de él. Ellecho de extraccion se puede dividir en dos fases: 1) una
fase solida, compuesta de la materia prima de donde se obtiene el extracto y 2) una fase fluida,
compuesta del solvente supercritico con el extracto disuelto.

La EFS se trata como un lecho cilindrico de particulas sélidas, y el solvente supercritico fluye
axialmente a través de ¢él, eliminando los compuestos solubles de la fase sélida, como se muestra
en la Figura 3-1. Se considera que ambas fases involucradas en el proceso ocupan todo el
volumen del lecho de extracciéon. Con estas suposiciones, el balance de masa tanto en las fase
fluida como en la solida puede expresarse mediante la Ecuacion 3Ecuacion 4,
respectivamente.

En las Ecuaciéon 3Ecuacion 4, X e Y son las proporciones de masa de soluto en las fases
solida y fluida, respectivamente; u es la velocidad intersticial del disolvente; h es la coordenada
axial en el lecho de extraccion; Dgy es el coeficiente de dispersion axial; Dgx es el coeficiente
de difusion en el solido; p es la densidad del disolvente; pg es la densidad del sélido; € es la

porosidad del lecho; y J(X,Y) es el flujo de la transferencia de masa interfacial.

oY
oy oy 0 (DaY ﬁ) & Y)

Ecuacion 3 — tu—

ot oh oh €
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Como se puede observar, en las Ecuacion 3Ecuacion 4 se tienen en cuenta todos los
fenémenos de transporte que pueden ocurrir durante el proceso SFE: acumulacion en ambas
fases, conveccion y dispersion en la fase fluida, difusion en la fase sélida y transferencia de masa
interfacial. La diferencia entre los diversos modelos en la literatura radica en la interpretacion

dada para cada fenémeno y en la posibilidad de omitir algunos de ellos.

Figura 3-1 Modelo de un sistema EFS en continuo y Esquema de modelos para
transferencia de masa interna: la linea gruesa representa la interfaz.

H
Lecho de Extraccion

Extracto
Solvente + Solvente
®&

h

Estructura de la particula segiun modelo

f-\ Modelo de Modelo de
Particula desorcion difusion

I Material extraible

Material no extraible

Fase fluida

Modelo logistico

El modelo Logistico propuesto por Martinez y cols (2003) [99], es un modelo simplificado que
omite la dispersion axial y la acumulacion en el lecho, y sugiere que la transferencia de masa
interfacial solo depende de la composicion del extracto a lo largo del proceso y los efectos de
la conveccién. Entonces, la ecuacion del balance de masa para la fase fluida se puede simplificar

de la siguiente forma:

aYy JX,Y)
Ecuacion 5 u % = E
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Con condiciones de frontera:
Y(h=0,t) =0ym(h=H,t=0)=0

Donde m es la masa extraida en el tiempo t.

El término interfacial de transferencia de masa, representado como J(X,Y), se puede
interpretar de diferentes maneras. En este modelo se definié como una funciéon S que depende
de la composicion del extracto a lo largo del proceso. La ecuacion logistica, generalmente
aplicada al crecimiento poblacional en otro tipo de situaciones, fue elegida para describir la
variacion de la composicion del extracto, y una de sus soluciones se incorporé al término

interfacial de transferencia de masa, representado en la Ecuacion 5,

JX,Y)=S5= zn:Si
i=1

Donde S
A;b; exp[b;(ty,; — t)]
{1 — exp[b;(t,; — )]}?

El modelo entonces se puede resolver integrando la ecuacién 5 respecto a las condiciones de

frontera definidas, lo que resulta en la curva cinética de extracciéon. Esta solucion se puede
observar en la Ecuacion 6:
my 1+ exp(b;tm;)

4 (h = H,t) = -1
Ecuacién 6 m( ) exp(bitm) | 1 — exp[b;(tm; — t)]

Como se puede ver en la Ecuacion 6, el parametro A; se elimind, y la masa total extraible, my;,
aparecio en la ecuacion. La ventaja de esta reorganizacion es que el nuevo parametro tiene un
claro significado fisico y se puede determinar experimentalmente si se conoce la masa total
extrafble y la composicion total del extracto. En este caso, el modelo se puede reducir a dos
parametros ajustables por grupo de compuestos: b; y t;,;. De lo contrario, si estos datos no se
determinan experimentalmente, el parametro m;;, también debe ajustarse para cada grupo de
compuestos.

Modelo de desorcion.

El modelo propuesto por Tan y Liou [37], [100], asume que no hay acumulacién en el lecho y
que la transferencia interfacial de masa de la extraccion esta bien descrita por una expresion
cinética de primer orden que es la constante de desorcién respecto al analito (kg):

JX,Y) =ky4S
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Para
t=0S5S=0
. L A
Ecuacién 7 Rendimiento = = [1—exp(kyB)] * [exp(—kg4t) — 1]
d
Donde,

Q(l - E)xops ELap

A= 7700 ., p—
Wpep Qco,

Donde, Q es el flujo masico de la mezcla solvente, L es la longitud del lecho, a es el area
transversal del lecho, wyes la masa en el lecho, X,fraccion masica del extracto en el lecho.
Alternativamente, algunos investigadores han intentado el denominado modelo de desorcion
de una sola unidad para evaluar cuantitativamente el comportamiento de disolucion y desorcion
de los productos quimicos en condiciones supercriticas. Si se puede asumir un equilibrio rapido

entre el analito y las matrices durante el proceso de extraccion, este modelo se puede dar a

continuacion para definir la curva de extraccion:

Ecuacion 8 Rendimiento = 1 — Agexp(—k,4t)

donde Aq es un coeficiente de modelo adimensional.

Sin embargo, para muchos otros sistemas, puede aplicarse un modelo de disolucién/desorcion
no equilibrada. En este caso, el comportamiento de no equilibrio se puede representar utilizando
un modelo de dos sitios en el que una fraccion del soluto en las matrices es rapidamente liberado
y otra fraccion se libera lentamente [101]. En términos generales, la fraccién del soluto total que
se libera rapidamente (Fr) de las matrices se supone comunmente que es representativa de las
condiciones de liberacion de equilibrio mientras que la fraccion restante de la masa total se libera
lentamente (1 — F,.) se considera que tiene una cinética de velocidad limitada. Con este modelo,
se supone que la disoluciéon/desorcion se produce en dos sitios diferentes en las matrices
originales. Estos son "sitios" conceptuales ya que se reconoce que la desorcion del analito
indudablemente ocurre desde muchas ubicaciones reales en las matrices.

El modelo de desorciéon cinética de dos sitios puede escribirse mediante dos expresiones de

primer orden, como sigue:

Ecuacién 9 Rendimiento = 1 —F, exp(—kdlt) — (1= E)exp(—kg,t)
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donde F, es la fraccion del analito liberada rapidamente, (1 — F.) es la fraccién del analito
liberada lentamente; kg, es una constante de velocidad de primer orden que describe la fraccién
de liberacion rapida (min™); y kg, es la constante de velocidad de primer orden que describe la

fase lenta (min™).

3.2.1.2 Desarrollo de la cinética de extraccion con fluidos supercritico

A partir de los resultados obtenidos del Capitulo 2 del presente trabajo se obtuvo como mejores
condiciones: 15% EtOH, 21 MPa y 60°C. Con estas condiciones de extraccion se realizé la
curva cinética (por duplicado), para lo cual se emplearon falcon de 30 mL para recoger el
extracto resultante en fracciones de tiempo distinta; intervalos de 5, 10, 30 y 60 minutos para
un total de 6 horas de extraccion. Con el fin de mejorar los fenémenos de transferencia de masa,
la muestra cargada en el lecho fue mezclada en una relacion 2:1 almendra de mango y arena de
mar, respectivamente, empleando un flujo de agente extractante de 15 g/min, en una celda de
extraccion de 5 ml.. Los extractos obtenidos fueron secados mediante rotoevaporacion y
pesados con el fin de evaluar su extraccioén en peso y finalmente almacenados a -20°C hasta el
momento de realizar otros ensayos.

Para el ajuste de los datos experimentales se empled el software MATLAB® (2017) empleando
el paquete incluido de ajuste de curvas, el cual se basa en la minimizacién de la funcién de
minimos cuadrados entre los datos experimentales y los datos teéricos. Los modelos descritos
anteriormente (Logistico y desorcion y desorcion en dos sitios) fueron los seleccionados para
estudiar el modelamiento. Los estadisticos seleccionados para evaluar la calidad del modelo
correspondieron al (coeficiente de correlacion, R?) y el etror cuadritico medio (RMSE). Los
resultados obtenidos fueron utilizados para determinar el COM durante el proceso de

evaluacion econémica.

3.2.2 Simulacién del proceso y escalamiento.

El disefio conceptual del proceso de extraccion para la simulacion se basd en criterios de
similitud respecto a la escala laboratorio. Las especificaciones de costos de los equipos se
encuentran en la seccién de Anexos 4 y los parametros de costos fueron tomados del trabajo

de distintas fuentes.
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Con el fin de simular una planta piloto se escogié un volumen de 1 m® para la vasija de
extraccion. Con base a esto, se escal6 el proceso basado en criterios de similitud como lo
reportan Fernandez-Ponce [39] y se puede observar en la Ecuacién 10, lo que permitio
determinar el flujo CO2y de EtOH, asi como la nueva capacidad de la vasija, necesarios para la

escala trabajada y mantener las resultados generados a escala laboratorio.

Ecuacion 10 E = Qd/Mgiomasa

Donde Q, es el flujo de solvente, d el diametro y M masa en el extractor.

El software empleado para simular el proceso fue Aspen Hysys®. El modelo termodinamico
seleccionado para la simulacién del proceso fue Peng-Robinson (PR-Twu, con funcién Twu
modificadora) el cual permitié modelar las condiciones criticas del diéxido de carbono, EtOH
y agua [102]. Por otra parte, el soffware Aspen Hysys no tiene un médulo de lixiviacion, por lo
que fue necesario simular el proceso de separacion del CO2del extracto a modo de un separador
flash. El paquete termodinamico seleccionado permitié simular compuestos alta (agua),
mediana (EtOH) y baja polaridad (Di6xido de carbono). La ecuacion de estado PR-Twu puede

usarse para hidrocarburos y gases livianos a presion atmosférica o superior.

La Figura 3-2 muestra el diagrama de flujo del proceso planteado. Se realiz6 la simulacion del
proceso, requiriendo un sistema de bombas de diafragma para el CO, y el EtOH con el fin de
alcanzar la presion de operacion. Estas dos corrientes se unen en un punto de mezcla y seguido
ésta se somete a un precalentamiento a través de un intercambiador para alcanzar la temperatura
deseada. Posteriormente, la mezcla pasa al extractor con biomasa donde la transferencia de masa
toma lugar y es posible realizar la extracciéon. Posteriormente, ocurren los procesos de
despresurizacion en dos etapas, mediante dos separadores flash. Una primera llevada a cabo a
5 MPa y recalentamiento a 50 °C para evitar la caida abrupta de la temperatura, en la que la
mayoria del CO; es separado del extracto obtenido y es reutilizado en el proceso mediante la
condensacién con ayuda de un compresor y un intercambiador de calor. Finalmente, una
segunda etapa donde se llevaba el extracto a presién atmosférica y 50 °C y se recolectaba.

Finalmente se consider6 una pérdida de CO; del 12% y el EtOH no era recirculado.



Figura 3-2 Diagrama de flujo del proceso de extraccion
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3.2.3 Costo de manufactura (COM)

El costo de manufactura (COM) del extracto supercritico fraccionado se estimé mediante la
metodologia propuesta por Meireles [103]. Para lo cual se tomaron los resultados obtenidos
de la simulacién y el paquete de Aspen Procces Economic Analyzer ®, el cual permite estimar
los costos de equipos y procesos.
El COM esta influenciado por los costos directos, que son directamente dependientes de la tasa
de produccion: involucra materia prima, pérdida de solvente durante el proceso, demandas de
vapor y sistemas de enfriamiento para el evaporador y el condensador, electricidad y trabajo
operativo; costos fijos, que involucran gastos con equipo, instalacion, depreciacién, impuestos
y seguro, etc .; y gastos generales, que consiste del costo administrativo, gastos de ventas,
investigacion y desarrollo, entre otros [104].
El COM proporciona un conjunto de datos que pueden ser comparados con los costos de otros
procesos de extraccién. Luego para la estimacién de este indicador econémico se utilizé la
expresion de la siguiente ecuacion [105]:

COM,,. = 0.304FCI + 2.73Co1, + 1.23(Cyr + Crpy + Cyyr)
El cual representaria el costo de produccién del extracto de almendra de mango. FCI son los
costos fijos de inversion o costo de capital, Cpes el costo de mano de obra durante el proceso
de produccion, Cyr es el costo de servicios o utilidades, Crp es el costo de materia prima,
Cwr es el costo de tratamiento de residuos.
El COM proporciona el analisis de datos que se pueden comparar con los costos de otros
procesos de extraccién, creando nuevas atracciones para el desarrollo de las industrias de

mango.

3.3 Resultados y discusion

3.3.1 Ajuste de modelos matematicos de la cinética de extraccion

Las curvas cinéticas de extraccion experimentales para la almendra de semilla de mango se
ajustaron satisfactoriamente a los modelos propuestos (Figura 3-3). Teniendo en cuenta la
masa empleada para el sistema de extraccion (3.98 g) se alcanzo6 un rendimiento de hasta 14%

en extracto a las condiciones de 21MPa-60°C-15% EtOH.
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Los parametros ajustados de cada modelo junto con el grado de ajuste de los modelos son
mostrados en el anilisis estadistico de la Tabla 3-1. Todos presentaron un R*> mayor al 0,98, lo
que indica un buen ajuste de los datos. Por otra parte, se puede observar un aumento en la
dispersion de los datos en la fase final del proceso de extraccion. Estas diferencias pueden ser
causadas por multiples factores, por ejemplo, la falta de un sistema de control automatizado del
flujo masico, junto con el uso de una muestra pequefia, pudo generar variaciones en las factores

de proceso fijados, lo que altera la cantidad de extracto que puede ser obtenido.

La concentraciéon de extracto obtenido disminuyé significativamente con el tiempo, lo que
sugiere que en un proceso viable se podria emplear un menor tiempo de extraccion
dependiendo de los compuestos de interés a obtener. No obstante, los modelos proporcionaron
curvas de extraccion que describen bien el periodo inicial del proceso EFS. En este periodo,
para la mayoria de las curvas experimentales se presentdé un comportamiento casi linear. Este
periodo puede ser bien descrito por modelos como el de Sovova [106], en donde se plantea que
esta etapa de extraccion corresponde a un proceso regido por los fenémenos de conveccion y
es debido a que se extraen los analitos de facil acceso, los cuales se encuentran libres en la matriz

debido al rompimiento de las células vegetales durante el pretratamiento.
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Figura 3-3 Curva cinética de extraccion datos experimentales vs modelos
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comprensiéon y discusion de la aplicabilidad en otras condiciones operacionales. Esto es

importante para el préoximo paso en el estudio es verificar su capacidad de predecir curvas de

extraccion en escalas mas altas, para calcular la viabilidad econémica de una unidad industrial

EFS. Para que este andlisis sea posible, es necesario encontrar la forma en que los parametros

ajustados varfan con algunas condiciones operativas, como el flujo del solvente, diametro de la

particula, tamafio y geometria del lecho de extraccién. El modelo de disolucion/desorcion

mediante el andlisis de sus K que el proceso fue regido principalmente por los fenémenos

donde el analito se encontraba libre.

Tabla 3-1 Analisis estadistico de ajuste de modelos

Modelo Parametro Valor R? R?ajd RMSE
Modelo logistico B [min”] 0.008126 0.98886 0.9883 0.01663
Tm[min] -1162
Modelo desorcion E, 0.9379 0.9886  0.9883 0.01663
K4 [min?] 0.008127
Modelo disoluciéon/desorcion Fr 0.8942 0.989  0.9884 0.01656
Ka[min™] 4,77¢-05

Ka[min™] 0.009406
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3.3.2 Costo de manufactura (COM)

El COM se estim6 a las condiciones de 60°C-21 MPa-15% EtOH para diferentes tiempos de
extraccion (0 a 420 min) considerando que la planta piloto contenfa dos extractores de 1 m’ con
una densidad de lecho de 564,7 kg / m’. En estas condiciones de temperatura, presion y fraccion
cosolvente, se obtuvo el mejor extracto que permitia aumentar el tiempo de induccién de un
aceite comercial y asi prolongar su vida util. Para permitir una mejor interpretacion de la
alternativa planteada, se determiné el COM por masa de extracto dividiéndola por la produccion
anual producto. No se consideré un costo de tratamiento porque se considera que la torta
resultante de la extracciéon podra emplearse en un proceso posterior si se considera que el
proceso esta asociado a un complejo industrial de biorefinerfa. La Tabla 3-2 muestra la lista de
suposiciones que respaldan los resultados econémicos.

Tabla 3-2 Lista de parametros econémicos establecidos

Lista parimetros economicos establecidos

Informacion Econémica Valor Unidad Fuente

Dias de trabajo 330 Dias/afio

Horas productivas de extraccion /afio 3960 h/afio

Servicios

Electricidad 0,19 USD$/KWh Codensa

Costo de enfriamiento 0,97 USD$/h Aspen®

Costo de aceite térmico 0,52 USD$/h Aspen®

Materia Prima

CO, 1,61 USD$/Kg Linde

Etanol 0,71 USD$/Kg Fedebiocombustibles
Almendra de mango 0,00 USD$/Kg

Mano de Obra #

Operario 357 USD$/h 3 Salario de Colombia
Supetrvisor 5,36 USD$/h 1 Salario de Colombia

Los resultados para el consumo de materia prima y los parametros de productividad se
presentan en la Tabla 3-3. Es posible observar que la cantidad de COs influye fuertemente en
el consumo de electricidad y en la demanda del sistema de enfriamiento del proceso de SFE, asi
como también en la presion de trabajo [97]. La Figura 3-4 indica los costos de equipos que
influyeron significativamente sobre los costos de inversion, estos se encuentran principalmente
representados por los costos de los extractores los cuales fueron tomados del trabajo de Prado

(2009) [107] y los costos de bomba y compresores que son determinados por el software.
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Tabla 3-3 Productividad y Principales costos de produccion
Valor Unidad
Temperatura ‘ 60 °C
Presion 21 Mpa
Fraccién EtOH | 15% %
Relacion Qd /M 3,90
Tiempo Optimo ‘ 60 min
Consumo de Materias Primas
Almendra de Mango ‘ 4356 t/afio
Cco; 2362 t/afio
Etanol ‘ 2913 t/afio
Electricidad 118,7 KW
Demanda de S. Frio ‘ 22572 t/afio
Demanda de S. Calor 516,4 Gl/afio
Productividad
Rendimiento 4,70%
EFS extracto 204,732 t/afio
Figura 3-4 Costos de Equipos
Principales costos de Inversion Precio/Unidad
E-101 [Condensador] ==
Sistemas de Intercambiadores
V-102 [Separador 1] s
V-100 [EXTRACTOR 1]
K-100 me—
P-100 m—
Celda de extraccion
$0 $500.000 $1.000.000  $1.500.000  $2.000.000  $2.500.000

La Figura 3-5 muestra el conjunto de costos que se distribuyen en el COM para la alternativa
evaluada. El costo de inversion total fue de alrededor de 20.1 Millones de USD vy fue la mayor
contribucién (77% del COM). Asi mismo, la materia prima (CRM) contribuy6 con alrededor
del 22% del costo variable para la produccién de extracto de SFE. Dado que la almendra de
mango es un subproducto industrial, su costo es cero, no obstante, se esperaria un precio base
al momento de establecerse una industria de este tipo, debido a que se genera un precio de

demanda. El CRM aumenté con el tiempo de extraccion. Estos resultados son similares a
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estudios previos [108], [109], en donde el COM se determiné para unidades con capacidades
de 0.1 y 0.5 m’ y dieron valores de 124.58 y 109.27 USD/kg de extracto. El COM estimado
para el extracto esta dentro el rango esperado para los extractos de SFE, que van desde 25-7000
USD/kg dependiendo del costo de la materia prima [109]. Por otra parte, como es sabido,
aumentar el tamafio el volumen del extractor, aumenta el costo de inversion, pero disminuye el

costo de producciéon por masa de extracto producido [110].

Figura 3-5 Estructura de costos del COM

= Costo Fijo de Inversion

= Costo de Mano de Obra

= Costo de Utilidades
Costo de Tratamiento

= Costo de Materia Prima

El minimo COM que se obtuvo en términos de produccion fue de 68 USD/kg de extracto en
un tiempo de 60 min (Figura 3-6). Al establecer el valor de venta del extracto obtenido, se
podria colocar como una fraccion de uno de los componentes principales identificados, el cual
podria corresponder el precio del acido elagico. Solamente considerando un 0.001% de su
precio actual (74 800 USD/ Kg (Sigma®)) el precio correspondetia a 74.8 USD/Kg y
continuarfa siendo un precio de venta viable para el COM calculado.

Otro estudio a comparar fue el la obtencién de extractos a partir del achiote, realizado por
Albuquerque y Meireles (2012) [103]. El proceso fue simulado a 60 °Cy 40 MPa con un tiempo
de extraccion 250 min. El rendimiento del extracto fue 1,89% para la relacién solvente /biomasa
de 40. E1 COM del extracto se simul6 a escalas de laboratorio e industriales con capacidad (m”)
de 0.005, 0.1 y 0.5 y un costo de extractor de USD 200,000; 750,000; y 2,000,000,

respectivamente (precios de mercado estadounidenses). Las COM calculadas fueron 1781,62
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USD / kg, 382.00 USD / kg y 258.54 USD / kg, respectivamente, lo que resulté en un proceso
muchisimo mas costoso que el presente trabajo. El estudio mostré que FCI (76%) y COL (20%)
comprendieron la mayoria del COM a escala de laboratorio, mientras que el CRM era solo del
3%. Cuando se simul6 el aumento de escala (de 0.1 a 0.5 m’), el CRM aument6 (de 14 a 22%),
y el FCI disminuy6 (de 70 a 62%) siendo igual de similares al presente estudio.

Una serie de estudios que involucran productos naturales han demostrado la viabilidad de EFS
a través del analisis del costo de manufactura. En la mayoria de estos estudios, los costos de
fabricacion de los extractos producidos por EFS fueron menores en comparacion con el precio
de venta de los extractos [111]. Este es un resultado muy interesante, ya que el uso industrial de
la estrategia serfa beneficioso para todo el proceso de validaciéon del extracto de mango de
azucar, ya que aumenta el atractivo econémico del fruto y permite producir una mayor cantidad
de productos con la actual producciéon de mango.

El producto obtenido del proceso EFS aunque es rico en los compuestos deseados, requiere un
proceso de purificacion, al igual que la materia prima requerira de un pretratamiento, lo que
podria generar un incremento los costos de produccion. No obstante, respecto a la purificacion,
se puede plantear un fraccionamiento que se puede realizar mediante SFE y extraccién con
solvente a presiéon (PLE), aplicando el proceso antisolvente supercritico (SAS) para recuperar
el solvente y purificar el extracto [26], [112]. Finalmente podemos observar que las condiciones
optimas de proceso seleccionados no corresponden a las condiciones con mayores
rendimientos de extraccion. Esto se justifica teniendo en cuenta que a esas condiciones el agente
extractante no es selectivo hacia las sustancias que actian de forma adecuada en la matriz de
aceite que se deseara utilizar. Por otra parte, este proceso permite obtener dos fases que
requeriran ser separadas. Se espera que la fase apolar sea rica en acidos grasos reportados en el
mango [113], mientras que la fase polar sea rica en acido elagico como se determiné en el
presente estudio. Lo que representa dos vias en cuanto a los productos que pueden ser aplicados

en la industria cosmética y alimenticia.
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Figura 3-6 COM especifico por tiempo de proceso a 60 °C / 21 MPa, 1 m’
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3.4 Conclusiones

Fue posible ajustar modelos matematicos que permitieran describir la cinética de extraccion de
un proceso que emplea fluidos presurizados. El estudio cinético de la EFS a partir de la
almendra de semilla de mango como funcién del tiempo afectaron la tasa de transferencia de
masa del proceso y el rendimiento de extraccion. El rendimiento de extraccion alcanzé un valor
de hasta el 14% en peso, el cual fue mayor a los reportado por otros investigadores. Lo que fue
posible debido a las propiedades que brinda la tecnologia estudiada y el uso de un solvente
modificador. El proceso de extracciéon supercritica demostré que puede recuperar
efectivamente la fraccion de extracto que era inaccesible por otros procesos. Los modelos

simplificados tanto el logistico como el de desorcién presentaron un Rsuperior al 0.98.

Fue posible evaluar simular el proceso de extracciéon con fluidos presurizados que permitiera
obtener un extracto rico en bioactivos a partir de almendra de semilla de mango que pueden ser
aplicados en la industria alimenticia y cosmética mediante el uso de software comerciales que

brindas bases de datos actualizadas para determinar tanto los costos de produccion e inversion.

En este estudio, los parametros del proceso SFE se optimizaron para estimar el COM del
extracto de mango. El extracto de mejor calidad fue obtenido a 21 MPa-60°C-15% EtOH. En
estas condiciones, se estimé el COM para obtener el valor minimo. La optimizacion del proceso
disminuy6 el COM del extracto y por lo cual fue posible calcular el costo de manufactura de un

extracto obtenido mediante el uso de fluidos presurizados, permitiendo optimizar

Respecto a la evaluaciéon econémica del uso del proceso EFS, apuntando a la valorizacién de
residuos de procesamiento de la semilla de mango, se demostré que es un enfoque prometedor
ya que los costos de fabricacion estimados eran menores en comparacion con el precio de venta

de los extractos.
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4 Recomendaciones

Con el proposito de complementar el presente trabajo se recomienda:

Determinar el perfil lipidico de la fase grasa obtenida e identificar una alternativa
econdmica para ésta.

Evaluar en los extractos obtenidos la efectividad como antioxidantes en otros alimentos.
Al igual que evaluar la efectividad de los extractos en retardar la oxidacion de aceites
mediante otros ensayos con el sustrato que midan compuestos de oxidacion, tales como:
TBARs, HLP, indice de perdxido, carbonilos, entre otros.

Estudiar otras posibles aplicaciones para los extractos obtenidos, p.e. actividad
citotoxica, hipoglicemiante, hipolipemiante, etc.

Cuantificar los compuestos identificados y definir su nivel de incidencia sobre la t; de
aceites comestibles.

Comparar la viabilidad econémica respecto a otros procesos donde se emplean técnicas
de extraccién convencionales y se incluyan otros sub-productos del mango de azuicar y
otras variedades de mango.

Realizar un analisis de impacto ambiental mediante el analisis de ciclo de vida del
proceso, con el fin de identificar los posibles impactos ambientales del mismo.

Validar las extracciones a las mejores condiciones para el tiempo de induccion, con el
fin de verificar el modelo estadistico ajustado.

Plantear un estudio global sobre el aprovechamiento integral de los residuos
provenientes de la cadena productiva del mango que permita plantear la generacion de
biorefinerfas con una perspectiva global.

integrar los procesos desarrollados al concepto de biorefinerfa, en ese sentido evaluar la
capacidad de la torta obtenida para la produccién de energia para autoabastecer el
proceso industrial.

Desarrollar estudios experimentales en escalas distintas y evaluar volimenes mayores
de los sistemas de extraccioén para verificar los criterios de escalamiento empleados con

el fin identificar los cambios que empiezan a ser relevantes en los modelos planteados.
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6 Anexos

En este apartado se presenta informaciéon complementaria que ha sido referida en el

desarrollo del documento.

1 Evaluacion del efecto de la presion, temperatura y fraccion cosolvente sobre las
variables estudiadas.

2 Cromatogramas de extractos supercriticos y soxhlet.

3 Costos de Manufactura

4 Producciéon académica y proyectos enmarcados

5 Produccion académica



6.1 Evaluacion del efecto de la presion, temperatura y fracciéon cosolvente sobre las variables estudiadas

Tabla 6-1 Resultados para el disefio experimental

Rend.
Rend. | Rend. F Inhibiciéon | Rancimat
Variables t Fenoles DPPH Flavonoides Total | F.Apolar | Polar | DPPH Relativo
mg eq-
Presion | Temperatura | Cosolvente mgeq- |AG/100 |pmol eqg- mmol eq- | mg eq- mg eq-
(MPa) (°C) (%) AG/g g trolox/100 | Trolox/g | Querc/g | Querc./100g
h extracto | muestra | g muestra | extracto extracto | muestra % %o Yo %o %
o 1| 60 L 15] 420 573 442,002 23,275 3,017 13,632 105177 | 22,45 1474 772 80,61 16,69
0] 16 0 50 01 10477 194 27,935 1,76 1,221 4,052 31267 | 844 700| 1,44 38,31 30,12
2| 70 0 30 R 50,6 | 381,384 20,96 2,778 9,737 75,126 | 19,88 1234 | 754 74,68 3,39
2| 24,4 0 50 0] 10|48 293 54,281 3,297 1,781 7,038 61,246 | 11,11 926| 185 49,79 31,17
0] 16 of 50 2| 18 525 18,7 63,038 3,782 1,121 3,431 26,473 | 12,07 869 | 337 33,31 41,32
0| 16 2| 033 0] 10456 14 23,185 1,286 0,778 2,207 17,029 | 11,36 971| 1,65 24,76 25,14
121 -1 40 1) 51378 88 7619 0,328 0,378 1,168 9015| 9,06 819 | 087 14,78 7,00
0] 16 0 50 01 101480 18,9 39,648 2,694 1,284 4,692 36204 | 9,90 781 210 40,73 30,82
1 -1 40 Ll 50330 10,9 20,573 0,939 0,497 3,821 29478 | 450 261 1,89 17,72 428
121 1| 60 T 15608 19,4 41,53 2,642 1,232 3,756 28977 | 11,79 964 | 215 36,05 60,70
- -1 40 L] 15488 22,6 85,914 5,288 1,393 6,278 48,439 | 17,44 1364 | 3,80 40,10 32,57
)21 1 60 1L 5356 234 27213 1,633 1,402 8,263 63,75| 5,63 446 116 40,32 1,95
0| 16 0 50 0 10489 19,3 32,024 2,034 1,218 3,858 29764 | 10,74 907 1,67 39,06 32,92
0] 16 2| 67 0] 10525 24,8 44,888 2,973 1,642 2,708 20,892 | 8,62 6,81 1,81 46,30 41,32
0| 16 0 50 0 10460 233 35,555 1,994 1,305 3,904 30122 | 846 693 1,53 47,07 26,15
-1 1 1 60 1) 5383 31,2 32,251 1,942 1,88 10,052 77559 | 7,68 6,65| 1,03 52,29 8,17
21 -1 40 Ll 15]434 254 80,669 5,187 1,635 6,25 48224 | 16,18 13,00 3,17 46,14 19,96
0] 16 0 50| 2| 2|35 24.6 24215 1,331 1,354 10,252 791| 498 400 098 39,13 0,86
0] 16 0 50 O 10474 19,5 30,929 1,833 1,156 3,533 2726 | 1045 887 1,59 34,18 29,42




Tabla 6-2 Analisis de Varianza para Rendimiento F.Polar y modelo estadistico

Fuente Suma de Cunadrados G/ | Cuadrado Medio Razdn-F Valor-P
A: Presion 20,305 1 20,305 309,62 0,0001
B: Temperatura 0,49033 1 0,49033 7,48 0,0522
C: Cosolvente 18,502 1 18,502 282,13 0,0001
AA 14,774 1 14,774 225,28 0,0001
AB 1,8008 1 1,8008 27,46 0,0063
AC 3,5184 1 3,5184 53,65 0,0018
BC 1,4899 1 1,4899 22,72 0,0089
CC 0,264 1 0,264 4,03 0,1153
Falta de ajuste 9,16 6 1,5267 23,28 0,0045
Error puro 0,26232 4 0,065581

Total (corrt.) 70,304 18

Rendimiento F.Polar
= 5,8699 — 0,82372P + 0,084374T + 0,11554C + 0,041233P2 — 0,0094888PT
— 0,026527PC + 0,0086311TC + 0,0055118C?

Tabla 6-3 Analisis de Varianza para Rendimiento F. Polar y su modelo estadistico

Fuente Suma de Cunadrados G! | Cuadrado Medio Razdn-F Valor-P
A:Presion 4,1392 1 4,1392 4,08 0,1134
B:Temperatura 34474 1 3,4474 3,40 0,1389
C:Cosolvente 100,35 1 100,35 98,99 0,0006
AA 17,147 1 17,147 16,91 0,0147
AB 18,639 1 18,639 18,39 0,0128
AC 10,425 1 10,425 10,28 0,0327
BC 0,83346 1 0,83346 0,82 0,4158
CC 3,0329 1 3,0329 2,99 0,1587
Falta de ajuste 22,557 6 3,7596 3,71 0,1126
Error puro 4,055 4 1,0137

Total (corr.) 186,83 18

Rendimiento F.Polar

Tabla 6-4 Analisis de Varianza para Rendimiento Total y su modelo estadistico

= —18,475 + 0,45142P + 0,50299T + 1,9694C + 0,04442P? — 0,030528PT

— 0,045662PC — 0,0064554TC — 0,018682C?

Fuente Suma de Cuadrados G/ | Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
A:Presion 42,78 1 42,78 35,92 0,0039
B:Temperatura 1,3375 1 1,3375 1,12 0,3490
C:Cosolvente 205,03 1 205,03 172,16 0,0002
AA 63,754 1 63,754 53,53 0,0019
AB 32,027 1 32,027 26,89 0,0066
AC 26,057 1 26,057 21,88 0,0095
BC 0,094669 1 0,094669 0,08 0,7920
CC 1,5073 1 1,5073 1,27 0,3235
Falta de ajuste 41,46 6 6,91 5,80 0,0553
Error puro 4,7639 4 1,191

Total (corr.) 422,43 18

Rendimiento Total
= —12,605 — 0,3723P + 0,58736T + 2,0849C + 0,085653P2 — 0,040017PT
— 0,072189PC + 0,0021756TC — 0,01317C?
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Tabla 6-5 Analisis de Varianza para Tiempo de Inducciéon y su modelo estadistico

Fuente Suma de Cunadrados G/ | Cuadrado Medio Razin-F Valor-P
A:Presion 0,92927 1 0,92927 83,34 0,0008
B:Temperatura 0,47571 1 0,47571 42,66 0,0028
C:Cosolvente 4,6052 1 4,6052 413,02 0,0000
AA 0,82038 1 0,82038 73,58 0,0010
AB 0,3507 1 0,3507 31,45 0,0050
AC 0,15914 1 0,15914 14,27 0,0195
BC 0,070002 1 0,070002 6,28 0,0664
CC 0,47605 1 0,47605 42,69 0,0028
Falta de ajuste 1,5736 6 0,26227 2352 0,0044
Error puro 0,0446 4 0,01115

Total (corrt.) 9,3644 18

Tiempo de Induccion
= 3,8034 + 0,097322P — 0,067129T + 0,08041C — 0,0097163P% + 0,0041875PT
+ 0,0056417PC + 0,0018708TC — 0,0074014C?

Tabla 6-6 Analisis de Varianza para Flavonoides en extracto y su modelo estadistico

Fuente Suma de Cuadrados G/ | Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
A:Presion 22,108 1 22,108 121,35 0,0004
B:Temperatura 26,301 1 26,301 144,37 0,0003
C:Cosolvente 1,722 1 1,722 9,45 0,0371
AA 49,082 1 49,082 269,41 0,0001
AB 10,089 1 10,089 55,38 0,0017
AC 3,7292 1 3,7292 20,47 0,0106
BC 8,9591 1 8,9591 49,18 0,0022
CC 19,087 1 19,087 104,77 0,0005
Falta de ajuste 65,197 6 10,866 59,64 0,0007
Error puro 0,72873 4 0,18218

Total (corr.) 200,21 18

CTFl = —7,544 — 1,2634P + 0,70916T + 0,48684C + 0,075154P? — 0,02246PT — 0,02731PC

Tabla 6-7 Analisis de Varianza para Flavonoides Totales y su modelo estadistico

— 0,021165TC + 0,046866C*>

Fuente Suma de Cuadrados G/ | Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
A:Presién 1316,1 1 1316,1 121,27 0,0004
B:Temperatura 1565,5 1 1565,5 144,25 0,0003
C:Cosolvente 102,5 1 102,5 9,45 0,0372
AA 2921,7 1 2921,7 269,22 0,0001
AB 600,85 1 600,85 55,37 0,0017
AC 2220 1 2220 20,46 0,0106
BC 533,42 1 533,42 49,15 0,0022
CC 1136,2 1 1136,2 104,69 0,0005
Falta de ajuste 3881,0 6 646,83 59,60 0,0007
Error puro 4341 4 10,852

Total (corr.) 11918, 18

Flavonoides Totales
= —58,242 — 9,7455P + 5,4722T + 3,7571C + 0,57984P% — 0,17333PT — 0,21072PC

— 0,16331TC + 0,36159C?
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Tabla 6-8 Analisis de Varianza para Fenoles en muestra y su modelo estadistico

Fuente Suma de Cuadrados G/ | Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
A:Presién 69418, 1 09418, 3430,78 0,0000
B:Temperatura 10763, 1 10763, 531,93 0,0000
C:Cosolvente 28874, 1 28874, 1427,02 0,0000
AA 55990, 1 55990, 2767,12 0,0000
AB 18751, 1 18751, 926,72 0,0000
AC 18791, 1 18791, 928,70 0,0000
BC 10201, 1 10201, 504,17 0,0000
CC 41,869 1 41,869 2,07 0,2237
Falta de ajuste 43285, 6 7214.2 356,54 0,0000
Error puro 80,936 4 20,234

Total (corr.) 2,5672E5 18

Fenoles Totales = —42,581 — 27,691P + 11,145T + 3,1204C + 2,5383P2

Tabla 6-9 Analisis de Varianza para Fenoles y su modelo estadistico

+ 0,71419TC + 0,069412C?

— 0,96828PT — 1,9386PC

Fuente Suma de Cnadrados G! | Cuadrado Medio Razdn-F Valor-P
A:Presién 478,28 1 478,28 145,29 0,0003
B:Temperatura 487,48 1 487,48 148,08 0,0003
C:Cosolvente 120,14 1 120,14 36,49 0,0038
AA 606,97 1 606,97 184,38 0,0002
AB 269,12 1 269,12 81,75 0,0008
AC 79,38 1 79,38 24,11 0,0080
BC 4,805 1 4,805 1,46 0,2935
CC 0,21145 1 0,21145 0,06 0,8124
Falta de ajuste 4754 6 79,234 24,07 0,0042
Error puro 13,168 4 3,292

Total (corr.) 2542,0 18

Fenoles = —49,836 — 2,5813P + 2,6058T + 3,2858C + 0,26429P? — 0,116PC — 0,126PC — 0,0155TC

+ 0,0049328C?

Tabla 6-10 Analisis de Varianza para DPPH muestra y su modelo estadistico

Fuente Suma de Cunadrados G! | Cuadrado Medio Razdn-F Valor-P
A:Presion 193,08 1 193,08 1408,14 0,0000
B:Temperatura 30,849 1 30,849 22498 0,0001
C:Cosolvente 93,236 1 93,236 679,97 0,0000
AA 164,51 1 |16451 1199,76 0,0000
AB 51,157 1 51,157 373,08 0,0000
AC 49,074 1 49,074 357,90 0,0000
BC 21,563 1 21,563 157,26 0,0002
CC 0,032433 1 0,032433 0,24 0,6522
Falta de ajuste 121,57 6 20,262 147,77 0,0001
Error puro 0,54847 4 0,13712

Total (corr.) 727,73 18

DPPH muestra = —3,1711 — 1,6358P + 0,63047T + 0,42753C +

+ 0,032835TC + 0,0019319C2

0,13759P% — 0,050575PT — 0,09907PC
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Tabla 6-11 Analisis de Varianza para DPPH y su modelo estadistico

Fuente Suma de Cnadrados G/ | Cuadrado Medio Razin-F Valor-P
A:Presion 1,0666 1 1,0666 8,12 0,0173
B:Temperatura 1,8852 1 1,8852 14,35 0,0036
C:Cosolvente 0,54563 1 0,54563 4,15 0,0689
AA 1,6088 1 1,6088 12,24 0,0057
AB 0,71162 1 0,71162 5,42 0,0423
AC 0,11186 1 0,11186 0,85 0,3779
BC 0,17582 1 0,17582 1,34 0,2742
CC 0,011719 1 0,011719 0,09 0,7713
Error total 1,3139 10 ]0,13139

Total (corr.) 7,4934 18

DPPH = —3,7974 — 0,14577P + 0,16208T + 0,28715C + 0,013606P? — 0,005965PT
— 0,00473PC — 0,002965TC — 0,0011613C?

Tabla 6-12 Analisis de Varianza para % Inhibicion DPPH y su modelo estadistico

Fuente Suma de Cnadrados G! | Cuadrado Medio Razdn-F Valor-P
A:Presioén 665,04 1 665,04 30,24 0,0053
B:Temperatura 1173,3 1 1173,3 53,35 0,0019
C:Cosolvente 339,1 1 3391 15,42 0,0171
AA 766,33 1 766,33 34,85 0,0041
AB 444,48 1 444,48 20,21 0,0109
AC 69,672 1 69,672 3,17 0,1497
BC 110,23 1 110,23 5,01 0,0887
CC 44,795 1 44,795 2,04 0,2267
Falta de ajuste 862,99 6 143,83 6,54 0,0452
Error puro 87,968 4 21,992

Total (corr.) 4625,2 18

Inhibicién DPPH = —102,38 — 2,2647P + 4,0504T + 8,0336C + 0,29696P? — 0,14908PT — 0,11804PC
— 0,074239TC — 0,071797C?

Tabla 6-13 Analisis de Varianza para Rancimat Relativo y su modelo estadistico

Fuente Suma de Cnadrados G! | Cuadrado Medio Razdn-F Valor-P
A:Presioén 506,5 1 506,5 83,34 0,0008
B:Temperatura 259,29 1 259,29 42,66 0,0028
C:Cosolvente 2510,1 1 2510,1 413,02 0,0000
AA 447,15 1 447,15 73,58 0,0010
AB 191,15 1 191,15 31,45 0,0050
AC 86,74 1 86,74 14,27 0,0195
BC 38,154 1 38,154 6,28 0,0664
cC 259 47 1 |259.47 42,69 0,0028
Falta de ajuste 857,71 6 14295 23,52 0,0044
Error puro 24,309 4 6,0773

Total (corr.) 5104,0 18

Rancimat Relativo
= 7,5497 + 2,2721P — 1,5672T + 1,8773C — 0,22684P? + 0,097763PT + 0,13171PC
+ 0,043677TC — 0,1728C?
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2 6.3 Cromatograma de extractos supercriticos y Soxleth
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6.4 Costo de manufactura y costos de equipos

Tabla 6-14 Costo de manufactura para extractos de almendra de mango de azuicar a diferentes tiempos de extraccion

Costo Fijo de Costo de Mano de | Costo de Costo de Costo de Materia
Inversion Obra Utilidades Tratamiento Prima Producto Modelo | COM
FCl CcoL CuT CWT CRM
MIN 0,304 2,730 1,230 1,230 1,230 | Kg
58S 20.177.800 | S 128.571 | $ 19.728 S 899.349 39.448 | S 193,054
10| $ 20.177.800 | $ 128.571 | $ 31.566 | $ -1S 1.670.220 71.592| S 119,821
15| $ 20.177.800 | $ 128.571 | $ 41.839| S -1S 2.339.194 97.966 | $ 96,091
20| S 20.177.800| $ 128.571 | $ 50.819 | $ -1 2.923.992 119.715| S 84,735
25| S 20.177.800| $ 128.571 | $ 58.734 | $ -1'S 3.439.382 137.713| S 78,335
30| S 20.177.800| $ 128.571 | $ 65.787 | $ -1'S 3.898.656 152.637 | $ 74,434
35| S 20.177.800| $ 128.571 | $ 72.089 | $ -1'S 4.309.196 165.018 | S 71,956
40| S 20.177.800| $ 128.571 | § 77.761| S -1S 4.678.387 175.281| $ 70,373
50| $ 20.177.800 | S 87.558| S 85.585 | $ -1S 5.316.349 190.753 | $ 68,243
60| S 20.177.800| S 128.571 | $ 95.722 | S -1S 5.847.984 201.096 | $ 68,603
70| S 20.177.800| S 128.571 | $ 102.630| $ -1S 6.298.397 207.706 | $ 69,128
80| S 20.177.800| $ 128.571 | $ 108.557 | S -1 6.683.832 211.562 | $ 70,144
90| S 20.177.800| $ 128.571 | $ 113.683| S -1 7.017.581 213.364 | $ 71,504
120 S 20.177.800| S 128.571 | $ 125.657 | S -1'S 7.797.312 210.981 | $ 76,928
150 $ 20.177.800| $ 128.571 | $ 134.209| S -1'S 8.354.052 202.450| $ 83,604
180 $ 20.177.800| $ 128.571 | $ 140.624| S -1'S 8.771.976 191.546 | $ 91,088
210| S 20.177.800| $ 128.571 | $ 145.613| $ -8 9.096.864 180.046 | S 99,160
240| $ 20.177.800 | S 128.571 | $ 149.605 | $ -1S 9.356.774 168.795| $ 107,692
270| $ 20.177.800 | S 128.571 | $ 152.870| $ -1S 9.569.428 158.184 | $ 116,595
300| $ 20.177.800| S 128.571 | $ 155.592| $ -1S 9.746.640 148.371| S 125,798
360| $ 20.177.800| S 128.571 | $ 159.868 | S -1S 10.025.748 131.219| S 144,898
4201 S 20.177.800 | $ 128.571 | § 163.075| S -1 10.233.972 117.080| S 164,617




Tabla 6-15 Costos de equipos

Principales costos de Inversion

Equipos Unidades Precio/Unidad
Celda de extraccion 2 S 2.000.000
Sistema de Bombas y Compresores 1

P-100 [Bomba] 1 $ 504.100
P-101 [Bomba] 1 $  891.700
K-100 [Compresor] 1 $ 562.900
Separadores

V-102 [Separador 1] 1 $ 177.800
V-103 [Separador 2] 1 $ 107.000
Sistemas de Intercambiadores

E-100 [Precalentamiento] 1 $ 129.800
E-101 [Condensador] $ 77.200
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