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RESUMEN
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Evaluacion de la extraccion y obtencion de un extracto de flavonoides a partir de cascaras de
platano verde (Musa sp. AAB) provenientes de residuos agroindustriales.

Tesis Licenciatura en Ingenieria de Alimentos. San José, Costa Rica.

Brenes Granados, J. 2021.
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En la actualidad se estudia el aprovechamiento de residuos, principalmente en la industria
alimentaria. Se destaca la investigacion de los compuestos bioactivos que se pueden obtener
de estos residuos y su potencial impacto positivo en la salud. Del procesamiento industrial
del platano, la cascara que se descarta representa un 30-40 %, que se puede valorizar por su

contenido de compuestos antioxidantes.

El objetivo del presente estudio fue desarrollar la metodologia de analisis, procesamiento y
optimizacion de las condiciones de extraccion de la cascara de platano seca (Musa sp. AAB)

con madurez 1 para la obtencion de un extracto de flavonoides con potencial bioactivo.

Para esto, se utilizé un método de medicion de los flavonoides mediante espectrofotometria
con nitrato de aluminio. Se evaluaron las condiciones de inmersion de las céscaras en
diferentes disoluciones de acido citrico por 5 min para la inactivacion de las enzimas de
deterioro polifenol oxidasas, y se escogido la minima concentracion que conserva los
flavonoides. Posteriormente, a partir de un subproducto industrial de cascaras de platano
verde se obtuvo el sustrato seco para la extraccion a nivel de planta piloto (inhibicion de las
enzimas de degradacion, secado y molienda). Se optimizo6 la composicion de la mezcla de
solventes de extraccion (agua, etanol, acetona) y las condiciones de extraccion (relacion
solvente-sustrato, temperatura y concentracion de acido acético) que permiten obtener el
mayor rendimiento de flavonoides y rutina en el producto. Finalmente, el extracto obtenido
se caracterizo fisicoquimicamente (acidez titulable, contenido de azicares simples, cenizas,
solidos totales, contenidos de polifenoles totales, flavonoides y rutina y capacidad

antioxidante H-ORAC).
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13* por espectrofotometria

Como resultados se obtuvo que la medicion del complejo de A
permite cuantificar de forma adecuada los flavonoides. Por otra parte, la inmersion de las
cascaras en una solucion al 1% de 4cido citrico por 5 min, es la minima cantidad que permite
una adecuada estabilizacion de los flavonoides del deterioro por oxidacion enzimatica. La
aplicacion de un secado con aire caliente hasta una humedad menor al 12 % y una molienda
mediante molino de martillos brinda un sustrato en polvo estable al deterioro microbiologico.
Se obtuvo que el empleo de una mezcla acetona-agua 55:45 con las condiciones de extraccion

temperatura 50°C, relacion solvente sustrato 8:1 y concentracion de 4cido acético 0,75 %

producen el mayor rendimiento de extraccion de flavonoides totales y rutina.

El extracto obtenido presenta un contenido de aztcares de (0,22 + 0,01) g/100 g,
(0,23 £ 0,01) g/100 g de cenizas y (1,0 = 0,1) g/100 g sélidos totales. El contenido de
polifenoles totales fue de (270 £ 114) mg EAG/100 g ext., de flavonoides totales fue de
(69 + 4) mg EE/100 g ext, y de rutina fue de (246 + 41) ug /100 g ext, con una capacidad
antioxidante H-ORAC de (272 = 131) umol TE/100 g ext (todos los valores en base himeda).

Se concluye que con las condiciones de proceso desarrolladas se logra obtener un sustrato
estable al deterioro enzimatico y microbioldgico y se optimiza la extraccion de flavonoides,

asi como la obtencion de un extracto con potencial antioxidante y baja cantidad de so6lidos.

Se recomienda escalar el proceso desarrollado a escala industrial, asi como evaluar otras
variables del proceso (tiempos, temperaturas de secado, tamafio de particulas), la
concentracion y purificacion del extracto; realizar el analisis de los flavonoides por HPLC,
la determinacion de la capacidad antioxidante por diferentes métodos in vitro y el estudio de

sus potenciales actividades biologicas del producto obtenido.

CASCARA DE PLATANO; DISENO DE MEZCLAS; DISENO CENTRAL
COMPUESTO; EXTRACCION; FLAVONOIDES; INACTIVACION ENZIMATICA;
METODOLOGIA DE SUPERFICIES DE RESPUESTA; VALORIZACION DE
SUBPRODUCTOS.
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Escuela de Tecnologia de Alimentos
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1. JUSTIFICACION

En la actualidad, debido al creciente aumento de la poblacion, existe una fuerte demanda de
alimentos, lo que, a su vez, genera una cantidad importante de desechos que no son
aprovechados. Un ejemplo de esto son los residuos de productos agricolas que se consideran
no comestibles por el ser humano como cascaras, tallos, semillas, y otras partes de las plantas.
Estos generan una problematica ambiental, dado el poco tratamiento que reciben, por lo que
es de fundamental importancia buscar métodos para utilizarlos de una mejor manera y
otorgarles un valor agregado. Dentro de los principales productos que se pueden obtener a
partir de los diferentes residuos agroindustriales, se pueden mencionar: alimento animal,
fibra, almidon, azlcares, biocombustibles, nutracéuticos, polimeros y compuestos quimicos
de interés para industrias de alimentos y farmacéuticas, quimicas, entre otros (Ravindran y

Jaiswal, 2016).

El platano (Musa acuminata x balbisiana var. AAB), cominmente catalogado como Musa
sp. AAB o Musa AAB, es una musacea hibrida triploide, cuyos genotipos (A y B) provienen
de las especies Musa acuminata 'y Musa balbisiana respectivamente. Su fruto se consume en
todo el mundo. De hecho, segin Calberto et a/ (2015), la produccion mundial de platano
supero los 19 millones de toneladas en el 2011, situado como el mayor contribuyente al este
y centro de Africa, seguido de los paises de América del Sur. Asimismo, en 2011, la
produccion de Ameérica Central representd un 4 % de la produccion mundial y, segun datos

del INEC (2018), la produccion de Costa Rica represento6 alrededor de 95 mil toneladas.

Por otro lado, en la industrializaciéon del platano para consumo humano, se aprovecha
solamente la pulpa junto con sus semillas, lo cual representa alrededor de un 70 % del peso
del fruto, y es utilizado, tanto en su presentacion verde como madura, para la produccion de
harinas, productos fritos, hervidos, horneados, purés y productos congelados (Adeniji et al.,
2010b). En nuestro pais, segun un informe del Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG,
2008) y una investigacion de Rodriguez (2012), se menciona que, por una parte, se procesa

platano verde a gran escala para la elaboracion de “snacks” fritos y productos congelados y,



por otra parte, se menciona que el resto de las industrias son pequenas empresas procesadoras

distribuidas por todo el pais.

Ahora bien, la cascara de platano se descarta sin ningin tratamiento y, en ocasiones, se
ofrecen sin costo para consumo animal; en otros casos, se utilizan como materia organica
para fertilizaciéon de campos, lo que genera malos olores, atraccion de insectos y plagas
(Astorga, 2004). Por esta razén, se busca aprovechar la cascara de este producto para la
extraccion de compuestos bioactivos valiosos, como los flavonoides que contiene la céscara,

para asi, aumentar el valor agregado del procesamiento de dicho fruto.

En este sentido, estudios previos, realizados por Lim, Lim y Tee (2007), mencionan que la
cascara de platano contiene una cantidad importante de compuestos polifenolicos, que se han
vinculado con beneficios a la salud como prevencion de enfermedad cardiovascular, cancer,
diabetes y obesidad; ademas de su funcidn antioxidante en lipidos y funcidén antimicrobiana.
De igual manera, en varios trabajos se seflala que las cascaras de platano son fuente
importante de polifenoles, donde destacan como sus principales componentes los flavonoides
y flavonoles (Nguyen et al., 2003; Davey et al., 2006; Baskar et al., 2011; Fatemeh et al.,
2012). Por otra parte, en un estudio recopilatorio reciente en cascara de banano, se muestra
la identificacion de més de 40 compuestos clasificados como polifenoles en los que se
encuentran  acidos  hidroxicinamicos, flavonoides, flavonoles, flavan-3-oles,
proantocianidinas, entre otros (Rebello et al., 2014). Dentro de los polifenoles predominantes

se encuentran flavonoides como rutina, quercetina, catequina y epicatequina.

En relacion con esto, un aspecto importante por tomar en cuenta en las matrices vegetales es
que los polifenoles pueden ser degradados por accion de enzimas de deterioro como la
polifenoloxidasa (PFO). Para que los polifenoles se conserven, se deben inhibir o
desnaturalizar estas enzimas, mediante la aplicacion de tratamientos térmicos suaves que no
produzcan degradacion de los polifenoles presentes (escaldado, pasteurizacion, refrigeracion,
congelacion), eliminacion de oxigeno (atmdsferas modificadas, vacio), agentes reductores
(artificiales o naturales), agentes quelantes, reduccion de pH, disminucion del aw (secado,

liofilizacion), entre otros (Arpita et al., 2010).



Usualmente, para la obtencién de componentes de interés a partir de matrices vegetales se
utiliza la extraccion liquido-solido. En esta operacion, se produce la interaccion del sustrato
con el disolvente, la cual provoca la disolucidon de los compuestos de interés y su arrastre con
el solvente. Ademas, se puede variar la agitacion, la temperatura del medio y realizarse en
una o varias etapas, por un tiempo predeterminado, para luego separar el disolvente con las
sustancias extraidas. En particular, para la extraccion de compuestos polifendlicos en
cascaras de banano, se han utilizado solventes como agua, metanol, etanol, acetona o
disoluciones acuosas de estos debido a su polaridad (Pinelo et al., 2005; Shui y Leong, 2006;
Lafka et al., 2007). Por otra parte, Gonzéalez Montelongo et al. (2010) reporta el uso de una

mezcla de agua-acetona, en relacion 1:1, como el solvente que brinda mejores resultados.

Cabe destacar que, contrario a los disolventes orgénicos, el agua es considerada como un
disolvente amigable y de bajo costo, por lo que es recomendado al momento de extraccion
de flavonoides (Someya et al., 2002; Sulaiman et al., 2011). Ademas, se ha visto que, debido
a la estructura quimica de los flavonoides, estos se extraen mejor en solventes polares o
parcialmente polares, como agua, acetona o etanol (Vu et al., 2017). En efecto, Fidriany et
al. (2018) probo el hexano, acetato de etilo y etanol como solventes de extraccion de
flavonoides en céascaras de banano, obteniendo mayor rendimiento con etanol. Por otro lado,
diferentes concentraciones de acetona, etanol, hexano, metanol y agua fueron utilizadas por
Yee et al. (2016) para extraccion de polifenoles en banano y subproductos de estos, estudio
que mostro una mejor efectividad con uso de etanol. En el presente trabajo, se evaltian tres
posibles disolventes: agua, etanol y acetona y sus mezclas para la extraccion de los

flavonoides presentes en las cascaras de platano verde.

Es importante destacar que los estudios revisados muestran los disolventes que se pueden
utilizar y la mayoria estan enfocados en cascaras de banano (Musa sp. var AAA). Ademas,
se basan en tratamientos de preparacion de la cascara como liofilizacion o secado solamente
y en pocos, se analiza la utilizacion de éacidos orgéanicos para la preservacion de los

polifenoles presentes en la cascara.

De igual modo, dentro de los estudios en céascaras de musaceas, se ha observado que estos

poseen mayor contenido de flavonoides respecto a otros frutos; sin embargo, dada la poca



cantidad de estudios y la gran variedad de factores que influyen en la cantidad de estos
compuestos no se puede generalizar esta tendencia. Asimismo, es conveniente estudiar cada

especie y variedad de musacea de manera independiente (Ramakrishnan et al., 2011).

En otro orden de ideas, en el proceso de extraccion es fundamental conocer las diferentes
variables que influyen en el rendimiento de los compuestos valiosos en el extracto. Dentro
de las principales variables se pueden mencionar: la temperatura, la acidez, la relacion
solvente sustrato (Gonzales-Montelongo, 2010), ademas de la composicion del solvente y el

tiempo de operacion.

También, en la valorizacion de desechos, el valor del producto obtenido estd determinado
por los costos de proceso y por su valor final (Ravindran y Jaiswal, 2016). Los costos
operacionales se pueden minimizar si se optimizan las variables de extraccion como lo son:
la preparacion del sustrato, el tipo de solvente y las condiciones de extraccion. Para potenciar
la extraccion de compuestos especificos, se pueden utilizar disefios experimentales como el
disefio central compuesto o sus variantes, que permiten relacionar los rendimientos de los
productos de valor con las variables de extraccion, mediante modelos de segundo grado, que
a su vez, se analizan con herramientas como la metodologia de superficies de respuesta, la
cual ayuda a apreciar la interacciéon entre variables de extraccion y representa un

procedimiento rapido y menos costoso para obtener los valores 0ptimos (Santos et al., 2018).

En el presente trabajo, se evalud, en primer lugar, el efecto de aplicar soluciones de acido
citrico en las cascaras frescas sobre la inhibicion de la degradacion de flavonoides presentes
por parte de las enzimas PFO. Luego, se analiz6 la composicion de la mezcla de solventes
que produjo un mayor rendimiento en la extraccion de flavonoides. Finalmente, se buscaron
las condiciones 6ptimas de extraccion tomando en cuenta las variables acidez del medio,
relacion solvente sustrato y temperatura de extraccion. El estudio se enfoco en obtener un
extracto de flavonoides, que son compuestos que pueden aportar beneficios a la salud como
se menciond al inicio de este apartado. Asi mismo, los extractos obtenidos podrian utilizarse
en aplicaciones especificas, por ejemplo, creacion de encapsulados con potencial
antioxidante, sustitutos de antioxidantes artificiales, adicion a diversas matrices alimentarias

con fines funcionales, conservantes, antimicrobianos y otros.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Establecer las condiciones de procesamiento para obtener un extracto con el mayor

rendimiento de flavonoides y rutina a partir de cascara de platano verde (Musa sp. AAB).

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Determinar las condiciones del tratamiento de acidificacion de las cascaras de

platano verde para reducir la degradacion enzimatica de los flavonoides.

2.2.2 Definir la combinacion de solventes de extraccion (agua, etanol, acetona) que

permita obtener un mayor rendimiento de flavonoides.

223 Evaluar las condiciones de extraccion (concentracion de acido acético,
temperatura, relacion solvente sustrato) para obtener un extracto con el mejor rendimiento

flavonoides y rutina, aplicando la metodologia de superficie de respuesta.



3. MARCO TEORICO

3.1. Valorizacion de subproductos en la industria alimentaria.

Se definen como residuos o subproductos alimentarios de origen vegetal a todas aquellas
partes de la planta que se descartan a lo largo de la cadena alimenticia, debido a que no son
utiles para el procesamiento, o bien, ya no son aptas para su consumo porque perdieron las
caracteristicas deseadas por el mercado, llegaron al limite de su vida 1til, presentan dafios,

entre otros factores (Deepak y Singh, 2014).

En la actualidad, la cantidad de subproductos vegetales ha venido en aumento por una mayor
demanda de alimentos, visto el incremento de la poblacion mundial. En el procesamiento
industrial de frutas y vegetales, los principales subproductos son: semillas, cédscaras y
cortezas, las cuales pueden llegar a representar incluso el 50 % de la materia prima. Lo
anterior, puede ocasionar un importante impacto ambiental, debido a que se desechan sin
tratamiento; sin embargo, estos residuos pueden reutilizarse para elaborar nuevos productos
de valor agregado, dada su composicién quimica, entre los que se pueden mencionar alimento
animal, biocombustibles, enzimas, polimeros, fibras, empaques y nutracéuticos (Girotto et

al., 2015).

Asimismo, estos subproductos pueden contener compuestos bioactivos como polifenoles,
carotenoides, fibra, vitaminas, minerales, enzimas, entre otros. Parte de estos residuos poseen
un contenido importante de compuestos fenolicos con diversas aplicaciones en la industria
alimenticia, farmacéutica y cosmética, a causa de sus propiedades antioxidantes y

antimicrobianas (Ravindran y Jaiswal, 2016).

Ahora bien, en la industrializacion del platano verde, cerca del 35 a 40 % del peso del fruto
son cascaras (Melo et al., 2015). Segun datos del Instituto Nacional de Estadistica y Censos
de Costa Rica (INEC, 2018), la produccion de platanos en Costa Rica representd alrededor
de 95 mil toneladas, lo que representa un alto porcentaje de desechos, donde uno de los pocos

usos que se les da es para alimentacion animal.



3.2. Generalidades del platano

Los bananos y platanos son plantas monocotiledoneas, originadas del cruce entre Musa
acuminata (genoma A) y Musa balbisiana (genoma B) que pertenecen a la familia Musaceae.
Estas especies diploides provienen, por tanto, de los genomas A y B, respectivamente. En
orden de importancia econdémica, existen plantas triploides (AAA, AAB y ABB), diploides
(AA y AB) y tetraploides (AAAA, AAAB y AABB). Los principales cultivares comerciales
son triploides, altamente estériles y propagados asexualmente. Ademads, los bananos y
platanos representan el principal alimento de al menos 400 millones de personas (Nadal et

al., 2009).

Anualmente, en el mundo, se producen 85,5 millones de toneladas de platanos y bananos, y
alrededor del 10 % se exporta para consumirse como postre. De las denominaciones
anteriores, el grupo genético AAA corresponde a bananos (por ejemplo: Cavendish y Gros
Michel), el AAB es el platano como tal (ejemplo: Curraré y Dominico) y el grupo ABB son

guineos (Cuadrado y Pelipita), los cuales se muestran en la Figura 1.

Figura 1. Aspecto fisico segun cruces de genes para las principales muséaceas

comerciales. (Tomado de: https://images.app.goo.gl/LxsL.5fAfpp6Hm74UA)




Dentro de los fenotipos de platano (AAB) mas importantes en el mundo, se encuentran:
Mysore, Pisang Raja, Silk, Pomme (Manzana), French Plantain (Dominico), Nendran False
Horn Plantain (Curraré¢), Horn Plantain, Three Hand Planty, Pisang Nangka, Pisang Kelat,
Laknao, Tholena.

A su vez, Calberto ef al. (2015) menciona que la produccion mundial de platano super6 los
19 millones de toneladas en el 2011, donde la region de mayor contribucion es al este y centro
de Africa, seguido de los paises de América del Sur. En 2011, la produccién de América

Central represent6 un 4 % de la produccion mundial.

3.2.1 Produccion en Costa Rica

Segun datos del INEC (2018) la produccion de Costa Rica represent6 alrededor de 95 mil toneladas.
Del platano para consumo humano se aprovecha solamente la pulpa junto con sus semillas, que
representa alrededor de un 70 % del peso del fruto el cual es utilizado, tanto verde como maduro, para
la produccion de harinas, productos fritos, hervidos, horneados, purés y productos congelados
(Adeniji et al., 2010%). De acuerdo con el Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG) (2008), en

Costa Rica, las principales variedades de platano que se cultivan son el Curraré y el Dominico.

Por otra parte, segiin un informe del Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG, 2008) y
una investigacion de Rodriguez (2012), en nuestro pais se procesa platano verde para la
elaboracion de snacks fritos y productos congelados en industrias como: Caminos del Sol,
La Guaria, Tosty, Pozuelo Pro, Alimentos Zuiiga, Soldanza, Kitty, Don Mariano, CR
Campesinos, Green Pack, Tubérculos de CR, Costa Frozen, Industrias Smith, entre otros. Un
panorama del platano verde utilizado en la industria se ilustra en la Figura 2. Cabe destacar
que el resto de las industrias son pequefias empresas procesadoras distribuidas por todo el
pais, las cuales se encuentran poco censadas, pero que representan parte importante del

consumo de platano interno del pais.



Figura 2. Patio de descarga de platano verde en una industria procesadora para fritura.
Fuente: elaboracion propia.

En el pais, el platano se encuentra dentro de los principales cultivos permanentes después de
la pifia, el banano, cafia de aztlicar, la palma aceitera, el café y la naranja. En la Figura 3, se
observan los principales cultivos del pais para el afio 2014, donde destaca, en sétimo lugar,

el platano, seglin el area de extension sembrada.

Figura 3. Total, de fincas con los principales cultivos permanentes
por extension en hectareas y cantidad de plantas. INEC (2014).



Segun el INEC (2017), para el afio 2017 se contaba con una extension sembrada de mas de
12 000 hectareas (una disminucion importante con respecto al 2014) cosechando dos tercios
de esta area, que se refleja en una produccion alrededor de 95 000 toneladas métricas. En la
figura 4, se observa que el principal destino la venta a la industria. Ademas, cabe destacar
que poco a poco el pais ha pasado de producir y vender muséceas a granel para optarse por
la industrializaciéon y exportacion de productos procesados como snacks, prefritos,

congelados, pures, entre otros.

Figura 4. Distribucion porcentual de la produccion de platano segun

su destino. INEC (2017).

En Costa Rica se consumen de forma directa més 40 mil toneladas de platano y la industria
procesa cerca de 52 mil toneladas, destinadas tanto para el mercado nacional como para el
internacional. Por otro lado, de la produccion nacional, inicamente se exporta un 5% de
platano fresco. Segun Vallejo (2018) en un informe para el PITTA musaceas (Programa de
Investigacion y Transferencia Tecnologica Agropecuaria en Musaceas) se evidencia un
cambio importante que ha tenido esta actividad en el pais, que ha pasado del autoconsumo a

abastecer la agroindustria nacional, con una baja en la exportacion de producto fresco.
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3.2.2 Subproductos del procesamiento de platano

En el procesamiento del platano para industria alimenticia, se aprovecha principalmente la
pulpa, para elaborar distintos productos como frituras, purés, harinas, entre otros, y se
descarta el pedunculo y la céascara (pericarpio), como se observa en la Figura 5, la cual

representa entre un 30% a un 45% del peso total del fruto segiin la madurez de este.

Figura S. Estructura del platano. ANIDO et al. (1997).

Dicho esto, en Costa Rica, actualmente, la cascara tiene dos fines: se desecha como tal o se
aprovecha como alimento animal; sin embargo, se han estudiado, en otros paises, opciones
para su aprovechamiento en la obtencion de almidén, pectina, celulosa, colorantes,
componentes nutracéuticos, fibras para otras industrias, fuente de biocombustible, sustrato

de cultivo de hongo, o su aprovechamiento como fertilizante (Padam et al., 2014).

3.2.3 Cascara de platano
3.2.3.1 Composicion

La composicion quimica de la cascara de platano depende de su estado de madurez, la
variedad y la zona de cultivo, entre otros. Emaga et al. (2007) sefialan que para platanos con
madurez grado 1 (verde, sin pintas negras y amarillas) el contenido de proteina cruda se
encuentra entre 8 y 10 g/100g; la grasa cruda entre 4 a 6 g/100g, donde se destacan acidos
grasos poliinsaturados, palmitico, linoleico y linolénico; las cenizas entre 8§ y 10 g, con

presencia de minerales como K, Ca, P, Mg, Na, Fe, Cu, Zn y Mn; almidon cerca de 35 g,
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monosacaridos menores al 1 g/100g, que aumentan con la madurez y un contenido de fibra
que supera el 30 %. Cabe destacar que la mayor parte de la fibra se encuentra en el epicarpio,
mientras que la concentracion de almidones se halla en el area cercana al mesocarpio. Dichos

datos coinciden con los obtenidos por Agama et al. (2015), como se muestra en el Cuadro I.

Cuadro I. Composicion quimica de la cascara de platano madurez 1 deshidratada.

Parametro Contenido (g/100 g bs')
Humedad 5,8
Lipidos 5,0
Proteina 10,3
Cenizas 12,7
Almidon 39,3
Fibra 37,6

base seca

Por otro lado, los compuestos bioactivos son compuestos quimicos presentes en pequeias
cantidades en las plantas, de los cuales se ha demostrado que tienen un efecto beneficioso en
la salud, puesto que son consumidos regularmente (Rahman, 2018). Al caracterizar la cascara
de platano, se han encontrado dentro de estos compuestos bioactivos: fibra dietética
(principalmente insoluble), pectinas, compuestos fendlicos solubles y minerales como K, Ca,

P, Mg, Na, Fe, Cu, Zn y Mn (Emaga et al., 2007).

En estudios previos realizados por Lim, Lim y Tee (2007), se menciona que, en comparacion
con otras frutas, la cascara de platano contiene una cantidad importante de compuestos
fenolicos, que se han vinculado con beneficios a la salud como prevencion de enfermedades
cardiovasculares, cancer, diabetes y obesidad; ademas de su funcion antioxidante en lipidos
y antimicrobiana. En varios trabajos se menciona que las cascaras de platano son una fuente
importante de polifenoles, donde destacan como sus principales componentes los flavonoides
y flavonoles (Nguyen et al., 2003; Davey et al., 2006; Baskar et al., 2011; Fatemeh et al.,
2012).
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3.2.3.2 Enzimas en la cascara de platano

Segtin Escalante et al. (2017), la céscara de platano contiene una cantidad importante de
enzimas del tipo oxidorreductasas, entre las que se pueden mencionar: polifenoloxidasa

(PFO), fenilalanilamoniliasa (PAL) y peroxidasa (POD).

Histologicamente, la PFO se localiza en los cloroplastos, en tanto que los compuestos
fenolicos son sintetizados en el citoplasma para diferentes funciones en las células de las
plantas, y son almacenados en vacuolas. De esta manera, si la membrana plasmatica es
danada, ambos compuestos se ponen en contacto, reaccionan y dan origen a diversos
productos, los cuales se aprecian por el pardeamiento de los tejidos. Ademads, la PFO cataliza
la hidroxilacion de los grupos monofenol a o-difenol, que se oxidan luego a o-quinonas, estas,

a su vez, se polimerizan para formar pigmentos marrones (Morante et al., 2013).

De igual forma, se han reportado altas concentraciones de PFO, tanto en la cascara de platano
(210-720 mg/g peso fresco) como en su pulpa (8—48 mg/g peso fresco) (Wuyts, Waele y
Swennen, 2006). Segin Chong et al., (2011), la PFO proveniente de la cascara del platano
posee una actividad méxima a un pH de 6,5 y se inactiva a pH menores de 3 o mayores de 8
por la pérdida del i6n Cu?’, dado que la estructura de la PFO se compone de dos atomos de
cobre estrechamente unidos por una cadena polipeptidica en su sitio activo. Cada atomo de
Cu?" esta fuertemente ligado a tres residuos de histidina. Notese en la Figura 6 como el ion
cobre es parte importante del sitio activo de la enzima y permite que se lleve a cabo la

reaccion con los polifenoles.

‘ Cu(ll)A
7 |

~

Y

Figura 6. Sitio activo de la enzima polifenoloxidasa (Jukanti, 2017).
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Asimismo, la actividad méxima de esta enzima se alcanza a 30 °C y decrece rapidamente a
temperaturas superiores a 40 °C. La PFO puede ser inhibida por diferentes sustancias que
incluyen agentes quelantes (acido citrico), reductores (acido ascorbico), aminoacidos (L-
cisteina) y compuestos de sulfito (metabisulfito de sodio). Los modos de accion de estos
inhibidores varian, y, por lo tanto, el mecanismo especifico puede ser dificil de definir
(Zawistowski, Biliaderis y Eskin, 1991). De igual manera, es importante destacar que en el
caso de algunos acidos organicos como el citrico y el ascérbico, ademas de la funcion

quelante, la inhibicidon enzimatica también se da por un descenso importante en el pH.

En una evaluacion de diferentes agentes inhibidores de la PFO, los resultados demostraron
que la L-cisteina es el inhibidor mas efectivo para el pardeamiento de la cascara y pulpa de
platano, seguida por el 4cido ascorbico y el metabisulfito sodico (Olubunmi, 2013). También,
el acido citrico tiene un efecto inhibitorio satisfactorio (casi 100 %) a una concentracion (0,05
%) (Suttirak ef al., 2010). Se descubrid que el acido citrico es un inhibidor muy potente de la
PFO comparado con otras sustancias, por ejemplo, con el metabisulfito de 1 mM
(Olubumni, 2013). Resultados similares con acido citrico han sido reportados previamente
por Sojo et al. (1998) y Yang et al. (2001). El 4cido citrico inhibe la PFO mediante su unién
al grupo cobre de la enzima, y también porque reduce el pH del medio. En la Figura 7, se
ilustra como es necesario el cobre para la reaccion de pardeamiento. Este compuesto se puede

utilizar de manera factible para prevenir el ennegrecimiento enzimatico de cascara platano.

OH

OH ®)
o OH @)
2Cu* 2Cu?*

Figura 7. Reaccion de pardeamiento enzimatico (Jukanti, 2017).
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3.3 Compuestos fenolicos

Los compuestos fenolicos poseen estructuras con anillos aromaticos, dobles enlaces
conjugados y uno o mas grupos hidroxilo. Dentro de estos compuestos, el término polifenol

se refiere a la union de al menos dos compuestos fendlicos (Galanakis, 2018).

3.3.1 Polifenoles

En la naturaleza, existe una amplia variedad de compuestos que presentan una estructura
molecular caracterizada por la presencia de uno o varios anillos fenolicos. Estos compuestos
podemos denominarlos polifenoles (Quifiones et al., 2012). Son metabolitos secundarios de
las plantas y estan involucrados en los procesos de crecimiento, maduracion, mecanismos de
defensa y proteccion; ademas, son responsables de impartir caracteristicas sensoriales como
sabor y color en los alimentos que los contienen. Se clasifican, segiin el nimero de anillos
fenolicos y los elementos estructurales que los unen, en: acidos fenolicos, cumarinas,

flavonoides, estilbenos, taninos y lignanos como se observa en la Figura 8 (Ignat et al., 2011;

Galanakis, 2018).

Polifencles

| Acidos fenalicos ] | Cumarinas | ! [—'Jar.'o:o[des
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Y L 4  d
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Figura 8. Clasificacion de los polifenoles (Shahidi y Ambigaipalan, 2015).
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De manera natural en los alimentos, los polifenoles cumplen funciones tales como brindar
atributos sensoriales (color y el sabor astringente). Ademas, tienen aplicaciones industriales
en alimentos como agentes antimicrobianos y colorantes, en la produccion de pinturas, papel,
cosméticos y farmacéutica (Ignat et al., 2011). Asimismo, se han usado como preservantes
para controlar el desarrollo de la rancidez, retardar la formacion de productos de oxidacion
toxicos, mantener la calidad nutricional y alargar la vida 1util de los productos (Shahidi y

Ambigaipalan, 2015).

3.3.2 Flavonoides

Como se muestra en la Figura 8, en los compuestos fenolicos existen diferentes clases. Dentro
de estas, la clase predominante son los flavonoides, debido a su importancia en la
alimentacion (Robbins, 2003). Los flavonoides son fenilpropanos ciclados, con la estructura
base C6-C3-C6, que se dan, particularmente, en alimentos vegetales. De hecho, los derivados
de flavonoides varian en su estructura, pero todos tienen el anillo caracteristico C6-C3-C6
(Yao et al., 2004; Shahidi y Ambigaipalan, 2015). De esta manera, se han identificado mas
de 6000 flavonoides, que a su vez se dividen en flavonas, flavonoles, isoflavonas, flavanonas,
flavanonoles, flavanoles y antocianidinas, entre otros, como se observa en la figura ya

mencionada.

Ahora bien, su estructura consiste en dos anillos aromaticos (A y B) unidos por un puente de
3 carbonos en forma de un anillo heterociclico ©, generalmente con presencia de un atomo
de oxigeno. Las variaciones en este Ultimo anillo determinan las diferentes clasificaciones de
los flavonoides (Corradini et al., 2011; Ignat et al, 2011). La representacion base de los
flavonoides se ilustra en la Figura 9. Por otra parte, estos compuestos cumplen funciones
como agentes en la absorcion de radicales libres y luz ultravioleta (UV), en la atraccion de
simbiontes benéficos y polinizadores, para repeler insectos y ciertos microorganismos, y por
su actividad insecticida, nematicida, larvicida, antifingica (Harborne, 2000; Yao et al., 2004;

Munhoz et al., 2014).
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Figura 9. Estructura base de los flavonoides (Ignat ef al., 2011).

Los flavonoides pueden existir en forma de aglicona o como sus conjugados glicosidicos. La
glicosilacion los hace compuestos menos reactivos, pero mas polares y solubles en agua. En
los flavonoides O-glicosidicos, uno o mas grupos hidroxilo de la aglicona se unen a un azticar
mediante un enlace O-C. La glucosa y galactosa son los azlcares que estan

comunmente presentes (Corradini et al., 2011; Shahidi y Ambigaipalan, 2015).

Los taninos hidrolizables, como los galotaninos o elagitaninos, provienen de la esterificacion
de compuestos polifendlicos no flavonoides, como el acido gélico o elagico y una glucosa,
respectivamente. Por su parte, los taninos condensados o proantocianidinas, provienen de la

polimerizacion de flavonoides, como las catequinas o flavan-3-oles. (Vazquez et al., 2012).

3.3.3 Polifenoles, flavonoides y compuestos especificos en la cascara de platano

La cascara de platano es una rica fuente de compuestos fenolicos, con un contenido total que
varia de 4,95 a 47 mg equivalentes de 4cido galico/g de materia seca (mg EAG/g de ms)
(Gonzélez-Montelongo y Lobo Gonzalez, 2010; Herndndez et al, 2016). Este nivel es

1,5-3,0 veces mayor que el registrado en la pulpa (Sulaiman et al., 2011).

De hecho, mas de 40 compuestos han sido identificados a partir de la cascara de platano.
Estos se pueden clasificar en acidos hidroxicindmicos, flavonoles, flavanoles. (Gomes et al.,
2014; Passo Tsamo et al., 2*15a), y destacan especialmente los conjugados con hexosas y
glucosidos (Gomes et al., 2014; Waghmare y Kurhade, 2014; Passo Tsamo et al., 2*15a).
Entre los principales flavonoides presentes en la cascara de platano sobresalen, por orden de
cantidad: rutina, catequina, epicatequina, galocatequina, quercetina, kaempferol,

isoharmetina, miricetina, laricitrina, soringetina.
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Por su parte, los flavanoles son el grupo mas grande de compuestos presentes en la cascara
de platano. Los polimeros (cadenas de flavonoles de mas de 4 unidades, también conocidos
como proantocianidinas o taninos condensados), se encuentran alrededor de 3952 mg/kg,
como equivalentes de catequina, seguidos de dimeros, que representan alrededor de 26 mg/kg

como equivalentes de catequina (Gomes et al., 2014).

En comparacion con otras cascaras de fruta como aguacate, pifia, papaya, maracuyad, sandia
y meldn, la cascara de platano ocupa el segundo lugar en términos de contenido fenolico. En
efecto, la cascara de platano, también, posee una mayor actividad de eliminacion de radicales
y una capacidad reductora en contraposicion con otras cascaras de fruta (Morais et al., 2015).
Ademas, algunos estudios identifican una fuerte correlacion entre el nivel de contenido
fendlico y capacidad de absorbancia de radicales de oxigeno, eliminacion de radicales libres

y posibilidad de reduccion férrica (Babbar et al., 2011; Vu et al., 2016).

Por otro lado, Agama et al. (2015) muestra datos importantes de los compuestos fenolicos

presentes en la cascara del platano verde, los cuales se resumen en el Cuadro I1.

Cuadro I1. Datos de compuestos fendlicos en la cascara del platano verde

Polifenoles (mg EAG'/g) (umol Trolox eq/g bs?)

Extraibles 7,71 £ 0,20 84,73 £ 0,82
Taninos condensados 30,98 £1,01 67,64 +0,43
Taninos hidrolizables 20,06 = 1,21 49,65 + 0,05

!'equivalentes de 4cido galico. 2 base seca

Fuente: Agama et al. (2015)

3.3.4 Efecto de flavonoides en la salud

Los flavonoides se han asociado con la reduccion del estrés oxidativo, reduccion oxidacion
del colesterol LDL y de la agregacion de plaquetas, vasodilatacion de los globulos
sanguineos, inhibicion de la adherencia de los monocitos al endotelio vascular, promocién
de la fibrindlisis, accion inmunosupresora y antiinflamatoria e inhibicion del proceso tumoral

en diferentes fases (Shahidi y Ambigaipalan, 2015).
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Ademés, en otros estudios, se les ha reconocido actividad antitrombdtica, antiviral y anti
carcinogénica. También se ha mostrado que los flavonoides permiten mantener la salud del
sistema digestivo, dada su capacidad antisecretora y antidiarreica, restaura el microbiota
intestinal y previene colitis por la actividad antibacterial (Corradini ez al., 2011). No obstante,

la informacion es escasa y poco concluyente, por lo que es necesaria mas investigacion.

3.3.5 Capacidad antioxidante

Un desequilibrio en el organismo provoca la apariciéon del estrés oxidativo, el cual es
generado por el desbalance entre especies reactivas al oxigeno y la capacidad del sistema
bioldgico de reparar el dafio provocado a los componentes de las células. Si los radicales no
son estabilizados, causan una serie de reacciones en diversas moléculas, lo que genera
alteraciones en el metabolismo. Entre las moléculas radicales oxidativas (radicales libres), se
encuentran el peroxido de hidrogeno, el oxigeno y aquellas que presentan grupos hidroxilo y
superoxido (Apak et al., 2011). Los antioxidantes son compuestos que pueden retrasar o
impedir la oxidacion de moléculas, visto que inhiben la iniciaciébn o propagacion de

reacciones oxidativas (Wang, 2006)

Los polifenoles se consideran compuestos antioxidantes dado que estabilizan radicales libres,
debido a su estructura molecular y mediante resonancia como se ilustra en la Figura 10. Por
ello, en los tultimos afios su estudio ha aumentado vertiginosamente por parte de
investigadores y los consumidores han visto la importancia de incluirlos en su alimentacion,
a causa de las propiedades preventivas de enfermedades asociadas al estrés oxidativo como

el cancer, enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas (Galanakis, 2018).

o o o o
(HsC)5C. C(CHals (H5C)sC C(CHg)g (H3C)aC C(CH3)s (HsC)aC CHp(CH3)s
CHy CH, CHg CHy

Figura 10. Mecanismo de estabilizacion de radicales libres por resonancia en los
polifenoles (Galanakis, 2018).
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Asimismo, los antioxidantes se pueden clasificar, segin su mecanismo de accidon, como
primarios o secundarios. En el caso de los primarios, rompen las cadenas de reacciones
oxidativas al inhibir la iniciacion o propagacion del radical libre; en tanto que los secundarios

previenen la oxidacion, retardando la reaccion donde se forman los radicales libres (Apak et

al., 2011).

Particularmente, los flavonoides actian como agentes reductores, donadores de oxigeno y
quelantes del oxigeno libre, superdxido y de metales, lo que les confiere un alto potencial

redox (Ignat et al., 2011).

Para analizar la capacidad antioxidante de una sustancia, existen diferentes métodos de
analisis como TRAP (Total Reactive Antioxidant Potencial), ABTS (2,2'-azinobis 3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)), DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl-hydrate),
FRAP (Ferrum Reactive Antioxidant Potential) y ORAC (Oxygen Radical Absorbance
Capacity), por sus siglas en inglés, los cuales se basan en la medicioén de la capacidad de
estabilizar radicales libres especificos. Estos ensayos se suelen combinar para obtener
informacion mas especifica de la muestra (Martinez ef al., 2012). Un resumen de lo anterior,

se muestra en el Cuadro III.

Cuadro III. Ensayos para evaluar actividad antioxidante en alimentos

Transferencia de hidrégeno Transferencia de electrones
Caracteristica
TRAP ORAC DPPH ABTS FRAP
. AAPH o
. ESP ece (radicales AAPH/ H,0, Radical DPPH Ferrilmiogio,
iniciadora . CuSO4 HzOz, KzSzOg
peroxilo)
Inhibicion de
Medida Ox1gego caida de . Descenso DPPH | Descenso ABTS Reduccion de
conusmido fluorescencia TPTZ
PE/FL
Técnica Elect}rodo Fluorimetria Espectrofotometria
de oxigeno
Longitud
Cuantificacién | fasede | 125300mYS65 | ypssisum | ABS414nm | ABS393nm
nm técnica AUC Sulfato férrico
retraso
Equivalente | Equivalenes de Disminucion de | Equivalenes de .
Resultados de Trolox Trolox EC 50 al 50% Trolox mol hierro/L

Fuente: Fernandez et al. (2006)
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3.3.6 Métodos de analisis de flavonoides

Historicamente, los flavonoides se han reportado dentro del contenido de los polifenoles
totales (PFT). Los PFT se pueden determinar por espectrofotometria ultravioleta visible (UV-
Vis), después de la reaccion de la muestra, con el reactivo Folin-Ciocalteu (Corradini et
al., 2011). Este método tiene como ventajas: ser simple, de bajo costo y dar resultados
confiables. Sin embargo, no brinda informacién cuantitativa de los componentes individuales
y es poco especifico, ya que no distingue entre los tipos especificos de compuestos
(flavonoides, acidos fenolicos, estilbenos, taninos y lignanos) presentes en las muestras

(Ignat et al., 2011).

Para obtener el espectro en la region ultravioleta de los flavonoides, sin la interferencia de
otros compuestos fenodlicos, se utiliza la cuantificacion espectrofotométrica con sales de
aluminio (AI(NOs3)s3, AICIl3). La determinacion se realiza después de que se forma un
complejo entre los flavonoides y el Al™. Este método permite una estimacion mas

especifica de los flavonoides, dado el complejo rojo que se forma (Ramos et al., 2017).

Con este método, se pueden detectar flavonoles, flavanonas y, principalmente, flavanoles.
Para ello, la reaccion utiliza nitrito de sodio e hidroxido de sodio para brindar las condiciones
de formacion de complejo con el ion aluminio, al que se le mide la absorbancia a una longitud
de onda de 510 nm. Ademés, la funcion de las sales de aluminio es ceder el ion (Al*?) para
la formacion del complejo responsable de la coloracion rojiza en medio basico. El ion
aluminio puede quelarse con el grupo o-hidroxilo (Figura 11), el cual produce una banda

maxima de absorcion a 510 nm (Ho et al., 2012).

Figura 11. Formacion del complejo cromogénico por interaccion del ion aluminio con el

flavonoide catequina (Ho et al., 2012).
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Los estandares mas utilizados en esta determinacion son la catequina, la epicatequina o la
rutina, en los que los resultados se expresan como g o mg del compuesto estandar por unidad
de muestra seca. La principal limitacion de este método es que el resultado no corresponde a
un Unico flavonoide y se debe de reportar como un equivalente de flavonoide conocido de
peso y naturaleza conocida, es decir un patron Este procedimiento, también, ha sido usado
en demasia en estudios previos de cuantificacion de flavonoides en muséceas, por ser barato
y facil de implementar. Es importante mencionar que se pueden incluir variaciones, como el
uso de nitrato de aluminio en lugar de cloruro de aluminio, debido a la reactividad e
inestabilidad de este en agua, lo cual ocasiona interferencias, mientras que el nitrato es

facilmente soluble en agua y es estable en el tiempo (Magalhaes et al. 2011; Ho et al., 2012).

A su vez, para la cuantificacion de flavonoides especificos, se utiliza la separacion por
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC por sus siglas en inglés) con deteccion UV
o por espectrometria de masas (Corradini et al., 2011), electroforesis capilar, cromatografia
de fluido supercritico, espectrofotometria de masas y cromatografia de gases (Ignat et al.,

2011; Galanakis et al., 2018).

3.4. Extraccion de compuestos bioactivos de matrices vegetales

Los compuestos bioactivos se encuentran en los tejidos vegetales en bajas cantidades, lo que
requiere de procesos de extraccion laboriosos. La extraccion se puede definir como una
operacion en la cual se separan compuestos de interés de una matriz, mediante el uso de
solventes, con los cuales presenta afinidad. Es mas, para obtener un sustrato extraible, a partir
de matrices vegetales, se utilizan operaciones basicas de preparacion como: lavado, secado,
molienda, filtracion, centrifugacion, hidrélisis y digestion, dependiendo de la materia prima.
Esta de mas decir que el manejo adecuado, durante estas etapas, es fundamental, para evitar
pérdidas de los componentes de interés, asi como para ir adecuando la muestra a su analisis,

sin inducir interferencias importantes (Altemimi et al.,2017).

Mas especificamente, en la preparacion de un sustrato a partir de cascara de platano verde,
se han utilizado diferentes tratamientos, entre ellos el mas utilizado, para la preservacion de

polifenoles, es la liofilizacion; sin embargo, este método tiene implicaciones importantes,
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puesto que es poco rentable a nivel industrial. En otras investigaciones, se ha utilizado la
inmersion en diferentes disoluciones (la utilizacion de agentes quimicos para prevenir la
oxidacion, como agentes quelantes, reguladores de acidez, antioxidantes, entre otros), por

tanto, se debe considerar las posibles repercusiones y costos econdmicos.

Posterior a la preparacion de la muestra, se realiza la extraccion solido-liquido, donde se
produce un fenémeno de transferencia de masa de los compuestos de interés, desde la matriz

solida hacia el solvente (Renard, 2018).

Dadas estas limitaciones de los métodos convencionales y a la naturaleza termolabil de los
compuestos fenolicos, su extraccion, mediante un método eficiente y rapido, sigue siendo un
problema que se debe resolver. Las investigaciones mas recientes han optado por alternativas
“verdes” y efectivas en cuanto a reducir la cantidad de solvente, el tiempo y el consumo
energético. En este sentido, la implementacion de una tecnologia verde a nivel industrial
consiste en realizar operaciones con el menor consumo de energia, asi mismo, la menor

cantidad de disolvente y utilizar solventes que tengan bajo impacto ambiental (Azmir et al.,

2013).

3.4.1 Efecto de las variables de extraccion

El proceso de extraccion de flavonoides varia de acuerdo con la complejidad de la matriz en
la que se encuentre, por lo que, para cada sustrato en particular, lo mas apropiado es analizar
los diferentes factores que influyen. Las matrices so6lidas se suelen someter a operaciones de
limpieza, tratamientos térmicos suaves para la inactivacién enzimatica, secado con aire
caliente o por liofilizacion, molienda, homogeneizacion e inmersion en la solucion de
extraccion. En cuanto a la extraccidon propiamente, las extracciones solido-liquido son las
mas comunes para compuestos fendlicos, gracias a su facilidad, eficiencia y amplio rango de
aplicacion. Ademas, los alcoholes, agua, acetona, éter dietilico, acetato de etilo o mezcla de
ellos son solventes utilizados como medio de extraccion. Mientras que factores como el pH,
la temperatura, la relacion solvente sustrato (Rs), numero de etapas y tiempo de
procesamiento se consideran entre las variables mas importantes de extraccion (Chéavez-

Gonzaélez et al., 2020).
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3.4.2.1 Tipo de solvente

Para la escogencia del tipo de solvente, se deben considerar factores como la selectividad y
solubilidad de los compuestos a extraer, ademas del costo y seguridad. Se busca seleccionar
un solvente con una polaridad cercana a la del soluto o compuesto a extraer. Generalmente,
la extraccion de flavonoides se realiza con solventes polares como alcoholes, acetona o agua.
Cabe destacar que, contrario a los disolventes orgéanicos, el agua es estimada como un
disolvente amigable y de bajo costo, por lo que es importante tomarla en cuenta al momento
de extraccion de flavonoides (Someya et al., 2002; Sulaiman et al., 2011; Vu et al., 2018).
En su estudio, Fidriany et al. (2018) probaron el uso de hexano, acetato de etilo y etanol
como solventes de extraccion de flavonoides en céscaras de banano, obteniendo el mayor
rendimiento con etanol. Por otro lado, diferentes concentraciones de acetona, etanol, hexano,
metanol y agua fueron utilizadas por Yee et al. (2016), para extraccion de polifenoles en
banano y subproductos de estos, lo que demostrd una mejor efectividad con el uso de una

mezcla etanol-agua.

3.4.2.2 Relacion solvente sustrato (Rss)

La eficiencia de la extraccion depende, principalmente, de la relacion solvente sustrato (Rss)
porque el disolvente extrae los compuestos de interés hasta que este se satura (Bochi ef al.,
2014). Asimismo, el volumen de disolvente tiene que ser suficiente para que todo el sustrato
quede inmerso durante el proceso de extraccion. Mientras los valores de Rss oscilan entre
10:1 a 20:1 (Watson, 2019). En realidad, encontrar el valor éptimo es importante por las
implicaciones econdmicas y ambientales que tienen como: los costos de produccion, energia

de recuperacion del disolvente, equipo necesario, entre otros.

3.4.2.3 Temperatura

La temperatura del medio provoca cambios en la permeabilidad de las paredes celulares, en
la solubilidad de los compuestos fenolicos y en la velocidad de transferencia de masa, a través
de la matriz vegetal hacia el solvente de extraccion. Generalmente, un aumento de la

temperatura en el rango de 20 a 80 °C aumenta el rendimiento de extraccion de
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polifenoles (Watson, 2019). Empero, las temperaturas altas pueden ocasionar pérdidas del
solvente (segin su punto de ebullicion), destruccion de compuestos termolabiles, generacion

de impurezas, asi como de un mayor requerimiento energético (Zhang et al., 2018).

3.4.2.4 Concentracion de acido

La acidez del medio influye en la extraccion de componentes porque afecta la solubilidad de
diversas sustancias y la protonacion o desprotonacion del disolvente. Los grupos —OH,
presentes en los polifenoles, les brindan un caracter polar por lo que son solubles en solventes
polares o parcialmente polares (Soto, 2017). Del mismo modo, el potencial de hidrogeno
(pH), del medio, influye en la extraccion, debido a que algunos compuestos fendlicos se
encuentran asociados a otras moléculas, como aztcares. En soluciones ligeramente alcalinas
o acidificadas, se pueden romper estos enlaces (hidrélisis) y liberar los polifenoles (Watson,

2019). No obstante, la variacion en el pH puede degradar los compuestos de interés.
3.5. Disefio de experimentos

El disefio de experimentos fue aplicado por primera vez en los afos veinte del siglo pasado
en el campo de la agricultura. Desde entonces, las investigaciones han contribuido al
desarrollo y aplicacion de esta técnica en diferentes campos. Los experimentos consisten en
una serie de corridas o pruebas de un proceso, en las que se realizan cambios intencionales
en las variables de entrada y se recolectan datos de los resultados obtenidos o variables
respuesta. Asimismo, el disefio de experimentos (DOE) se utiliza para identificar las
condiciones del proceso y los componentes del producto que afectan, con el fin de, luego,
determinar la configuracion de factores que optimizan los resultados. De esta manera, se
pueden ejecutar diversas variables al mismo tiempo, sin incurrir en exceso de analisis (Ilzarbe

et al.,2007). Dentro de los modelos de DOE mas utilizados, se encuentran los siguientes:

° Completamente aleatorizado

) Disefio aleatorizado por bloques
° Factoriales completas

° Factoriales fraccionadas

) Plackett-Burman
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° Superficie de respuesta (disefio central compuesto, Box-Behnken)

° Disefios de tres niveles
° Mezclas
° Disefio de Taguchi.

3.5.1 Disefio experimental de mezclas

Este tipo de disefio se puede definir como aquel donde los factores independientes son una
fraccion de un todo, por lo que su suma da 1 o 100 %. Se asume que la respuesta depende
solamente de las proporciones relativas de los componentes de la mezcla y no de la cantidad

de mezcla (NIST, 2012).

Los disefios experimentales de mezclas mas usados son los siguientes: red simple (simplex
lattice), centrado simple (simplex centroid), vértices extremos (extreme vertex) y el disefio
mixto (NIST, 2012). Por su parte, el disefio centrado simple cuenta con puntos medios
laterales que representan una mezcla de dos componentes y un punto central, con una mezcla
de proporciones iguales en cada componente (Montgomery, 2013), como se muestra en la

Figura 12:

Figura 12. Region experimental de un disefio simplex centroide, utilizado
para la optimizacion de los solventes de una extraccion (Tomado de
https://www.statease.com/docs/v1 1/tutorials/mixture-designs/)

El propdsito es modelar un plano geométrico, mediante una ecuacién matematica, de tal
forma que se pueda relacionar y predecir la respuesta de cualquier combinacion de los
componentes de la mezcla, o medir la influencia de cada componente individual en la variable

respuesta (NIST, 2012).
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Por consiguiente, para determinar el efecto de los componentes de la mezcla sobre la
respuesta, es necesario ajustar los resultados a un modelo algebraico, el cual puede ser de
primer, segundo o tercer orden. Los parametros del modelo se estiman mediante el método
de minimos cuadrados y se selecciona el modelo en funcién de los pardmetros estadisticos.

A continuacion, se presenta la ecuacion base de los diferentes modelos (Montgomery, 2013).

Primer Grado (Lineal) Y =XBix; [1]
Segundo grado (Cuadratica) Y =Y Bix;i + XXi<iBijxi xj [2]

Tercer grado (Cubico especial) Y =) B;x; + Yhi<iBijxi xj + Xy Vici<kBijiXi XjXy [3]
En las ecuaciones 1 a 3, el valor Y es la respuesta esperada, x; los componentes de la mezcla.

Los parametros B; B y Bijk son los coeficientes para los términos lineal, cuadratico y
cubico de la ecuacion de regresion; al término Y. B;x; se le llama porcion de mezcla lineal y
estima el efecto de los componentes individuales, en tanto que el término }3;<;iB;iX; X;
evalla el efecto de interaccion de dos componentes, la cual puede ser sinérgica o antagonica,
y laexpresion Y33« i<kBijiXi X;j X representa la interaccion cubica de los tres componentes

(Montgomery, 2013; Gonzalez, sf).

3.5.2 Diseiio central compuesto (DCC)

El DCC se utiliza para determinar los coeficientes de un polinomio de segundo orden
[ecuacion 4] y presenta la ventaja de reducir el nimero de experimentos en estudios de varias

variables (Montgomery, 2013), lo cual se traduce en el uso de menos recursos y tiempo.
y=PBo+XBixi+ Y Buxi + XX Byxixj+ £ [4]

El valor Y es la respuesta esperada, x; los componentes de la mezcla y los parametros
representan la respuesta esperada de una mezcla pura y los demas componentes igual a cero,
donde las variables 1, j, k reflejan el grado del término. También, puede representar una

muestra sinérgica o antagonica de la interaccion de distintos factores (Montgomery, 2013).
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Un DCC es un arreglo factorial con puntos centrales aumentados, con un grupo de puntos
axiales que permiten estimar una curvatura del modelo, de modo tal que esta formado por
puntos centrales, factoriales y axiales. La distancia, desde el centro del espacio experimental
hasta los puntos factoriales, es de = 1 unidades, para cada factor, y la distancia hasta los
puntos axiales es a. El valor de o y del niimero de puntos centrales depende de las propiedades
deseadas para el disefio. La cantidad de puntos axiales siempre es del doble de la cantidad de
factores del disefio. Para mantener la rotabilidad, el valor de a depende del nimero de factores
del disefio [ecuacion 5]y de si el disefio consta de bloques (NIST, 2012; Montgomery, 2013;
Melo et al., 2015).

1
a=[2k [5]
Donde,
k: numero de factores o variables independientes

El numero de experimentos estd dado por la ecuacion 6, a partir de la cual se obtienen 20
experimentos para 3 factores, con el proposito de que sea de precision uniforme y rotable.
Todos los factores se estudian en 5 niveles: -a, -1, 0, +1, +a (Bezerra et al., 2008; Melo et

al., 2015). Una representacion grafica de este modelo se observa en la Figura 13:

N =k*+ 2k +c, [6]

Figura 13. Esquema del disefio central compuesto para tres factores.
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De igual forma, se emplean funciones matematicas para describir el sistema en estudio y, asi,
modelar el fendmeno para su optimizacion. Ahora, para evaluar si el modelo se ajusta a los
datos y describir el fendmeno, se aplica el andlisis de varianza (ANDEVA), en el cual el
modelo se ajusta bien a los datos experimentales si presentan una probabilidad y regresion
significativas, y una falta de ajuste no significativa (Bezerra ef al., 2008). La regresion se
considera significativa si el coeficiente de determinacién (R?) y el coeficiente de
determinacion ajustado (R%jq) son mayores a 0,8 y si presenta una distribucién de residuos

aleatoria (Montgomery, 2013).

Para la validacion del modelo se realizan corridas experimentales, en donde la variable de
respuesta obtenida debe de encontrarse dentro del intervalo de confianza del valor 6ptimo del
modelo. Ademads, en los modelos cuadraticos, se pueden obtener puntos criticos, maximos y

minimos, asi como su ecuacion y modelo geométrico (Bezerra et al., 2008)

3.5.3 Metodologia de superficie de respuesta (MSR)

En la actualidad existen métodos para observar interacciones entre diferentes variables
mediante una forma grafica. Un ejemplo de estos es la metodologia de superficie de respuesta
(MSR). Por ello, la aplicaciéon de una MSR en un disefio experimental se utiliza para
visualizar la extraccion de compuestos y de muchos otros casos experimentales que
involucran tres o mas variables (Mandal et al., 2015; Araujo et al., 2016; Vu et al., 2016;

Ghasemzadeh et al, 2018; Santos et al., 2018;).

La MSR se desarrolld para la visualizacion de varios procesos de extraccion, incluidas las
variables de extracciéon como la polaridad del disolvente, el tiempo de extraccion y la
temperatura. Los diversos parametros y sus interacciones se pueden evaluar de manera
eficiente con analisis de datos y tecnologia (Karacabey y Mazza, 2010; Sinha et al., 2012;
Tabaraki et al., 2012; Gomez et al., 2015). Una ilustracion de la metodologia de superficie

de respuesta se muestra en la Figura 14.
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RESPUESTA

Figura 14. Ejemplo de una superficie de respuesta.

3.6. Caracterizacion de extractos vegetales

Los extractos que se obtienen de matrices vegetales son una mezcla de diversos compuestos
fenolicos y de sustancias no fenolicas en solucion, tales como azuicares, acidos, sales, ceras,
terpenos y grasas. Particularmente, en la extraccion de flavonoides, es comun que estos se
encuentren en los tejidos vegetales de la forma glucosidica, al ser esta forma mas soluble en
agua. Por otro lado, los flavonoides tienen la capacidad de quelar metales como el hierro y
otros minerales esenciales, asi que, al extraer estos compuestos, existe la posibilidad de que

estos minerales se arrastren, por lo que se debe realizar su caracterizacion.

La identificaciéon de los compuestos presentes en el extracto resulta importante para el
establecimiento de las operaciones o etapas necesarias para su purificacion, segin su
proposito de aplicacion. Por ello, los andlisis del contenido de solidos totales, azucares
simples y cenizas resultan utiles para la caracterizacion del extracto. Los parametros que se
pueden analizar son: PFT, flavonoides, capacidad antioxidante ORAC, analisis proximal del

sustrato y extracto obtenido entre otros (Corradini et al., 2011).
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1 Localizacion

El tratamiento previo de acidificacion se realizd en la empresa Alimentos Zuiiga S.A
(ALZU), localizada en San Diego de Tres Rios, Cartago. de donde se obtuvieron las cascaras.
Asimismo, las operaciones de secado y molienda se realizaron en la planta Piloto del Centro
Nacional de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (CITA). Por su parte, las corridas de
extraccion y analisis se realizaron en los laboratorios de Quimica de la Escuela de Tecnologia
de Alimentos (ETA) y del CITA, ubicados en la sede Rodrigo Facio de la Universidad de
Costa Rica, San Pedro Montes de Oca.

4.2 Caracteristicas de materia prima

Se utilizaron céascaras de platano (Musa sp. AAB) de madurez grado 1 (Figura 15),
provenientes del residuo del procesamiento de platanos fritos de la empresa agroindustriales

Alimentos Zufiga S.A (ALZU), ubicada en San Diego de Tres Rios, Cartago.

Figura 15. Cascaras de platano verde recolectadas en la industria después del pelado.
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4.3 Metodologia

4.3.1. Determinacion analitica del contenido flavonoides

Para la seccion 4.3.1 se utiliza el siguiente procedimiento basado en el método de extraccion
de polifenoles Georgé et al. (2005).: Se pesan aproximadamente 5 gramos de la muestra seca,
molida y tamizada (1,00 mm) (CS) y se le agregan 45 mL del solvente (mezcla acetona-agua
70:30), a temperatura ambiente (22 °C) en un erlenmeyer, que se coloca en una plantilla de
agitacion magnética a 300 rpm por 10 min; este, posteriormente, se coloca en un bafio
ultrasénico por 10 min. Finalizado lo anterior, se coloca, de nuevo, 10 minutos en una
plantilla de agitacion magnética a 300 rpm. Una vez realizado el proceso de extraccion, la
mezcla se filtra en un papel Whatman 41, se coloca en un balon y se procesa en un rotavapor
hasta eliminar la acetona; se filtra, otra vez, con un filtro de 0,45 um en un balén de 25 mL
y se afora con agua destilada. A dicha muestra, se le determina el contenido de flavonoides
en mg EE/g CS (Flavonoides totales en la seccion 4.3.7). El esquema de este procedimiento

se muestra en la Figura 17.
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Disolvente 45 mL
(Acetona-agua)

Sustrato 5g
(cascara seca y molida)

!

EXTRACCION 1
(Agitacion magnética 10 min 300 rpm)

!

EXTRACCION 2
(Bafio ultrasonico 10 min)

!

EXTRACCION 3
(Agitacion magnética 10 min, 300 rpm)

!

FILTRACION
(Filtracion, papel Whatman # 41)

!

CONCENTRACION
(Rotavapor)

!

FILTRACION
(Vacio, papel filtro N°6)

!

Extracto de flavonoides

—  Sedimento

— Solidos

Figura 16. Método de extraccion de flavonoides a partir de cascara de platano.

Para las secciones 4.3.5, 4.3.6 y 4.3.7 se utiliza un método de extraccion descrito

respectivamente en cada una de las secciones y su cuantificacion se basa en lo descrito en el

apartado de flavonoides totales, en la seccion 4.3.7.2.
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4.3.2 Validacion del método de cuantificacion de flavonoides

Para la cuantificacion de flavonoides, en los distintos objetivos, se valido el método que se

describe a continuacion, el cual es una adaptacion del descrito por Baskar ez al. (2011).
Preparacion de la curva patron

Se prepara una disolucion madre de epicatequina con una concentracion de 20 mg/L. A partir
de esta, se construye una curva con 7 puntos con concentraciones que van desde los 4 mg/L
alos 27,5 mg/L. Para esto, se toma la cantidad necesaria de cada una de las diluciones patron,
se agrega 0,3 mL de NaNO2, 5 %, y se deja por 5 min. Posteriormente, se adicionan 0,3 mL
de Al (NO3)3, 10 %y se espera 6 min. Finalmente, se anaden 2 mL de NaOH 1mol/L, aforado
a 10 mL con agua desionizada y se mide la absorbancia a 510 nm, usando un

espectrofotometro UV-VIS (Shimatzu, Japon).
Medicion de las muestras

Tomar una alicuota del extracto (variable segin la concentracion del extracto) y agregar en
un balon de 10 mL, afiadir 0,3 mL de NaNOy, 5 % y esperar 5 min. Posteriormente, adicionar
0,3 mL de Al (NO3)3, 10 % y esperar 6 min. Finalmente, agregar 2 mL de NaOH 1M, aforar
a 10 mL con agua desionizada y medir absorbancia a 510 nm, en el espectrofotometro UV -
VIS. Para el andlisis de los flavonoides de los extractos obtenidos en la investigacion, fue
necesario validar el método empleado. Con este fin, en la determinacion de flavonoides,
mediante el método espectrofotométrico con aluminio descrito anteriormente, se verifico la
linealidad en el ambito de trabajo, se establecieron los limites de deteccion (LD) y de
cuantificacion (LC), asi como la precision en términos de repetibilidad y reproducibilidad, a
través del sistema de minimos cuadrados simples. Los procedimientos de validacion se
basaron en lo descrito por AOAC (2002), Morillas (2016) y Novales (2010), para lo cual se

elaboraron 3 curvas de calibracion en distintos dias.
Linealidad

Las curvas de calibracion relacionan una respuesta analitica con la concentracion de un

determinado analito (Morillas et al., 2016). En este caso, la absorbancia es funcion de la
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concentracion de flavonoides extraidos. Un coeficiente de determinacion mayor a 0,99 entre
la sefial respuesta y la concentracion evidencia un buen ajuste del método (AOAC, 2002).
Para la cuantificacion de los flavonoides, se elaboraron 3 curvas de calibracion con un patron
de (-)-epicatequina, visto que se reporta como uno de los flavonoides presentes en mayor
proporcion en la cascara de platano, junto con la rutina y la catequina (Someya et al., 2002;
Gomes et al., 2014; Waghmare et al.,2014; Morais et al., 2015; Deepak y Singh., 2014).
Ademas, se elaboran 3 curvas con el fin de determinar la linealidad, precision, limite de
deteccion y cuantificacion del método, entre otros aspectos de validacion del andlisis, y se
escogid la que brindara mejores pardmetros estadisticos (coeficiente de correlacion,
repetibilidad y reproducibilidad). Una ilustracion del complejo coloreado obtenido en la

construccion de la curva de calibracion se muestra en la Figura 16.

Figura 17. Color del complejo de aluminio (III) para la determinacion
de flavonoides por espectrofotometria.

A partir de los parametros de regresion lineal, se obtuvo la ecuacion de la curva de calibracion
que permite obtener la concentracion flavonoides como equivalente de (-)-epicatequina (EE)

en los extractos.
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Ambito de trabajo

El ambito de trabajo es una medida de la linealidad del método (Morillas et al., 2016). Se
defini6 a partir de extractos de flavonoides obtenidos en pruebas preliminares, de acuerdo
con el rango de absorbancia en el cual se mantiene la linealidad segun la Ley de Beer-
Lambert, asi como donde se encuentran, en aproximacion, las concentraciones de diversos

extractos de prueba.
Limite de deteccion (LD) y Limite de cuantificacion (LC)

Para establecer el LD, se determin6 la concentracion minima de analito que puede detectarse
en el ambito de trabajo, utilizando la ecuacion 6 a partir de 30 datos experimentales. Mientras
que el LC es la cantidad de analito en la muestra que puede ser cuantificado con determinado

grado de confianza de acuerdo con la ecuacion [7] y [8] (Morillas et al., 2016).

3«Sh

LD = = [7]
10+Sbh

IC=— [8]

Donde: Sp: Desviacion estandar del intercepto y m: Pendiente de la recta
Precision del método de analisis

La desviacion estandar (RSD por sus siglas en inglés) indica el error o diferencia méxima
aceptada entre las mediciones para que se consideren confiables (Morillas et al., 2016). El
RSD se obtuvo a partir de la concentracion promedio obtenida en 3 muestras y aplicando la

ecuacion [9].
RSD =SD/x [9]
Donde, SD: Desviacion estandar x: Promedio

Su valor se obtuvo al realizar 3 repeticiones de la cuantificacion en 3 dias distintos, para un

n =9 y utilizando la ecuacion 9. Una adecuada RSD generalmente es menor del 10 %.
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4.3.3 Determinacion de las condiciones de acidificacion para reducir la degradacion

enzimatica de los flavonoides.
4.3.3.1 Procedimiento

Se recolectaron las cascaras de platano verde, se lavaron con agua y se introdujeron en un
recipiente con una disolucién de acido citrico a tres diferentes concentraciones, de forma que

quedaran sumergidos completamente por 5 minutos, a temperatura ambiente (22 °C).

Posteriormente, las céascaras tratadas se secaron en un secador de aire caliente (National,
EUA), a una temperatura de 55 °C, hasta obtener una humedad final entre 10-12 %. Una vez
secas, se molieron en un molino de martillos, con tamiz de separacion de 0,060 pulgadas
(1,52 mm). Se evaluo el efecto de emplear tres diferentes concentraciones de acido citrico en
el tratamiento de acidificacion, indicadas en el Cuadro IV, para inhibir el efecto de las
enzimas de deterioro sobre los flavonoides presentes en la cascara seca. Dicho deterioro se
evalto a través de la medicion del rendimiento de extraccion de flavonoides en el sustrato,
en contraste con un control sin adiciéon de acido citrico, el cual evidenciaria el mayor

deterioro.

Cuadro IV. Tratamientos de inmersion de platano verde en soluciones de &cido citrico a

diferentes concentraciones para la inhibicién de enzimas de deterioro.

Concentracion de acido
citrico (% m/m)

1 0,0
2 0,5
3 1,0
4 2,0

Tratamiento
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4.3.3.2 Diseiio experimental

Se utilizo un disefio experimental irrestricto aleatorio de un factor (concentracion de acido
citrico) con cuatro niveles entre 0 y 2 % por triplicado. Como variable respuesta se determin6
el contenido de flavonoides totales extraibles como mg equivalentes de epicatequina

(mg EE)/g cascara seca

4.3.3.3. Analisis estadistico

A partir de los datos obtenidos en la cuantificacion de flavonoides, se genera una prueba
estadistica ANOVA y una prueba post hoc Tukey, mediante el software Statistica 7
(Statsoft®, EUA). Se elige la concentracion de 4cido citrico que brinde la mayor recuperacion

de flavonoides extraibles con un 95% de confianza.

4.3.4. Preparacion del sustrato para la extraccion

En la Figura 18, se muestra un diagrama de bloques donde se describe la preparacion del
sustrato de extraccion. La primera etapa es la recepcion de las cascaras, se realiza un lavado
con agua para eliminar materia organica, latex y otras impurezas; seguido, se sumergen en
una disolucion de 4cido citrico 1 %, por 5 min, para inhibir la accion de la PFO. Luego, se
secan en un secador de aire caliente (National, EUA) hasta alcanzar una humedad entre 10 y
12 %. Una vez secas, se procesaron en un molino de martillos (TAINEA, Costa Rica), con la
malla de 0,060 pulgadas (1,52 mm), hasta obtener un polvo con un tamafio menor a I mm.
Finalmente, se empaco en una bolsa de polietileno negra y se coloco en un recipiente que se

almacend en congelacion a -18 °C. ITlustraciones se pueden observar en la Figura 19.
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Cascara de platano
!
Agua — LAVADO
(inmersion, t = Smin)
!
Disolucion acido — ACIDIFICADO
citrico (1%) (inmersion, t =5 min, T = 22 °C)
l
SECADO
(secador aire caliente H = 12 %)
!
MOLIENDA
(molino de martillos, malla 0,065)
l
Cascara de platano seca y molida

Figura 18. Diagrama de preparacion del sustrato de extraccion

a) b) c

Figura 19. Obtencion del sustrato de extraccion a partir de cdscaras de platano verde:
a) inmersion en acido citrico, b) secado, c) cascara platano seca y molida (CS).
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4.3.5 Determinacion de la mezcla de solventes de extraccion para obtener un mayor

rendimiento de flavonoides
4.3.5.1 Procedimiento

Con el fin de definir la composicion de la mezcla de solventes que produce un mayor
rendimiento de los flavonoides en el extracto, se evaluaron tratamientos de extraccion del
sustrato de cascara en polvo, con mezclas en diferentes proporciones de tres solventes (agua,
etanol, acetona). Luego, se realizo6 la cuantificacion de flavonoides en los extractos liquidos

obtenidos en los diferentes tratamientos.

Para las extracciones, con los diferentes solventes, se mantuvo constante la temperatura a
22°C; una relacion solvente sustrato de 8:1 en masa, un tiempo de extraccion de 30 min a
una velocidad de agitacion de 300 rpm, mediante un rotor Eurostar 60 (IKA, Alemania).
Estos parametros se definieron a través de pruebas preliminares. Ademads, se utilizo la
temperatura ambiente del laboratorio, para la cual no se requiere enfriamiento o
calentamiento, aunque si resulta indispensable mantenerla de forma constante. La relacion
8:1 en solvente/sustrato se defini6 asi, dado que relaciones menores no permiten una
adecuada agitacion del sistema; de igual manera, la velocidad 300 rpm es la minima

velocidad que permite la agitacion completa de todas las particulas de sustrato.

Para la extraccion, se tomaron 25,00 g de CS y se agregaron 200 g de disolvente. La mezcla
se agitd en un rotor por 10 min a 300 rpm y, posteriormente, se centrifugo. Después, se filtrd,
por medio de un papel filtro por embudo y, mas adelante, al vacio. Por ultimo, el sobrenadante
separado se afor6 en un balon de 250 mL. Un esquema de este procedimiento se muestra en

la Figura 20.
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Figura 21. Equipo de extraccion utilizado

4.3.5.2 Diseiio experimental

Para evaluar la combinacion de solventes que brindan el mayor rendimiento de extraccion de
flavonoides de la cdscara de platano, se utilizé un disefio de mezclas simplex centroide grado
dos, basado en los trabajos realizados por Santos et al. (2018) y DiClaula ef al. (2014). Los
3 factores por evaluar corresponden a los solventes: agua, etanol y acetona, cada uno de los
cuales se evalu6 en 5 niveles de concentracion: 100 %, 66,7 %, 50 %, 33,3 %y 16,7%, con
tres repeticiones en el punto central. De este modo, los datos obtenidos se analizaron por
medio del software Statistica 7 (Statsoft®, EUA), con un 95 % de confianza. Las
combinaciones de solventes de los tratamientos se muestran en el Cuadro V, en tanto que una

ilustracion de los extractos obtenidos se muestra en la Figura 22.
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Cuadro V. Combinacion de solventes de los tratamientos del disefio de mezclas reticular

simple ampliado grado dos utilizado.

Disolvente (% m/m)
Tratamiento
Agua Acetona Etanol
1 100 0,0 0,0
2 0,0 100 0,0
3 0,0 0,0 100
4 50,0 50,0 0,0
5 50,0 0,0 50,0
6 0,0 50,0 50,0
7 66,6 16,7 16,7
8 16,7 66,6 16,6
9 16,6 16,6 66,6
10 33,3 33,3 33,3
11 333 333 333
12 333 33,3 33,3

Figura 22. Extractos obtenidos con los diferentes solventes.
4.3.5.3 Analisis estadistico
A partir de los resultados obtenidos en las corridas del disefio de mezclas de la extraccion de

flavonoides, se generaron diversos modelos de regresion y sus representaciones de superficie

de respuesta, utilizando el programa estadistico Statistica 7 (Statsoft®, EUA), para determinar
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cudl es el que mejor representa la influencia de las variables de extraccion. Los parametros
estadisticos coeficiente de determinacion (R?) y el coeficiente de determinacion ajustado (R>-
adj) deben ser mayores a 0,8, la probabilidad del modelo (p) significativa, la probabilidad de
falta de ajuste (pf) no significativa y la distribucion de los residuos aleatoria. A su vez, para
definir la ecuacién del modelo, se trabajé con los coeficientes de los parametros que
resultaron significativos (p<0,05). Posteriormente, se determinaron las condiciones que
maximizan la extraccion, mediante el mismo software empleado. Finalmente, con las

condiciones de extraccion Optimas, se realizo la verificacion del modelo.

4.3.5.4 Verificacion del modelo

Para verificar que el modelo matematico obtenido predice, adecuadamente, la variable
respuesta, se procedid a la extraccion de los flavonoides, bajo las concentraciones de
solventes definidas como las 6ptimas por el modelo. Asi pues, para determinar si el modelo
del disefio es adecuado, se establece el criterio de que el intervalo de confianza, al 95% del
valor predicho por el modelo, debe traslaparse con el intervalo del valor obtenido

experimentalmente. Esta corrida de verificacion se realizo por triplicado.

4.3.6 Evaluacion del efecto de acidez, temperatura, relacion solvente sustrato sobre la

extraccion de flavonoides y rutina mediante un disefio central compuesto
4.3.6.1 Procedimiento

Se realizaron los tratamientos establecidos en un DCC de tres factores: acidez como
porcentaje de acido acético, temperatura del disolvente y relacion solvente sustrato, con
diferentes valores para cada uno de los parametros a evaluar (basados en el equipo de
extraccion, pruebas preliminares e investigaciones previas), y luego, se cuantificaron los
flavonoides y la rutina, obtenidos en los extractos, el mismo dia de la extraccion). Los valores

codificados y decodificados se muestran en el Cuadro VI.
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Cuadro VI. Valores codificados y decodificados para las variables del disefio central
compuesto utilizado para la optimizacion de las condiciones de extraccion.

Valores codificados del modelo
Variable independiente
-1,68 -1 0 +1 +1,68
Rss (g solvente/g sustrato) 6 7,6 10 12,40 14
Temperatura (°C) 22 27,7 36 443 50
Concentracion acido acético (% m/m) 0 0,2 0,5 0,8 1

En las corridas del disefio, se utiliz6 el procedimiento descrito en la Figura 23, donde, a una
masa variable, se le agrega una cantidad determinada de solvente (acetona-agua: 55:45 en
masa), previamente preparada. Después, se realizaron las extracciones por 30 min, a una
velocidad de 300 rpm, con variacion de las condiciones de operacion: relacion solvente
sustrato (Rss), porcentaje de acido acético glacial (% HAC) y temperatura (T), particulares
de cada corrida. Finalizada la extraccion, se hace una centrifugacion, se separa el extracto
sobrenadante, que se filtra y se coloca en un balon de 200 mL, que se afora con una mezcla

del disolvente.

4.3.6.2 Diseiio experimental

Para la evaluacion del efecto de las variables relacion solvente-sustrato, concentracion de
acido y temperatura de extraccion en el rendimiento de extraccion de flavonoides y rutina, se
empled un disefio central compuesto de 3 factores, con el fin de obtener un modelo
cuadratico. Como respuesta se midio la cantidad de flavonoides y rutina extraidos. Se realizan
6 repeticiones en el punto central del disefio experimental. El orden de realizacion fue
aleatorio, la valoracion de los resultados se efectué mediante el programa Statistica 7

(Statsoft®, USA). Esto se muestra en el Cuadro VII.
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Cuadro VII. Disefio central propuesto para la evaluacion de las variables de extraccion

de flavonoides y rutina en céscara de platano verde.

Tratamiento Acido acético Temperatura Relacion Solvente: Sustrato
(%) (°C) (g solvente/g sustrato)

1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 1
4 -1 -1 +1
5 +1 +1 1
6 -1 +1 +1
7 +1 -1 +1
8 +1 +1 +1
9 -1,68 0 0
10 + 1,68 0 0
11 0 - 1,68 0
12 0 +1,68 0
13 0 0 1,68
14 0 0 1,68

15-20 0 0 0

4.3.6.3 Analisis estadistico

A partir de los resultados obtenidos para cada variable respuesta, se generd un modelo de
regresion cuadratico y sus respectivas superficies de respuesta, utilizando el programa
estadistico Statistica 7 (Statsoft®, USA). Los pardmetros estadisticos coeficiente de
determinacion (R?) y el coeficiente de determinacién ajustado (RZ%.q), deben ser mayores a

0,8, la probabilidad del modelo (p) significativa, la probabilidad de falta de ajuste (pf) no
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significativa y la distribucion de los residuos aleatoria. Por su parte, para definir la ecuacién
del modelo y calcular las respuestas predichas por los modelos, se emplearon los coeficientes

de los parametros que resultaron significativos en el analisis de varianza (p < 0,05)

4.3.6.4 Funcion de deseabilidad

Con el programa estadistico Statistica 7 (Statsoft®, USA), se aplico la funcién de
deseabilidad. Esta funcion o herramienta permite analizar simultdneamente multiples
respuestas en el modelo obtenido, para obtener unas condiciones 0ptimas de extraccion donde
se maximicen las respuestas analizadas, que, en el caso del estudio, serian el contenido de
flavonoides y rutina en el extracto. El valor de deseabilidad varia entre 0 y 1, dentro del cual

una deseabilidad de 1 indica que la respuesta alcanza el valor ideal.

4.3.6.5 Verificacion del modelo obtenido.

Para verificar que los modelos matematicos obtenidos en el disefio experimental central
compuesto predicen, adecuadamente, las variables respuesta, se realizaron corridas de
extraccion, por triplicado, bajo las condiciones definidas como las 6ptimas por el modelo.
Ademés, para determinar si el modelo del disefio es adecuado, se establecid, como criterio,
que el intervalo de confianza del valor predicho por el modelo, con un 95 % de confianza,
debe traslaparse con el intervalo del valor obtenido experimentalmente, esto para cada

variable respuesta, también, con un 95 % de confianza.

4.3.7 Caracterizacion del extracto obtenido
4.3.7.1 Polifenoles totales

El contenido de PFT del extracto obtenido se determin¢ siguiendo el método de Georgé et
al. (2005). En el analisis, la muestra reacciona con el reactivo Folin-Ciocalteu y forma un
complejo al que se le mide la absorbancia a 765 nm, con un espectrofotometro UV-Vis
(Shimatzu, Japén). Para la cuantificacion, se prepar6 una curva de calibracion con
concentraciones conocidas de acido gélico, por lo que el resultado se reporta como

equivalentes de acido galico por volumen de muestra (EAG/L). El resultado de este analisis
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se refiere a los polifenoles extraibles (PFT). Esta determinacion se realizo por triplicado y se

reporto el promedio con el intervalo de confianza como incertidumbre, con un a = 0,05.

4.3.7.2 Flavonoides totales

El contenido de flavonoides se definié con un procedimiento modificado del método
empleado por Valadez et al. (2017), de la siguiente manera: a una alicuota de muestra (entre
0,3 a2 mL), se le adicionan 0,3 mL de NaNO: al 5 % (p/v); después de 5 minutos, se agregan
0,3 mL de Al (NO3)3 al 10 % (p/v) y se deja reposar 6 minutos. Posteriormente, se afiaden 2
mL de NaOH 1M y se diluye hasta 10 mL con agua desionizada. Por ultimo, se mide la
absorbancia a 510 nm en espectrofotometro UV-Vis (Shimatzu UV-1700, Japén). Para la
curva de calibracion se utilizdé como patron epicatequina. Los resultados se expresaran como

mg de equivalentes —e - (-) epicatequina (EE)/g de muestra seca.

La concentracion de flavonoides (Cn) se calcula de la siguiente manera:

" Volumen disolucién

Cn =

Abs—b *f.d

m masa muestra

[10]

Donde

ABS =absorbancia obtenida en espectrometro
B =Intercepto de la curva de calibracion

M = Pendiente de la curva de calibracion

f.d = Factor de dilucion

4.3.7.3 Azucares simples por HPLC

Se utilizo la técnica por HPLC para la determinacion especifica de los principales azlcares
simples en las muestras (sacarosa, glucosa, fructosa). El método consiste en la extraccion de
los azucares de la muestra y la inyeccion del extracto en una columna Zorbax Carbohydrate
Phenomenex Luna NH;. La cuantificaciéon e identificacion de los azlcares se realiza
inyectando estandares de concentracion conocida de estos, los cuales se utilizan para calibrar

el equipo en cuanto a concentraciones y para la identificacion por medio de los tiempos de
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retencion. Los resultados se expresan como concentracion de sacarosa, fructosa y glucosa

(mg compuesto/L).

4.3.7.4 Cenizas

Para la determinacion del contenido de cenizas en el extracto obtenido, se siguio el
procedimiento basado en el método AOAC 950. (AOAC, 2005). En un crisol, previamente
incinerado y enfriado a temperatura ambiente, se pesan 5-10 g del extracto. Luego, la muestra
se seca en la estufa de conveccion a 100 °C, con el propdsito de, después, quemarla en un
calentador en capilla. Posteriormente, se procede a incinerar la muestra a una temperatura
mayor a 525 °C en la mufla, hasta obtener cenizas blancas y masa constante. Al final, se
enfrian hasta temperatura ambiente en desecador, se mide la masa final y se obtiene el

contenido de cenizas a partir de la siguiente ecuacion:

, g MCMS-MC
VA =
Cenizas totales (100g) A CMMC

*100% [11]

Donde,

MCMS: masa de crisol + masa muestra incinerada
MC: masa de crisol
MCM: masa de crisol + muestra

Esta determinacion se realizo por triplicado y se reportd el promedio con el intervalo de

confianza como incertidumbre, un o = 0,05.

4.3.7.5 Acidez titulable

La acidez se determin6 por medio del método AOAC 942.15 (AOAC, 2005), utilizando un
titulador automatico (Metrohm®, Suiza), el cual determina el volumen consumido de la
disolucion valorante de NaOH 0,1 M. Cabe destacar que la acidez se expresa en un porcentaje
que indica los gramos de acido acético obtenidos en 100 g de extracto. En el caso del extracto

en estudio, se expresa como porcentaje de acido acético.
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4.3.7.6 Determinacion de actividad antioxidante (ORAC)

La determinacion de la capacidad antioxidante del extracto (ORAC hidrofilico) se realizo
siguiendo el método de Huang et al. (2002). Este procedimiento se basa en el seguimiento,
por espectrofotometria de fluorescencia, de la cinética de reaccion, en la que la muestra
contrarresta el ataque de radicales libres a una disolucion de fluoresceina. Como patron
antioxidante, se utiliza una disolucion Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetramethilcroman-2-
carboxilico) y la sustancia AAPH (2,20-Azo-bis (2-amidinopropano) dihidrocloruro) como
fuente de radicales libres. La concentracion en la muestra, reportada como pumol de Trolox
equivalentes (TE)/L de muestra, se obtuvo por interpolacion del area bajo la curva respecto
a la concentracion de Trolox. Esta determinacion se realizé por triplicado y se reporté el

promedio con el intervalo de confianza como incertidumbre, usando un 0=0,05.

4.3.7.7 Humedad

El contenido de humedad del extracto se midio6 siguiendo el método de humedad de la AOAC
902.01 (AOAC, 2005). Para esto, se utilizan capsulas de metal con tapa que se secan de
previo con 1 cucharadita de arena, a 100°C por 1 hora en una estufa de conveccion. Se
transfieren las capsulas a un desecador y se dejan enfriar. Mas adelante, se pesan, se afiaden
10 mL del extracto y se mezcla la muestra. Luego, se procede a secar la muestra en la estufa
de conveccion a 60°C con vacio entre 50,8 y 84,6 kPa. Una vez seca la muestra, se preenftia,
se transfiere al desecador y se mide la masa cuando alcance la temperatura ambiente (masa
constante). Mediante la siguiente ecuacion se obtiene el contenido de humedad (AOAC,

2005).

MCMS-MC

Humedad =
MCM-MC

*100% [12]
Donde: MCMS: masa de capsula + masa muestra seca
MC: masa de capsula
MCM: masa de capsula + muestra
Con n = 3. Se utiliza el intervalo de confianza como incertidumbre, usando un o = 0,05.
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4.3.7.8 Contenido de rutina

Se determind el contenido de rutina basado en el método de Mertz et al. (2007). Los analisis
se llevaron a cabo mediante cromatografia liquida de alto desempefio acoplado a un detector
de arreglo de diodos (HPLC-DAD) (Shimadzu®, EAU). Las fases moviles utilizadas fueron
solucion A, acido formico al 2% y solucion B, acetonitrilo 80% y acido férmico 2%. Ademas,
se us6 una columna Luna® 5 pm C18 100A (Phenomenex, EUA), tamafio 150 mm x 2 mm,

serie 546184-17.

Ahora bien, las condiciones cromatograficas fueron: temperatura de horno 30 °C, volumen
de inyeccion 20 pL, flujo 0,3 mL/min. A su vez, el tiempo de proceso fue de 35 min con el
siguiente gradiente: 0-20 min de 5-25 % B (solvente B), 20-25 min de 25-100 % B,
25-30 min de 100-10 % By 30-35 min de 10-5 % B. Las senales fueron identificadas segtin
los espectros UV a 210 nm, reportadas como quercetin 3-rutindsido. Finalmente, la
cuantificacion se realizd empleando una curva de calibracion elaborada con quercetin 3-
rutindsido (la rutina se compone de varios rutinésidos, por lo que para el presente estudio se
establece solamente a cuantificacion de rutina (quercetin 3-rutinosido). Para esto, se prepar6
una disolucion madre de 20 mg/L con un estdndar de quercetina 3-rutinosido, y con ello, se

elabor6 una curva de 0,5 a 5 mg/L.

m Area—b Volumen disolucion
on (1) =212 m

m masa muestra

Donde

Area = Area de integracion obtenida en HPLC-DAD
b = Intercepto de la curva de calibracion

m = Pendiente de la curva de calibracion

52



5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Validacion del método de cuantificacion de flavonoides

A continuacién, en el Cuadro VIII, se muestran los parametros de regresion lineal de la

ecuacion empleada para la cuantificacion de los flavonoides.

Cuadro VIII. Parametros de regresion lineal para la cuantificacion de flavonoides como
equivalentes de (-)-epicatequina por espectrofotometria a 510 nm, limites y parametros de

precision del método.

Parametro Valor
Coeficiente de correlacion R2 0,9982
Pendiente 0,0299
| Desviacion estindar pendiente | 0,0007
Intercepto 0,0474
Desviacion estandar intercepto 0,0197
Limites Valor (mg/L Epicatequina)
Deteccion (LD) 0,74
Cuantificacion (LC) 2,47
Parametro RSD (%)
Repetibilidad 2,69
Reproducibilidad 5,65
Horrat (10 mg/L) 0,5

De las tres curvas elaboradas, se eligio la que tiene un coeficiente de correlacion mayor (ver
Figura 40 en el Anexo). Los valores de los LD, LC, reproducibilidad y repetibilidad se basan

en las 3 curvas realizadas.

El coeficiente de correlacion R2 de la curva de calibracion muestra una buena correlacion de

linealidad entre la absorbancia y la concentraciéon equivalentes de epicatequina (EE) en
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disolucion. A partir de los pardmetros anteriores se obtuvo la ecuacion [14] que permite
obtener la concentracion de flavonoides como EE en los extractos a partir del valor de su

absorbancia.

ngE) — Abs—0,0474
gms 0,0299

Concentracion ( [14]

Se definié como ambito de trabajo un rango de concentraciones entre 4,4 y 19,25 mg/L de

(-)-epicatequina que corresponden a absorbancias de 0,181 a 0,625.

De igual modo, se obtuvo un coeficiente de regresion superior a 0,99, lo cual evidencia la
linealidad del método en dicho ambito de trabajo; por otro lado, las desviaciones tanto de la
pendiente como del intercepto son relativamente bajas. Los limites de deteccion y
cuantificacién indican que las mediciones de las muestras son confiables, con una
repetibilidad de 2,69 %, el cual es un porcentaje bajo y demuestra que es una medida segura.
A su vez, a partir de las caracteristicas obtenidas en la validacion del método de
cuantificacion de flavonoides por el método de cloruro de aluminio, se considera que este es
efectivo para relacionar la sefial de absorbancia con el contenido de flavonoides. De hecho,
segun el coeficiente Horrat (relacion en tres la desviacion deseada y la real) el método es

aceptable (0,5 < Horrrat <2)

5.2 Determinacion de las condiciones del tratamiento de acidificacion de las cascaras

de platano verde para reducir la degradacion enzimatica de los flavonoides

En la gréfica de la Figura 24, se aprecia el efecto del uso de diferentes concentraciones de
acido citrico a las cascaras de platano recién peladas, sobre la concentracion de flavonoides
en el producto luego de su secado. Este tratamiento, de lavado 4cido, se realiz6 para reducir
la degradacion enzimatica y por ello, favorecer la conservacion de los flavonoides en la

cascara seca.
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Figura 24. Efecto de los tratamientos de lavado con diferentes concentraciones de
acido citrico sobre el contenido de flavonoides extraibles en las céscaras de platano.

Como se puede observar en la Figura 24, el tratamiento que provoca la mayor concentracion
de flavonoides en el producto en polvo se obtiene al emplear un tratamiento con soluciones
de 1 0 2% de &cido citrico a las céscaras previo a su secado. Asimismo, se observa que la
concentracion de flavonoides en las cascaras, para los tratamientos con 1 % y 2 % de écido,
no se identificaron diferencias significativas, por lo que la concentracion del 1 % es la mejor
para conservar los flavonoides y prevenir su deterioro enzimatico por enzimas como la

polifenoloxidasa (PFO).

Como mencionan Escalante ez al. (2017) y Chong et al. (2011), la cascara de platano contiene
cantidades importantes de PFO, cuya actividad maxima se encuentra a pH de 6,5 y se inactiva
a valores de pH menores de 3, dada la pérdida del ion Cu?" (Zawistowski, Biliaderis y Eskin,
1991), de manera que se evidencia la efectividad de la utilizacion de acido citrico. Por otra
parte, estudios han demostrado que el acido citrico provoca inhibicion a partir de una
concentracion de 50 mM (0,5 %). Resultados similares fueron reportados por

Sojo et al. (1998) y Yang et al. (2001) para diferentes musaceas. A propoésito, segin Suttirak
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et al., 2010, a valores de pH por debajo de 4, la PFO tiene poca actividad, debido a la pérdida
del 16n cobre en el sitio activo. En la Figura 25, se puede observar como la molécula del acido

citrico puede quelar el cobre requerido para la accion de la enzima.

Figura 25. Explicacion de forma quelante de la molécula de acido citrico.

Por tanto, la adicion de acido citrico permite inhibir la accion de las enzimas PFO de buena
forma. En el caso del presente estudio, el tratamiento de las cascaras de platano con una
disolucion de 1% de acido citrico por 5 min, es suficiente para reducir de forma significativa
la degradacion enzimatica de flavonoides, tanto por el descenso en el pH, como por su efecto
quelante sobre el cobre que impide la funcion del sitio activo de la enzima. Se observa que
existe un efecto de conservacion de los flavonoides al adicionar 4cido citrico a las cascaras
de platano, lo cual comprueba que la PFO es sensible a los cambios de acidez y al efecto
quelante de este mismo. Por tanto, el resultado obtenido se convierte en una propuesta viable
y apta para la aplicacidon de una operacion de estabilizacion de los flavonoides en cascaras de

platano previa a su procesamiento.

Cabe destacar que un resultado importante de la presente investigacion fue el escalamiento
que se hizo, a nivel de planta piloto de esta operacion de estabilizacion de las cascaras de
platano, para la obtencion del sustrato con alto potencial bioactivo, a diferencia de otras
investigaciones encontradas en la literatura, las cuales se han enfocado en un proceso de
laboratorio. Con procedimiento realizado, se busc6 una opcion viable para la industria actual,

con equipos y operaciones unitarias accesibles.

De esta manera, ademas de la acidificacion de las cascaras con acido citrico al 1 % (como
medio de estabilizacion de los flavonoides), el proceso de secado con aire caliente con

temperaturas entre 50-60 °C hasta una humedad cercana al 12 % y su posterior molienda en
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un molino de martillos, descrito en la Figura 18, permite la obtencion, a nivel de planta piloto,
de un sustrato de cascara de platano seca con una cantidad importante de componentes
bioactivos. Lo anterior, puede ser un avance y una propuesta interesante para un posterior
escalamiento. A su vez, permite poner en evidencia que si bien, los procesos controlados en
laboratorio, como por ejemplo la liofilizacion, permiten mayores rendimientos, el proceso

empleado tiene como ventaja que es facilmente replicable.

5.3 Evaluacion de la combinacion de solventes para obtener un extracto con la mayor

concentracion de flavonoides, mediante un diseiio de mezclas

Para los extractos obtenidos en las corridas del disefio de mezclas, se obtuvieron las
concentraciones de flavonoides que se muestran en el Cuadro IX.

Cuadro IX. Concentracion promedio de flavonoides en extractos obtenidos de cascara
de platano bajo diferentes condiciones de extraccion del disefio de mezclas empleado.

Proporcion de solventes Rendimiento de
Tratamiento Flavonoides

Agua Acetona Etanol (mg EE/ g CS)

1 1,0 0,0 0,0 2,31 + 0,04
2 0,0 1,0 0,0 0,48 | + I 0,03
3 0,0 0,0 1,0 0,35 | + | 0,01
4 0,50 0,50 0,0 4,57 | + I 0,03
5 0,50 0,0 0,50 3,84 | + | 0,03
6 0,0 0,50 0,50 0,62 | + I 0,02
7 0,667 0,167 0,167 3,78 | + I 0,03
8 0,167 0,663 0,167 4,16 | + I 0,04
9 0,167 0,167 0,667 3,53 | + | 0,03
10 0,333 0,333 0,333 4,18 | + I 0,05
11 0,333 0,333 0,333 4,32 | + | 0,04
12 0,333 0,333 0,333 4,30 | + | 0,03

57



5.3.1 Seleccion del modelo de regresion

Para la seleccion del modelo de regresion, se evaluo la probabilidad de los modelos (p), los
coeficientes de determinacion (R?), coeficientes de determinacion ajustados (RZ%q), la
probabilidad de falta de ajuste (pf.) y la distribucion de residuos, analisis que se muestran en

el Cuadro X.

Cuadro X. Parametros de evaluacion para la seleccion del modelo de mejor ajuste.

Distribucion

2 2.

Modelo p R R*aja Pfa de residuos
Lineal 0,3504 0,2078 0,0318 0,0017 Aleatoria

Cuadratico 0,0061 0,8984 0,8138 0,0074 Aleatoria

El analisis de varianza se presenta en los anexos, o = 0,05

El modelo de regresion que mejor se ajusta a los resultados experimentales es aquel que sea
significativo, que tenga los valores R? y R%;jq mayores a 0,8, una pf, no significativa y que
presente una distribucion de residuos aleatoria. Dado que el modelo cuadratico cumple estas
caracteristicas, se considera que es el que mejor describe el comportamiento de extraccion

de flavonoides, en relacion con los solventes utilizados.
5.3.2 Ecuacion del modelo de regresion y la superficie de respuesta obtenidos

A continuacion, en la Figura 26, se muestra el diagrama de Pareto en el cual se aprecian los

factores significativos en el modelo cuadratico obtenido.
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Figura 26. Diagrama de Pareto para los factores del modelo cuadratico

obtenido de los resultados del disefio de mezclas utilizado.

Los coeficientes obtenidos para cada factor indican el peso de su influencia en la
concentracion de flavonoides extraidos. En primer lugar, la interaccion de las fracciones
agua-acetona es el factor que presenta la contribucién mayor; en segundo lugar, se encuentra
la interaccion agua-etanol, ambas con efecto positivo, en tanto que el factor simple de agua
contribuye de menor forma. En definitiva, la fraccién de solventes puros acetona y etanol no
contribuyen de forma significativa a la extraccion de los flavonoides, asi como tampoco su
mezcla; y por ello, estos componentes no se toman en cuenta en el modelo. La ecuacion del

modelo obtenido considerando todas las variables se muestra a continuacion:

Flavonoides (%) = 1,96 agua + 14,17 agua * acetona + 11,34 agua * etanol [15]

En la Figura 27, se ilustran las superficies de respuesta del modelo obtenido que muestran el
comportamiento de la concentracion de los flavonoides, de acuerdo con la composicion de la

mezcla de solventes usada para su extraccion.
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Figura 27. Superficie de respuesta del modelo obtenido en la evaluacién de la mezcla de

solventes para la extraccion de flavonoides de la céscara de platano. a) Vista 2D b) Vista 3D.
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Un factor importante que se debe de considerar en la extraccion de componentes son las
propiedades quimicas del solvente (Valadez et al., 2017). Generalmente, para la extraccion
de polifenoles y flavonoides, se utilizan mezclas de solventes para igualar la polaridad de
estos compuestos que presentan una polaridad relativa de 0,762 (Ignat et al, 2011). En el
cuadro XI, se observan diferentes propiedades fisicoquimicas de los solventes utilizados en
la extraccion de flavonoides de la céscara de platano verde del presente estudio.

Cuadro XI. Propiedades fisicoquimicas de los solventes utilizados para extraccion de
flavonoides de céscara de platano verde.

Sustancia Polaridad relativa Viscosidad (cP) Densidad (g/mL)
I Acetona | 0,355 I 0,32 | 0,786 I
| Agua | 1,000 | 1,00 | 1,000 |
| Etanol | 0,654 | 1,20 | 0,789 |

Fuente: (Reichardt y Welton, 2003)

En el cuadro XI, se puede observar como la acetona y el etanol puros poseen una polaridad
relativa menor a 0,7, mientras que la polaridad de los flavonoides es mayor (Ignat et al.,
2011), por lo que estos solventes puros no son efectivos en la extraccion. De la misma
manera, la polaridad del agua tampoco logra acercarse a la polaridad relativa de los
flavonoides por si sola, sino mas bien es superior. Por esta razon, se debe usar una mezcla de
solventes que, en conjunto, logren dar un valor similar a 0,76. Cabe agregar un factor
importante, un solvente orgénico no posibilita una buena extraccion por si solo, sino que
provoca una deshidratacion de las células, lo cual no permite una difusion efectiva

(Sant’Anna et al., 2012).

Es importante destacar que, aunque la mezcla agua-etanol brinda buenos niveles de
extraccion de los flavonoides, con la mezcla agua-acetona se logran las mejores condiciones
de extraccion, esto quiza porque la mezcla con acetona, al tener menor viscosidad, puede
difundirse mejor entre las particulas del sustrato. También, se puede utilizar una mezcla de

agua-acetona-etanol y obtener buenos resultados de extraccion.
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5.3.3 Optimizacion de la mezcla de solventes para la extraccion de flavonoides

A partir de la ecuacion 15, se establecié la composicion de la mezcla solvente que produce
el maximo de concentracion de flavonoides en el extracto, es una mezcla acetona-agua 55:45.
(4,87 £ 1,44 mg EE/g CS). Este resultado concuerda con lo planteado en la ecuacion del
modelo, en donde la interaccion agua-acetona es la que tiene un mayor efecto en la extraccion

del compuesto de interés.

En efecto, con la combinacién de ambos solventes, se logra una polaridad intermedia a la que
posiblemente presentan una mejor afinidad los flavonoides, los cuales tienen un caracter

parcialmente polar (Corradini et al., 2011; Yapo et al., 2013).

El resultado obtenido en este apartado es similar a lo que otros autores han obtenido en
cascaras de musaceas verdes o maduras, cominmente el banano, en especial el trabajo de
Passo Tsamo et al. (2015a). Por ello, de forma general, se puede decir que el uso de una
mezcla acetona- agua cercana a 50:50 o alguna otra mezcla que logre igualar la polaridad de
los flavonoides (etanol-agua o etanol-agua-acetona) permite obtener una buena extraccion de
los flavonoides de la cascara de platano verde seca y molida. El resultado obtenido también
coincide con el reportado por Vu et al. (2016). Este autor plantea que un aumento en la
concentracion de acetona hasta un valor méximo de 60 % en la mezcla acetona-agua condujo

a un aumento en el rendimiento de la concentracion de los polifenoles totales.

Araujo et al. (2016) mencionan que el comportamiento de la extraccion en las mezclas de
agua y etanol es, en un inicio, de un aumento en la concentracion de compuestos extraidos
hasta un nivel maximo en mezclas 50-60 %, v/v de etanol y luego, comienza a disminuir por
encima del 60 % (v/v) de etanol, lo cual se explica por los cambios en el valor de polaridad.
El agua es un solvente polar (polaridad 1), mientras que el etanol y acetona tienen baja
polaridad relativa al agua, pero ambos se pueden mezclar para lograr la polaridad dptima de

extraccion, similar a la polaridad relativa de los flavonoides.

La mezcla de un solvente organico y agua cerca del 50 % (v/v), en general, proporciona
mejores resultados en la extraccion de compuestos fenolicos y flavonoides (Turkmen et al.,

2007). Asimismo, el uso de solucion acuosa promueve la hidratacion de las particulas
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facilitando la penetracion del disolvente organico y se intensifica la transferencia de masa
(Ghitescu et al., 2015). Por su parte, dada la estructura quimica de los flavonoides, estos se
extraen mejor en compuestos polares o parcialmente polares, como agua, acetona o etanol

(Vuetal., 2018).

En su estudio, Fidriany et al. (2018) probaron el uso de hexano, acetato de etilo y etanol
como solventes de extraccion de flavonoides en cascaras de banano, del cual se obtuvo el
mayor rendimiento con etanol. Por otro lado, diferentes concentraciones de acetona, etanol,
hexano, metanol y agua fueron utilizadas por Yee et al. (2016) para extraccion de polifenoles

en banano y subproductos, y mostrd una mejor efectividad con una mezcla etanol-agua.

Por otra parte, Gonzéalez-Montelongo (2010) muestra que el uso de metanol, etanol, acetona
y agua puros no tiene un impacto importante en la extraccion de polifenoles; este autor obtuvo
la mejor extraccion empleando una mezcla agua-acetona en una relacion 1:1. A su vez,
Singhal y Ratra (2013) comprobaron que es mejor solvente de extraccion el metanol frente
al hexano, en tanto que Yee et al. (2016) reportan su mejor rendimiento en contenido fenolico
total con 70 y 90 % de acetona en agua. Otras mezclas de disolventes que fueron utilizadas
para la extraccion de compuestos en musaceas se muestran en el cuadro XII.

Cuadro XII. Solventes utilizados en investigaciones de extraccion de polifenoles en cascaras
de musaceas.

Solventes Relacion Referencias
Metanol-agua 80:20 China et al., 2011; Fernandez et al., 2016
Etanol-agua 10:90 Baskar et al., 2011
Metanol- agua-acido férmico | 50:48,5:1,5 Gomes et al., 2014
Etanol-agua 54:46 Araujo et al., 2016
Acetona-agua 80:20 Aboul et al., 2016
Acetona-agua-acido acético 50:49:1 Passo Tsamo et al., 2015b
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Como se observa en el Cuadro XII, la relacién obtenida en el presente estudio es similar con
la de otras investigaciones, por lo que para musaceas del tipo AAB de baja madurez la mezcla
solvente empleada permite una extraccion eficiente. Ahora bien, el empleo de una mezcla de
agua: acetona puede tener implicaciones en su manejo industrial; dado que es reconocido
como seguro para alimentos a concentraciones muy bajas, por debajo de 30 mg/L (como
solvente residual en oleoresinas y extractos) (FDA, 2019); ademas, es muy volatil e
inflamable, y por sus propiedades puede causar dafios a equipos que no se encuentren
fabricados con materiales resistentes a la acetona. No obstante, se observa que el uso de una
mezcla agua: etanol brinda también buenos resultados, y se puede considerar una mejor
aplicacion industrial ya que es reconocido como seguro para fines alimentarios ademas de

ser compatible con muchos de los materiales usados en los equipos de proceso de alimentos.
5.3.4 Validacion del modelo

La validacion del modelo se realizd utilizando la mezcla de solventes 55:45 acetona-agua
que maximiza la concentracion de flavonoides en el extracto. El valor predicho por el modelo

y el obtenido en las corridas de verificacion se muestran en el Cuadro XIII.

Cuadro XIII. Comparacion de la concentracion de flavonoides predicha con un nivel de
confianza del 95% por el modelo de mezcla 6ptima de solventes (55:45 aceto—a - agua) y la

lograda en corridas de verificacion.

Valor Concentracion de flavonoides (mg EE/g)!
Predicho por el modelo 4,87 +£1,44
Experimental 4,76 £ 0,19

n=3

Como se aprecia en el cuadro XIII, la concentracion de flavonoides, obtenida en las corridas
de validacion, se traslapa con el valor predicho por el modelo, con un nivel de confianza del
95%. Por tanto, el modelo obtenido predice, adecuadamente, la concentracion de flavonoides
en el extracto. En la Figura 28, se muestra el aspecto del extracto obtenido con el nivel 6ptimo

de mezcla de solventes.
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Figura 28. Extracto de flavonoides obtenido mediante la combinacién dptima de solventes

(acetona agua 55:45) en cascara de platano verde.

5.4 Evaluacion de las condiciones de extraccion de los flavonoides de la cascara de

platano mediante un disefio central compuesto

En el Cuadro X1V, se evidencia la concentracion de flavonoides y de rutina obtenidos en los
extractos de los diferentes tratamientos del DCC, al utilizar la mezcla de solventes dptima

(acetona-agua 55:45).
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Cuadro XIV. Concentracion de flavonoides y rutina obtenida en extractos a partir de la
cascara de platano para las corridas del DCC.

Variable descodificada

Rendimiento de los compuestos

Tratamiento Rss T Acido Flavonoides Rutina
(g solv/g) (°C) | acético (%) | (mgEE/g CS) (ng/g CS)

1 7,6 27,7 0,2 336 = 0,04 | 12,78 + 0,02
I 2 12,4 27,7 0,2 344 + 0,05 | 1591 Iil 0,12
I 3 7,6 44,3 0,2 4,65 <+ 0,08 | 14,75 Iil 0,03
I 4 7,6 27,7 0,8 254 + 0,03 | 11,98 Iil 0,01
I 5 12,4 44,3 0,2 336 = 0,11 14,77 Iil 0,05
I 6 7,6 44,3 0,8 4,57 £ 0,09 | 15,03 Iil 0,04
I 7 12,4 27,7 0,8 2,82 = 0,07 | 15,57 Iil 0,12
I 8 12,4 44,3 0,8 306 + 0,07 | 17,27 Iil 0,02
I 9 6,0 36,0 0,5 427 + 0,03 | 11,84 Iil 0,00
I 10 14,0 36,0 0,5 303 + 0,06 | 16,23 Iil 0,03
I 11 10,0 22,0 0,5 328 + 0,09 | 16,50 Iil 0,01
I 12 10,0 50,0 0,5 447 £ 0,05 | 17,38 Iil 0,07
I 13 10,0 36,0 0,0 4,55 £+ 0,04 | 14,29 Iil 0,05
I 14 10,0 36,0 1,0 322+ 0,04 | 15,62 Iil 0,08
I 15 10,0 36,0 0,5 3,68 = 0,05 | 16,29 Iil 0,07
I 16 10,0 36,0 0,5 327  + 0,05 | 15,66 Iil 0,11
I 17 10,0 36,0 0,5 352 = 0,02 | 1633 Iil 0,03
I 18 10,0 36,0 0,5 3,73+ 0,02 | 16,02 Iil 0,09
I 19 10,0 36,0 0,5 332+ 0,07 | 1534 Iil 0,05
I 20 10,0 36,0 0,5 333+ 0,08 | 16,38 Iil 0,08
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5.4.1 Modelo de regresion y superficie de respuesta obtenidos del disefio central

compuesto

A partir de los resultados de la concentracion promedio de concentracion de flavonoides y
rutina obtenidos para los tratamientos del disefio central compuesto utilizado, se gener6é un
modelo cuadratico que relaciona las variables respuesta con las condiciones de extraccion

evaluadas. Los parametros obtenidos se muestran en el Cuadro XV.

Cuadro XV Parametros estadisticos del modelo cuadratico de condiciones de extraccidon de

flavonoides y rutina a partir del cascara de platano verde.

Parimetro Flavonoides Rutina
(mg EE/g CS) (ng /g CS)

p <0,0001 <0,0001

R? 0,8964 0.9367

Raja 0,8031 0.8797

Pfa 0,1476 0,1932
Distribucion de residuos Aleatoria Aleatoria

Para ambos compuestos, el modelo obtenido se adecua a las condiciones experimentales,
puesto que la probabilidad es significativa (p < 0,005), los datos estadisticos R? y R%q son
mayores a 0,8, se presenta una pr no significativa y la distribucion de residuos es aleatoria.
Por tanto, se considera que los modelos cuadraticos describen el comportamiento de
extraccion de flavonoides y rutina, sobre la base de las condiciones de extraccion con relacion
solvente sustrato (Rss), temperatura (T) y concentracion de acido acético (CAA). Los factores
del modelo cuadratico que resultaron significativos para la extraccion de flavonoides se

muestran en el siguiente diagrama de Pareto mostrado en la Figura 29.
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Figura 29. Diagrama de Pareto de los principales factores del modelo cuadratico de

superficie de respuesta para la extraccion de flavonoides en céscara de platano verde.

Como se observa en el diagrama de Pareto con los efectos estandarizados, la temperatura
lineal es el factor mas influyente de forma positiva, seguido de la Rss lineal que afecta de
forma negativa; luego, la interaccion Rss y temperatura y la concentracion de acido acético
glacial, que afectan la variable respuesta concentracion de flavonoides de forma negativa. El
efecto de cada uno de los factores evaluados se discutira de forma ampliada en las siguientes

seccliones.

La ecuacion correspondiente del modelo de regresion, con todos los factores (significativos
y no significativos) de las variables estandarizadas (basadas en los valores -a, -1, 0, 1, +o del

DCC), se muestra a continuacion:

Flavonoides (%) = 3,48—0,33 R, — 0,012 R, ;2 + 0,40 T + 0,067 T? —

0,30 CAA + 0,070 CAA% — 0,39 Ry, «T — 0,0035 R, * CAA + 0,13 T « CAA [16]

En las siguientes figuras, se muestran las superficies de respuesta obtenidas del modelo para

la evaluacion de las variables temperatura, Rss y concentracion de acido acético glacial.
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Flavonoides

mg EE/g CS

-7

Bl <625
= <5,25
<425
B <3,25
Bl <225

Figura 30. Superficie de respuesta del DCC del rendimiento de
flavonoides en funcidn de las variables temperatura y Rss.
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Figura 31. Superficie de respuesta del DCC de rendimiento de flavonoides
en funcion de las variables Rss y concentracion de acido acético.
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Flavonoides

mg EE/g CS
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Bl <46
B <41
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Figura 32. Superficie de respuesta del DCC del rendimiento de flavonoides en
funcion de las variables temperatura y concentracion de acido acético.

Como se puede observar la Figura 30, la temperatura tiene una fuerte influencia en la
extraccion, ya que los valores de la concentracion de flavonoides se incrementan al aumentar
la temperatura, lo cual se relaciona en lo indicado con el diagrama de Pareto de la Figura 29
y la ecuacion [16]. Asimismo, se aprecia como el maximo de concentracion de flavonoides
se produce a 50 °C, que fue la mayor temperatura evaluada. De acuerdo con
Cuevas et al. (2017), la extraccion a altas temperaturas acrecienta la eficiencia, debido a un
aumento de la permeabilidad de las paredes celulares, a su degradacion con liberacion de su
contenido, un crecimiento de la solubilidad y transferencia de masa, incremento de energia,
disminucién de la viscosidad del solvente y acrecentamiento de su volumen, asi como

reduccion de la tension superficial.

También, se favorecen las reacciones de hidrélisis y de ruptura de complejos, en las cuales

se encuentran integrados diversos componentes, entre estos los flavonoides. Un aumento en
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la temperatura provoca un mayor movimiento de solutos y reduce las fuerzas moleculares, lo
que disminuye la energia necesaria para romper las interacciones sustrato-solvente. Por ello,
se esperaba que la mayor extraccion de los flavonoides se lograra a las mayores temperaturas,

lo que coincide con los resultados mostrados en las superficies de respuesta obtenida.

Es importante mencionar que, con este incremento de la temperatura, la integridad de los
compuestos puede verse afectada. Efectivamente, segun Chaaban et al. (2017), los
flavonoides tienen su punto de degradacioén térmica por encima de los 70 °C e, incluso,
algunos por encima de 100°C, aunque este efecto depende de otras variables, por ejemplo: el
tipo de sustrato, la granulometria, la composiciéon proximal y de la interacciéon de estos

flavonoides con otras moléculas.

En la Figura 30, se observa como un crecimiento en la Rss causa un aumento del contenido
de flavonoides, ademads, mientras que con lo mostrado en la Figura 31, se observa una leve
disminucién de flavonoides al aumentar la Rss. En este sentido, Cuevas et al. (2017) explica
que, por un lado, se espera que un aumento en la Rss acentte el rendimiento de la extraccion,
porque al haber mas solvente, este tiene mayor capacidad de extraer el soluto, por la relacion
entre ellos. Por otro lado, si esta relacion es muy alta, se da un efecto de dilucion del

compuesto.

Mientras, en la superficie de la Figura 32 se aprecia como a mayor temperatura, aunada con
concentracion baja de acido acético, se produce la mayor extraccion de flavonoides, lo cual
se puede deber al efecto conjunto de ambas variables, a pesar de que dicha interaccion no es
significativa. Parte de este efecto, se puede explicar por una mayor solubilidad, por la
hidrolisis de compuestos y por una mayor ruptura celular (Watson, 2019; Spencer et al.,

2000).

En el estudio realizado por Vu et al. (2016), se reporta que, dentro de las variables estudiadas,
el orden impacto en la extraccion es el siguiente: concentracion de acetona > tiempo de
extraccion ultrasonido > temperatura > Rss, lo cual coindice con los resultados del presente

estudio.
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La informacion obtenida se resume en la ecuacion [17] la cual toma en cuenta los valores
reales de las variables con todos los factores (significativos y no significativos), se muestra

a continuacion:

, myggg\ _ _ 2 2 _
) ) SS ) SS ) 4
Flavonoides (—g CS) = —1,33+0,623R.. —0,00237 R..2 + 0,149 T + 0,00097 T

3,64 CAA+ 0,777 CAA%> —0,0197 Ry, + T — 0,00487 Ry, x CAA + 0,0535 T « CAA [17]

La otra variable respuesta estudiada en el DCC fue el rendimiento de extraccion de la rutina,
dado que se ha reportado es un flavonoide mayoritario en las musaceas. Los resultados

obtenidos se muestran a continuacion:

Los factores que resultaron significativos para la extraccion de rutina se muestran en el

diagrama de Pareto mostrado en la Figura 33.

Rutina

(1)RSS
(g solvente/g sustrato) -

Ré9

(g solvente/g sustrato)
@

(2)Temperatura (°C)(L)

Soncentraciéon acido acético glacial
(% m/m)Q)

1Lby2L

2Lby3L

;oncentraciéon acido acético glacial
(% m/m)(L)

1Lby3L

Temperatura (°C)(Q)

p=,05
Efecto Estimado Estandarizado (Valor Absoluto)

Figura 33. Diagrama de Pareto del efecto de las variables de extraccion
en el rendimiento de rutina.

A partir de los resultados obtenidos, se obtuvo la siguiente ecuacion [18] con todos los
factores (significativos y no significativos) de las variables normalizadas (basadas en los

valores -a, -1, 0, 1, +a del DCC) del modelo que describe la extraccion rutina.
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mg rutina
gcs

0,48 CAA%* — 0,55 R, * T + 0,33 RSS « CAA + 0,49 T « CAA [18]

Rutina ) =16,02 + 1,19 Rgs — 0,80 Ry,* + 0,51T + 0,22 T% — 0,28CAA -

En el diagrama de Pareto y en la ecuacion del modelo, se puede apreciar como los factores
lineal y cuadratico de la Rss son los mayores contribuyentes en el modelo, uno positivo y el
otro negativo; seguido se encuentra el factor de la temperatura que afecta de forma positiva
la concentracion de rutina, en tanto que la concentracion de acido acético cuadratica provoca
un efecto negativo. Finalmente, se presentan dos interacciones: Rsscon T y con CAA. El
coeficiente mas alto, en forma positiva, es el asociado a la variable Rss y el mas bajo, de

manera negativa, es el asociado a la concentracion de 4cido acético al cuadrado

En las Figuras 34 a 36, se muestran las superficies de respuesta obtenidas del modelo que
describe el rendimiento de rutina obtenido en funcidén de las variables temperatura, Rss y

concentracion de acido acético glacial.

Rutina

ng Rut/g CS

M > 18
<8
B <16
<14
<12
B < 10
Bl <8

Figura 34. Superficie de respuesta del DCC del rendimiento de
rutina en funcion de las variables temperatura y Rss.
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Rutina

pg Rut/g CS

I > 18
B <18
[1<16
B <14
B <12

Figura 35. Superficie de respuesta del DCC del rendimiento de rutina en
funcion de las variables temperatura y concentracion de acido acético.

Rutina

pg Rut/g CS

-6
B <15
<13
<11
B <o
<7

Figura 36. Superficie de respuesta del DCC del rendimiento de rutina
en funcion de las variables concentracion de acido acético y Rss.
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En las superficies de respuesta de las Figuras 34 y 36, se observa como la cantidad de rutina
extraida aumenta con el valor de la Rss y alcanza un maximo para la relacion 14:1, con
valores de CAA y T altos. Como se explico con los flavonoides, un incremento de la Rss
acrecienta los rendimientos de extraccion de compuestos fenolicos; no obstante, llega un
punto donde se alcanza un maximo y la concentracion comienza a decaer, debido a un efecto
de dilucion (Cuevas et al., 2017). Lo anterior se debe a que, al haber mas solvente, éste tiene
mayor capacidad de extraer el soluto, efecto contrario, si hay demasiado solvente, se agota

el soluto y la eficiencia decae, por un efecto de dilucion (Cuevas et al., 2017).

Por otra parte, en cuanto al efecto de la concentracion de acido acético sobre la extraccion de
flavonoides y rutina (Figuras 35 y 36), se evidencia un maximo de rutina para una CAA
alrededor de 0,8 %, lo cual se explica de igual manera que en los flavonoides, una pequena
cantidad puede permitir hidrolisis de los compuestos que tienen polifenoles ligados; sin
embargo, llega un punto de inflexion y la adicidon de acido puede ser contraproducente, hasta

degradar los polifenoles; asimismo, propiciar reacciones en medio acido.

También, en las Figuras 34 y 35 se demuestra como al aumentar la temperatura se logran
mayores extracciones de rutina, especialmente a valores altos de acido acético, lo cual se
evidencia en un factor de interaccion en la ecuacion [17]. De acuerdo con Cuevas et al.
(2017), este efecto de la temperatura se comporta de igual modo que en los flavonoides, como

ya se explico antes.

Dicho lo anterior, los resultados obtenidos se pueden resumir en la ecuacion [19] que
contempla los verdaderos valores de las variables con todos los factores (significativos y no

significativos), la cual se muestra a continuacion:

Rutina (%) =—7,06 + 4,10 Rgs — 0,141 R,;Z + 0,00481T + 0,0033 T% —

5,406CAA — 5,386 CAA% — 0,0278 Ry, » T + 0,466 RSS x CAA + 0,197 T « CAA [19]

75



5.4.2 Condiciones 0ptimas para la extraccion de flavonoides y rutina

Mediante el programa estadistico Statistica 7 (Statsoft®, USA), se aplico la funcién de
deseabilidad, con la que se pueden analizar, simultineamente, las respuestas del rendimiento
de flavonoides y rutina, con el objetivo de encontrar un valor que optimice ambas variables.
El valor de deseabilidad varia entre O y 1, y representa la cercania de una respuesta a su valor
ideal, en la que una deseabilidad de 1 indica que la respuesta alcanza el valor 6ptimo o ideal
(Raissi y Farsani, 2009). Al optimizar las condiciones de extraccion, a partir de los modelos
de regresion, se obtienen los valores que se muestran en el Cuadro X VI, para cada una de las
variables respuesta estudiadas. Cabe destacar que, en este cuadro, se muestran las
condiciones Optimas de extraccion tanto para cada variable independiente (flavonoides y
rutina), como las condiciones para obtener una mejor extraccion de ambos compuestos de

forma simultanea, de acuerdo con la funcion de deseabilidad.

Cuadro XVI. Condiciones 6ptimas de extraccion de flavonoides y rutina de forma individual

y combinada predichas por la superficie de respuesta del modelo cuadratico

Factor del modelo Flavonoides Rutina Ambos compuestos
Rss (g solv/g sust) 8 12 8
T (°C) 50 50 50
Cn AA (g/100 g) 1,00 1,00 0,75
Deseabilidad 1,00 1,00 0,975
Prediccién 5,26 mg EE/g CS | 18,16 pg rutina/g CS 175’ ’11(;7 :;gn];:t]lgrig /ggs

Como se puede observar en los graficos de la Figura 37, el comportamiento de extraccion de
los flavonoides y la rutina presenta diferencias importantes. En primer lugar, un aumento en
la Rss hasta valores de 10-12 favorece el rendimiento de la rutina, pero provoca una
disminucién en el rendimiento de flavonoides, teniendo como un punto 6ptimo para ambas,
un valor de 8. En segundo lugar, en el caso de la temperatura, para ambas variables, se obtiene

la mejor extraccion con el valor maximo de 50 °C. Finalmente, un incremento en la
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concentracion de acido acético anadido favorece el rendimiento de rutina, en tanto el

rendimiento de flavonoides varia muy poco, con un valor 6ptimo en conjunto de 0,75 %.

En la Figura 37 y en el Cuadro XVI, se resumen las condiciones dptimas de extraccion. Por
su parte, con la funcion de deseabilidad, se corre un modelo que englobe la maximizacion de
ambas variables, el cual da un valor de Rss de 8:1, temperatura de 50 °C y concentracion de
acido acético de 0,75 %. Asimismo, se observa como la actividad optimizada de ambas
variables no quiere decir el maximo para las dos, esto porque las variables estudiadas tienen

comportamientos diferentes.

Rss Temperatura (°C) Cn Ac Acetico Deseabilidad
(g solvente/g sustrato) (% m/m)
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i @
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- ; ]
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Figura 37. Gréficas de la funcion de deseabilidad y comportamiento de las diferentes
variables bajo el modelo de optimizacion.
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5.4.3 Validacion del modelo del DCC

En el Cuadro XVII, se presenta el rendimiento de flavonoides y rutina obtenido en los
extractos, en corridas experimentales realizadas por triplicado, bajo las condiciones Optimas

de extraccion y junto con el valor predicho por los modelos.

Cuadro XVII. Comparacién entre la concentracion de flavonoides y rutina predichas por los
modelos con las obtenidas en las corridas de verificacion, con las condiciones Rss de &,

temperatura de 50 °C y 0,75 % de 4cido acético.

Valor Flavonoides Rutina
(mg EE/g CS) (ng rutina/g CS)
Predicho por el modelo 5,17+0,91 17,10 £ 1,80
Experimental en corridas de validacion 5,02 +£0,28 17,72 £ 2,91

para n = 3, nivel de significancia o = 0,05

Como se aprecia, el rendimiento de flavonoides y rutina, en los extractos de las corridas de
validacion y los predichos por los modelos, se traslapan, por lo que dichos modelos logran
predecir, de forma correcta, el comportamiento de la extraccion de flavonoides y rutina de la
cascara de platano verde. En la Figura 38, se muestran los extractos obtenidos bajo las

condiciones de operacion de maxima deseabilidad (Optimas).

Figura 38. Extractos de flavonoides y rutina obtenidos de la cascara de platano verde
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Como parte del andlisis de las mejores condiciones de extraccion o, en el Cuadro XVIII se

muestra una comparacion de los resultados obtenidos con otros estudios de la literatura.

En primer lugar, las investigaciones mostradas apuntan a una preferencia de usar mezclas
acetona-agua que rondan en proporciones 50-90 % como solvente de extraccion y, como se
explicd con anterioridad, se da por la polaridad en conjunto de los solventes, es decir, la
polaridad que logran tener juntos el agua y la acetona a estas concentraciones. Cabe
mencionar que otros autores utilizan mezcla de etanol o metanol; sin embargo, este ultimo
no es recomendable para fines alimentarios.

Cuadro XVIII. Condiciones 6ptimas de extraccion polifenoles y flavonoides de diferentes
estudios en musaceas

Tem?oecr;ltura Solvente Rss Acidez Referencia
0/ Ani
50 Acetona-agua 55:45 8:12 0,75 ,/O.aCIdO Presente trabajo
acctico
50 Etanol - agua 54: 46 13,3:1° nr Araujo et al., 2016
30 Acetona -agua 60:40 12,5:1° nr Vuetal, 2016
o 7 -
nr Metanol- agua 50:48.5 | 20:1° | 12 72490 | Gomes or ar, 2014
férmico
nr Acetona-agua 70:30 y 90:10 | 10:1° nr Yee et al., 2016
nr Acetona-agua 80:20 10:1° nr Aboul et al., 2016
40 Etanol-agua 95:5 10:1° nr Espinoza et al., 2017
0/ An~i
nr Acetona-agua 50:49 20:1° ! A)la.c ido Passo et al., 2015b
acetico
40 Etanol-agua 10:90 nr nr Babbar et al., 2011
) Gonzalez-Montelongo
nr Aceton-agua 1:1 nr nr etal., 2010

# g solvente: g sustrato, 5 mL solvente: g sustrato, nr: no reportado

De igual modo, en el presente trabajo se obtuvo un valor 6ptimo de Rys de 8 g solvente/g de
sustrato, que es similar al reportado por diversos autores en extractos de cdscaras de musaceas
(Yee et al., 2016, Aboul et al., 2016, Espinoza et al., 2017). Sin embargo, en esta
investigacion se trabajo con proporciones de masa, por lo que el resultado obtenido no es

estrictamente comparable con estos estudios, dado el cambio en la densidad de los solventes.
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No obstante, se puede aportar que los valores 6ptimos van de 10 a 20 mL solvente: g sustrato
y el obtenido es de 8:1 g solvente: g sustrato (tedéricamente seglin la densidad de una mezcla
55:45 acetona- agua da como resultado aproximadamente 7 mL solvente: g sustrato, menor

a los resultados de la literatura).

A su vez, la temperatura Optima obtenida fue de 50°C. En comparacién con otras
investigaciones realizadas, se advierte que algunos autores tienen, como valor optimo,
temperaturas de 30-50°C (Araujo et al., 2016, Vu et al, 2016, Espinoza et al, 2017,

Babbar et al., 2011), valores iguales o menores al empleado en el presente andlisis.

Finalmente, el uso de un medio &cido en extraccion es poco mencionado en investigaciones
previas, de las cuales se encuentra el uso de acido férmico y acético alrededor de 1 %; este

ultimo es el concluyente y equiparable con el utilizado en esta investigacion.

De esta manera, se puede definir que las condiciones obtenidas en el apartado anterior son
las Optimas para obtener un extracto con compuestos antioxidantes a partir de cdscaras de
platano secas las cuales han sido previamente estabilizadas y sometidas a un tratamiento para
la obtencion de un sustrato y su posterior extraccion. Estos valores dan una oportunidad para
evaluar la aplicacion industrial de este método de extraccidon, mostrando de forma clara el

impacto de las variables analizadas en el ultimo apartado.

5.5 Caracterizacion fisicoquimica del extracto.

En el Cuadro XIX, se presentan los resultados de la caracterizacion del extracto de
flavonoides obtenido a partir de la cascara de platano verde bajo las condiciones de

extraccion optimas.
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Cuadro XIX. Composicion del extracto de la cascara de platano obtenido con las
condiciones de operacidon Optimas: (solvente acetona-agua 55:45, Rss 8:1 g solvente/g sus,
T =50 °C y concentracion de acido acético 0,75 % m/m).

Componente' Valor

| Fructosa (g/100 g) 0,11 + 0,01
Glucosa (g/100 g) 0,08 + 0,01
Sacarosa (g/100 g) 0,03 + 0,02
Solidos totales (g/100 g) 1,0 + 0,1
Cenizas (g/100g) 0,23 + 0,01
Polifenoles totales (PFT) (mg EAG/100 g) 270 + 114
Flavonoides (mg EE/100 g) 69 + 4
Rutina (ug /100 g) 246 + 41
H-ORAC (nmol TE/100 g) 272 + 131

| Acidez titulable (g acido acético/100 g) 0,68 + 0,01

Promedios + incertidumbre expresada con el intervalo de confianza del 95 %. n = 3. Los valores son reportados por 100 g de extracto

En primer punto es importante observar el contenido de s6lidos es de 1 + 0,1 g/100 g extracto,
donde se encuentran azlicares, cenizas, entre otros y por consiguiente lo demas es solvente
(acetona-agua). El contenido tanto de azucares simples como de cenizas en el extracto es
relativamente bajo (menor del 0,5 % del extracto), es decir la mitad de los so6lidos totales, lo

cual indica un bajo contenido de impurezas.

Ahora bien, en cuanto al contenido de PFT puede ser variable, dado que el método de analisis
empleado puede cuantificar otras sustancias reductoras (no es totalmente selectivo para
polifenoles), por ejemplo, proteinas, tioles, derivados de vitaminas y iones inorganicos
(Everette et al., 2010; Cuevas et al., 2017). Ademas, en la literatura, se mencionan diversos
valores de polifenoles en extractos de cascara de platano, los cuales se citan en el

Cuadro XX.
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Cuadro XX. Recopilacion de investigacion de contenido de polifenoles totales en
extractos de cdscara de muséceas.

Fenotipo Madurez P((:rlligfeélglés/ t;:zlse)s Referencia
AAB 1 2,7 Presente estudio
AAB 1 7,71 Agama et al., 2015
AAB 7 3,98-13,0 Sulaiman et al. 2011
AAA 7 2627 Gonzale;il’\dzo()rllt(e)longo et
AAA 5 29,2 Gomez et al., 2014
NR NR 10,91 Anjum et al., 2014

NR: no reportado

El contenido de PFT, para el extracto obtenido, fue en 2,70 mg EAG/g ms que es menor a
los valores reportados en otros estudios para extractos en cdscaras de muséaceas. Esta
diferencia se puede atribuir a la variedad del platano, madurez, caracteristicas fisiologicas,
forma de extraccion, solvente, variables de extraccion, entre otras, pero corrobora que tanto

la cascara y el extracto son una fuente importante de polifenoles.

Cabe destacar que en el Cuadro XX se observa que las musaceas del tipo AAA reportan
mayor cantidad de PFT en los extractos de cascara, en comparacion con las del tipo AAB,
como la del presente estudio, Sin embargo, es una aseveracion que se debe someter a
investigacion posterior, ademas de tomar en cuenta la madurez de las matrices investigadas,

tratamiento de la muestra, métodos de extraccion, entre otros.

Es importante recalcar que la metodologia empleada en esta investigacion permite obtener
un extracto con un contenido considerable de polifenoles totales, a pesar de ser un método
que conlleva ciertas desventajas al dado que la estabilizacion y procesamiento se realizan a
escala piloto, por ejemplo: menor control de las variables como lo es el secado y la molienda,
en comparacion con un tratamiento de la muestra a nivel de laboratorio, por lo que

estrictamente no se puede comparar con muchas de las investigaciones. Asimismo, la
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informacion obtenida recalca que si bien, los valores obtenidos son bajos se pueden
consideran buenos para una prueba a escala piloto y pueden estar sujetas a otras variables,
por lo que se recomienda el estudio de que variables afectan a escala piloto y las posibles

implicaciones en un escalamiento industrial.

A continuacion, en el cuadro XXI, se muestra una serie de resultados de flavonoides

reportados por diversos autores en extractos de cascaras de musaceas.

Cuadro XXI. Recopilacion de investigaciones de flavonoides en extractos céscara de
platano

Fenotipo Cantidad Unidades! Referencia
AAB 69 mg EE/ 100 g ext Presente estudio
NR 320 mg QE/100 g ext Fidriany et al. 2018
AAA 75,97 mg RE/100 g ext Singhal y Ratra, 2013

1EE: Epicatequina equivalente, QE: Quercetina equivalente, RE: Rutina equivalente

Respecto al contenido de flavonoides en el extracto, se obtuvo un contenido promedio de
69 mg EE/100 g extracto. En el cuadro XXI a su vez, se muestran diversos valores obtenidos
por otros autores. De esto, se observa que es inferior a los reportados y muy cercano a lo
reportado por Singhal y Ratra, 2013. Sin embargo, no es comparable dada las diferentes
unidades con las que se reporta el contenido de flavonoides (equivalentes de diferentes
flavonoides). A su vez, las diferencias también se deben a la especie de musécea, cultivar,
zona de cultivo, forma de tratamiento, extraccion y analisis, entre otros. No obstante, como
se comento6 en el apartado de polifenoles totales, la investigacion en curso no es estrictamente
contrastable con las demds dado a que en estas investigaciones el tratamiento de la muestra
se realizo a nivel de laboratorio, mientras que el presente estudio se realizo a escala piloto
(estabilizacion- secado- molienda). Finalmente, cabe agregar que el presente estudio es un
proceso piloto que se puede escalar para obtener industrialmente un extracto con una cantidad

de compuestos bioactivos importantes dando resultados prometedores.
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En seguida, en el cuadro XXII se muestra una recopilacion de la concentracion de rutina en

diferentes extractos de cascaras musaceas.

Cuadro XXII. Recopilacién de investigaciones de concentracion rutina en extractos de
cascara de musaceas

Fenotipo Madurez s Ru(t?ianI:/i(i?lg & ext) Referencia
AAB 1 246 Presente estudio
AAB NR 482 Passo Tsamo et al., 2015b
AAA NR 1110-2300 Kanazawa et al., 2000
NR NR 242-618 Aboul et al., 2016.

NR. No reportado
El resultado de la cantidad de rutina en el extracto del presente estudio fue de 246 ng/100 g

extracto. Se observa como el valor obtenido es relativamente menor respecto a los reportados
en el cuadro XXII, con excepcion del reportado por Aboul et al., 2016. Sin embargo, esta
comparacion queda sujeta a variables como: muestra, madurez, tratamiento, forma de
extraccion, entre otros. Asimismo, al indagar mds en la literatura, se nota que las
investigaciones utilizan para el calculo la suma de varios glicosidos o rutindsidos especificos,
mientras que, en este estudio, se empled quercetin-3-rutinosido (rutina), por lo que se debe

conocer esto para una adecuada comparacion.

Por su parte, en la investigacion de Gomes et al., (2014), basada en cascara de bananos
(Musa sp. AAA), de madurez 5, reporta un total de 128,7 pg/g cascara de suma de
rutinosidos. De estos, 38,44 ng/g cascara corresponden a la quercetin-3-rutinosido, el cual
estrictamente no es comparable con el obtenido en el extracto, pero si con el obtenido extraido
de las cascaras en la optimizacion del modelo (17,71 pg/g CS, Cuadro XVII). De esta manera,
se puede comparar la cantidad de quercetin-3-rutin6sido con el obtenido por dicho autor y
evidencia como se obtuvo alrededor de la mitad. Asimismo, dadas las condiciones del

procesamiento pudieron existir condiciones a escala piloto que afectaran la obtencion de
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mayores valores. Sin embargo, se puede considerar un valor importante de concentracion de

rutina para ser un proceso a nivel piloto y dar precedente a futuras investigaciones.

A continuacién, en el cuadro XXIII, se muestra informacion del H-ORAC reportado en

musaceas.

Cuadro XXIII. Recopilacion de investigaciones de ORAC en musaceas

H-ORAC Observacion Fuente
272 (uM TE/100 g ext) Extracto, madurez grado 1 Presente estudio
436 (uM TE/ g muestra) Cascara, madurez grado 5 Gomes et al., 2014

Referente a la capacidad antioxidante reportada como H-ORAC se exhibe, en el cuadro XIX,
un valor obtenido de 272 umol/100 g extracto. Al realizar una busqueda de investigaciones
similares se encuentra que hay escasa informacion de mediciones de H-ORAC en extractos
de muséceas y la informacion mas cercana es el ORAC de céscaras secas, pero de diferente
madurez reportada por Gomes et al., (2014). Por tanto, no se puede comparar de manera
directa, sin embargo, haciendo los céalculos respectivos de la cantidad usada de CS para dicha
extraccion, se puede obtener un valor comparable con el de Gomes et al., (2014), obteniendo

que posee 24 umol/g CS el cual es considerablemente menor.

Cabe destacar que el extracto de este trabajo se obtuvo una sola etapa de extraccion, por lo
que la cantidad de antioxidantes extraidos es limitada en comparacion con extracciones
sucesivas. De igual forma, se espera que los valores de actividad antioxidante sean mas bajos
para la céscara verde (no madura), ya que el contenido de compuestos bioactivos y la
actividad antioxidante, generalmente, aumentan durante la maduracion de la fruta (Barcia et
al.,2010); asimismo, depende mucho de la cantidad de pulpa y cascara presente en el sustrato
(al momento de pelado, la cascara arrastra secciones almidonosas de la pulpa); entre mayor
proporcion de céscara, mayor cantidad de compuestos antioxidantes (Someya et al., 2002;

Sulaiman et al., 2011).

85




98

"SOJ}0 OIJUD ‘UQIIILIIXS OP SOPOIQUI SO OWOD [SB ‘SOPIOUOAR[J
op pepriqruodsip e[ Jejooye uapand ojensns [9p uorOUqO B[ Ud sepedjdwd souoroerodo sey
anb ud eu10] B[ UL sew Jezipunjoid opand s ‘03sd © opeuny ‘e[nonted op ouewe) J0ABW UOD
SEPIUQJAI SAUOIOIRI) SB[ JO[OW B JIOA[OA A ‘OPIULJAp ouewe) 9p e[[ew eun Jod oprudiqo oajod
ud 030npoid [0 JeZIwe) BPUANUOIAI 3S ‘09UZOoWOY Sew Ojensns un 1oudlqo ered ‘sewopy
"uorO0BNXd Op 0s3%01d 9 sew une Jeziwundo BISIP S IS ‘OIMNJ [ U IsIerpmsd errpod
‘SOPIBIXd SIPIOUOAR[J 9P OPIUAUOD [ UD SAI0IIBJ SOIS OP 0193Jd [ "UQIdRNXd p sedejd
Op oIoWMU [ A UQIdORNXd 3P odwdr [d ‘01eNSNS [OP PEPIAUISOWOY] B] OWIOD SI[B) ‘SOPIRI)X
SOPIOUOAB[J OP UQIOBNUAJUOD [ Ud Jeroudnjul udpand eropisuoo os anb sarojoej soasnu

uoJo1dms ‘ofeqen ojudsaxd [0 Ud OpeZI[LAI UQIOOBNX P 0Sd01d [o JueInp ‘UAQ BIOYY

‘0714 U1 SOIPNISI AP SOPOIIW
SOIUAIIJIP JRUIQUIOD BPUSNOIAI S “QIUAW[BMIR ‘O[3 104 (€107 v 72 ode X ) SO[AIunNsuoo [e
OWSIUESIO [d Ud JJUBPIXONUE 0}09)9 [ uejudsardar ou anb of 10d ‘SOpeION[OAUT SOWSIUBIIW
9P OWO0D ISB ‘SBAIIORAI SA103dSd A SIQI] SI[BIIPRI Op PEPILIBA URIS UJ)SIXD ‘ISB [UBIUINIUD
3s anb [2 ud orpawi B A SB[NOY[OW SBIAID B SOO1J103dsad uos anb ‘sajueprxonue ap vroudsaid
Ud UQIdIqIUUI B] A S2IQI] SO[BOIPRI OP UQIOIPAW B[ UD BPESEq ©)S? 9JUBPIXONUR PEPIANIE
e[ anb opep souoroeyrwr 10U} udpand ‘oJrequud urg ‘sedOLEW dnud Jeredwod ered UJAILS

‘OVYO UOIORUILLIOND B SJUBIPAUW ‘SOPIUS}QO SOPB)NSAI SO] onb BIOPISUOD 9S ‘UIIqUIE],

(010T 7P 12 OSUO[AIUOIN-ZI[BZUOL) €007 7V 12 UIANSIN 7007
“Ip 39 BAQWOS {007 ‘Bleqryeyes A emeZRURY ‘966 7P 12 O13eQNS) S0o1j0ud) soisanduwoo
A Seurwre[0d31ed ‘saproudjored udAnjour anb sojsandwod sajueprxonue A (eunuexoydud-g £
0UQ)0IBI-(J-SUBI] ‘0UIJ0IBI-D-SUBI) OWOD SOPIOUIJ0ILd) v eurwejiaold op [erousjod sjuony eun
uos sojonpoxdgns so3sd anb opensow uey oueje[d op BIROSED AP SOIOLIIXD SO[ U sjudsaxd
sojsandwod sof JeolyrIuapI eied sopezi[eal soipmsa soT (000 ‘ereqryeyes A emezeuey| 700
“Ip 12 BAQWOS {01 0T 7V 79 OSUO[QIUOIN-ZI[BZUOL)) SOPIOUOAR[J dJua[e1oadsa ‘sojuepixonue
sojsondwod 9p uordenxd el ered duony eun 19s opond onprsar sd £ ‘duepIxonue

PEPIAIOR BUN UAUAN oueje[d Op BIRISEO Op S030BNXd SO anb opensowdp ey uoroe3NsdAul B



6. CONCLUSIONES

La inmersion de las cascaras de platano frescas en acido citrico al 1%, durante 5 min,
permite reducir la actividad de la PFO y, por lo tanto, se conservan de oxidacion los
flavonoides presentes.

La metodologia de extraccion empleada permite la obtencion de un sustrato seco
estable con contenido antioxidante y de gran potencial de aplicabilidad industrial.
La cuantificacion de flavonoides por el método de cloruro de aluminio es efectiva
para relacionar la absorbancia espectrofotométrica con la concentraciéon de
(-)-epicatequina en los extractos obtenidos a partir cascara seca de platano.

La utilizacién de una mezcla de solventes agua-acetona o agua-etanol es mas efectiva
que los solventes puros para la extraccion de flavonoides de la cascara de platano.
La proporcion de acetona-agua 55:45 produce una extraccion de flavonoides de la
cascara seca de platano con mayor rendimiento.

El modelo cuadratico del disefio de mezclas obtenido predice adecuadamente la
extraccion de flavonoides de céscara seca de platano en funcidon de la mezcla de
solventes utilizados.

La extraccion de la céscara de platano, con el solvente acidificado con 0,75% de 4cido
citrico, una Rs de 8 a 50°C, produce un extracto con un rendimiento optimo de
flavonoides de 5,02 + 0,28 mg EE/g CS y de rutina de 17,72 + 2,91 pg/g CS.

Los parametros establecidos para la optimizacion del extracto (acetona-agua 55:45,
acidificacion con 0,75% de acido citrico, una Rss de 8 a 50 °C permiten definir
condiciones para poder dar un escalamiento industrial y obtener mejores
rendimientos.

El extracto obtenido mediante las condiciones de operacidon Optimas presenta una alta
pureza y una cantidad considerable de polifenoles, flavonoides y rutina. Esto

evidencia un extracto con potencial antioxidante.
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7. RECOMENDACIONES

Evaluar otros tipos de operaciones para el tratamiento de la cascara fresca como por
ejemplo escaldado, crio-molienda, adicion directa de solventes o inmersidon con otros
agentes que permitan reducir la degradacion enzimatica de los compuestos fendlicos
y mejorar la estabilidad al deterioro en el tiempo del producto seco.

Analizar mediante la metodologia expuesta en esta investigacion otras variedades de
musaceas y con diferentes etapas de madurez.

Evaluar otras variables a lo largo de las operaciones de procesamiento del sustrato
como forma y tiempo de inmersion, forma de secado, tipos de molienda, que permitan
incrementar la eficiencia del proceso.

Evaluar la extraccion de flavonoides con otros tipos de acidos organicos seguros para
alimentos, por ejemplo: citrico, ascorbico.

Aplicar las condiciones obtenidas de extraccion para un escalamiento industrial.
Concentrar el extracto obtenido para obtener un mayor contenido de PFT y
flavonoides en el extracto.

Moler las fracciones retenidas en el tamizado, asi como evaluar el efecto de utilizar
menores tamafios de particula del sustrato en la eficacia de la extraccion.

Analizar, por HPLC, el contenido en el extracto de otros flavonoides de importancia
como catequina, epicatequina, galocatequina, quercetina, kaempferol, isoharmetina,
miricetina, laricitrina, soringetina.

Analizar el contenido de polifenoles y flavonoides no extraibles, asi como métodos
que permitan mejorar su extraccion.

Evaluar el extracto obtenido durante un tiempo determinado de almacenamiento para
comprender la estabilidad de los componentes bioactivos, asi como la estabilidad del
sustrato seco molido.

Evaluar el efecto del tiempo de extraccion, asi como el nimero de extracciones en la
concentracion de flavonoides extraida.

Se sugiere un estudio mas completo de la actividad antioxidante del extracto obtenido
mediante la combinacion de diferentes analisis in vitro.

Evaluar la posible aplicacion del extracto obtenido como aditivo en alimentos.
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9. ANEXOS

Cuadro XXIV. Datos obtenidos para la inhibicion de la PFO mediante la adicion de
diferentes cantidades de 4cido citrico.

Concentracion de acido citrico
Muestra | Réplica (%)

0,00 0,50 1,00 2,00
1,00 2,89 3,56 4,38 4,41

1,00
2,00 3,02 3,45 4,28 4,16
1,00 2,50 2,99 3,29 4,72

2,00
2,00 2,52 3,22 3,95 3,69
1,00 2,48 3,56 4,22 3,47

3,00
2,00 2,39 3,26 3,68 3,65
PROMEDIO 2,63 3,34 3,97 4,01
SD 0,26 0,23 0,42 0,49

Figura 39. Analisis de Tukey para la comprobacion de los
efectos de la inhibicidén de PFO con acido citrico.
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Figura 40. Curvas de calibracion de la determinacion espectrofotométrica

realizada con epicatequina para la determinacion de flavonoides.

Special Cubic | 042579 110429787 2 55467 5 0516934 053142 0403663/ 0912527 | 0,808439

Total Adjusted | 25 F55354 11| 2 593540 | I

Figura 41. ANDEVA para los distintos modelos de regresion aplicados a los resultados
del diseno de mezclas.
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Predicted Yalue; Var :CM; R-sqr= 89845, Adj: 831352 (Resultados 3er Obj Jesus)
O CH; M3 Residual= 5024093 '
Coeftl. | “alue | Coeff.*
Factor Value
(A)Agua 196002 0,500000( 0,330010
(Blacetona 0,62405 0,500000)0,347025
(C)etanal 0,46166 0,000000| 0,000000
AR 14,16843 0,250000( 3542108
AL 11,33999 0,000000| 0,000000
BC 324860 0000000) 0000000
Predicted 4 559144
-95 % Conf. 3419443
+55 % Conf, 5.315844
55 ,% Pred. 2 FOBEES
+95 % Pred. 7129519

Figura 42. Coeficientes de regresion del modelo cuadratico obtenido de los
resultados del disefio de mezclas

Predicted Walue; Var.:Flavanoides; R-sqr= 85635; Adj: 80307 (Resultados Ser Obj Jesus)

3 factors, 1 Blocks, 20 Runs; M3 Residual= 07419292
D% Epicat
Regressn| Value | Coeff.*
Factar Coeff Value
Constant -133146 _
(1Rss ;
(g sustrato/ g solventeil) e e R _
Rsg |
{g sustratof g sokente(l)) . b E‘LDDD" i
(2)Termperatura (PCIL) 0149300 50,000 748522
Ternperatura (*C)(Q) 0,00097 2500,000( 243039
Binen eten. 36727 0 750" 273645
(% rmém)(L) ' : :
Ch Ac Acetico
% /(] 077665 u 553" 0 43686
1L by 2L -001977| 400,000] -7 90740
1L by 3L 000487 5,000f -002922
2L by 3L 0,05357| 37 500
Predicted
-95,% Conf.
+595 % Conf.
G5 % Pred.

+95 % Pred.

Figura 43. Coeficientes de regresion y prediccion del modelo cuadratico obtenido
para la variable rendimiento de flavonoides del disefio central compuesto
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Predicted Yalue; “War.rut; R-sqr= 93667; Adj: 879657 (Resultados 3er Obj Jesus)
3 factors, 1 Blocks, 20 Runs; M5 Residual= 2906821
D rut
Regressn | “alue | Coeff.™
Factor Coeff. Value
Constant -7 08274
[1Rss
(g sustrato/ g sobentecy | 47992 8000 327660
Rss
(q sustrato/ g sobente(@) | 014142 64,0001 -9 0503
(ZiTermparatura (PCYL) 000431 50000( 02403
Termperatura (*CHQ) 000330 2500000 82378
(ikDg Felieo 540580 0750| -40544
(% mim)(L) ' ' )
Cn Ac Acetico
(% m/m)(Q) -5,38645 0563 -30299
AL by 2L -0,02783] 400,000 -11,1324
1L by 3L 046617 g.000) 27970
2L by 3L 0159665 37500| 73745
Predicted ] 17,1054
-9 ~anf. 15,7694
+95,% Conf, 18 4409
96,% Pred. 15 3091
+55 % Pred. 18 5017

Figura 44. Coeficientes de regresion y prediccion del modelo cuadratico obtenido
para la variable rendimiento de rutina del disefio central compuesto

Cuadro XXYV. Analisis fisicoquimico realizado al extracto final

Extracto de

Extracto de

Extracto de

Analisis cascara de cascara de cascara de Método Empleado
platano #1 platano #1 platano #1
f;(::f:sta(gglcomo (0,693 £ 0,044) | (0,667 £0,043) | (0,683 +0,044) | 950.15 AOAC, P-SA-
4cido acético) g/100 g g/100 g g/100g MQ-011*
Fructosa (0,111 £ 0,016) (0,103 £ 0,014) (0,096 £ 0,013) | HPLC-RID, P-SA-MQ-
g/100 g 9/100 g g/100 g 006*
Glucosa (0,080 £ 0,013) (0,087 £ 0,014) (0,069 £ 0,011) | HPLC-RID, P-SA-MQ-
g/100 g g/100 g g/100 g 006*
Sacarosa (0,0370 + (0,0429 + (No detectable | HPLC-RID, P-SA-MQ-
0,0040) g/100g | 0,0051)g/100g <0,015) g/100 g 006*
Ceniza (0,232 £ 0,017) (0,242 £ 0,018) (0,217 £ 0,016) 950.14 AOAC, P-SA-
g/100 g g/100 g g/100 g MQ-004*
Humedad (99 £ 14) g/100 (99 £14)g/100g | (99 +14)g/100 g 950.27 AOAC’*P'SA'
g MQ-002
Georgé, S. Brat, P.
Polifenoles totales (2005). J Agric. Food
(equivalentes de (rio?ﬁ)(; 6) (;8‘/‘1331) (riz‘/‘f(')g 8) Chem. 53, 1370-
acido galico) gkl g grth g 9rtv g 1373.y 2017.13
AOAC.P-SA-MQ-048
Espectrofluorometria,
ORAC hidrofilico basado en J. Agric.
(equivalente de éarfj /?02095)3 s%ocjﬁgosg ;E:n4£/110106g)g Food Chem, (2002),

Trolox)

50, 4437-4444. P-SA-
MQ-037
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