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RESUMEN

Las técnicas de extracciéon convencionales requieren tiempos de extraccién prolongados
ademads del uso de disolventes téxicos y volatiles. De este modo, los disolventes eutécti-
cos profundos naturales (NaDESs por sus siglas en inglés) surgen como alternativa para
reducir o sustituir la aplicacién de disolventes orgédnicos tradicionales. Asimismo, se ha
demostrado que el ultrasonido de potencia favorece la transferencia de masa, mejorando
asi el proceso de extraccién. Hasta ahora existen pocas investigaciones que evalten y op-
timicen el efecto conjunto de la extraccion asistida con ultrasonido (EAU) con NaDESs.
En este sentido, el presente trabajé estudio el uso de un NaDES conformado por 4cido ci-
trico y fructosa en la EAU para la obtencién de compuestos fenélicos presentes en cscara
de mango (Mangifera indica L. cv manila), definiendo una metodologia de tres etapas.

En la primera etapa se realiz6 la sintesis, caracterizacién y eleccion de los NaDESs. Se
midieron sus propiedades fisicoquimicas en funcién del contenido de agua (2040 %, v/v)
y se evaluaron mediante las técnicas FTIR y micro-Raman para determinar la formacién
del NaDES. Los resultados sefialan que la adicién de agua modificé significativamente las
propiedades fisicoquimicas de la mezcla 4cido citrico y fructosa, sin embargo, el anélisis
espectroscopico indicé que no afecta su estructura quimica, sefialando asi que se obtuvo
un compuesto eutéctico. En seguida, para elegir el NaDES que se utiliz6 en la fase de
optimizacién, se prepararon extractos mediante agitacion convencional y se cuantificé su
contenido de compuestos fendlicos totales (CFT) por el método de Folin—Ciocalteu y su
actividad antioxidante (AA) aplicando los ensayos DPPH y ABTS. El NaDES con 40 %
de agua (NaDES-40) fue el mds adecuado para el proceso de extraccion, registrandose un
contenido de CFT de 6525.80+214.35 mg equivalentes de dcido gélico/100 g muestra seca
(GAE, por sus siglas en inglés) con una AA de 161.338+1.480 mg TROLOX/100 g muestra
seca y 998.08+2.89 mg TROLOX/100 g muestra seca para DPPH y ABTS, respectivamente.

Durante la segunda etapa se evalu6 el impacto y la interaccién de las variables tiempo
(10-30 min), temperatura (20-60 °C) y aplicacién de ultrasonido de potencia en la ob-
tencion de CFT y su AA utilizando etanol como disolvente de referencia, todo ello para
optimizar el proceso de extracciéon empleando el NaDES elegido previamente. La com-
binacién de variables 6ptimas que brind6 la mayor cantidad de CFT mediante el uso de
NaDES-40 fueron 60 °C durante 16.7 minutos sin la aplicacién de ultrasonido (6789.34 mg
GAE/100 g muestra seca). Por otra parte, la mayor AA registrada a partir de las condi-
ciones 6ptimas fue 175.673 mg TROLOX/100 g muestra seca (30 minutos y 37.4 °C bajo
EAU) mediante el ensayo DPPH y 029.80 mg TROLOX/100 g muestra seca (19.5 minutos
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y 20 °C mediAnte extraccién convencional) para el ensayo ABTS. En comparacién con el
etanol, el uso del NaDES-40 permite recuperar un contenido de CFT hasta 1.7 veces ma-
yor, con una AA hasta 8 veces mayor. Los modelos de regresién cuadréaticos calculados
mostraron coeficientes de determinacién R? en el rango de 0.732 a 0.984, indicando un
ajuste adecuado de los datos pronosticados.

En la tercera y tltima etapa, se identificaron y cuantificaron algunos compuestos fenoli-
cos empleando las técnicas HPLC y micro-Raman. Los espectros micro-Raman sefialaron
la presencia de carotenoides, mientras que los cromatogramas advierten la presencia de
acido gélico y quercetina en los extractos 6ptimos. En ambas técnicas, el contenido varia
en funcién de las condiciones de extraccién aplicadas.

Por consiguiente, el uso de un NaDES constituido por acido citrico y fructosa podria
considerarse una alternativa apropiada e interesante para potenciar la extraccién de com-

puestos fendlicos con alta actividad antioxidante presentes en cdscara de mango manila.

II



ABSTRACT

Conventional extraction techniques require long extraction times in addition to the use
of toxic and volatile solvents. Thus, natural deep eutectic solvents (NaDESs) emerge as an
alternative to reduce or replace the application of traditional organic solvents. Ultrasound
has also been shown to enhance mass transfer, thus improving the extraction process. So
far, there is little information evaluating and optimising the effect of ultrasound-assisted
extraction (UAE) with NaDESs. In this sense, the present work studied the use of a NaDES
consisting of citric acid and fructose in UAE to obtain phenolic compounds in mango
(Mangifera indica L. cv manila) peel, defining a three-step methodology.

In the first stage, the NaDESs were synthesised, characterised and selected. Their phy-
sicochemical properties were measured as a function of water content (20-40 %, v/v) and
evaluated by FTIR and micro-Raman techniques to determine NaDES formation. The re-
sults indicate that the addition of water significantly modified the physicochemical pro-
perties of the citric acid-fructose mixture, however, spectroscopic analysis indicated that
it did not affect its chemical structure, thus indicating that a eutectic compound was for-
med and not a solution. Next, to choose the NaDES to be used in the optimisation phase,
extracts were prepared by conventional shaking and their total phenolic compound (TPC)
content was quantified by the Folin-Ciocalteu method and their antioxidant activity (AA)
by applying the DPPH and ABTS assays. NaDES with 40 % water (NaDES-40) was the
most suitable for the extraction process, registering a TPC content of 6525.80+214.35 mg
gallic acid equivalents/100 g dry sample (GAE) with an AA of 161.338+1.480 mg TRO-
LOX/100 g dry sample and 998.08+2.89 mg TROLOX/100 g dry sample for DPPH and
ABTS, respectively.

During the second stage, the impact and interaction of the variables time (10-30 min),
temperature (20-60 °C) and application of power ultrasound in obtaining TPC and its
AA using ethanol as reference solvent were evaluated in order to optimise the extraction
process using the previously chosen NaDES. The combination of optimal variables that
provided the highest amount of TPC using NaDES-40 was 60 °C for 16.7 min without the
application of ultrasound (6789.34 mg GAE/100 g dry sample). On the other hand, the
highest AA recorded from the optimal conditions was 175.673 mg TROLOX/100 g dry
sample (30 min and 37.4 °C under UAE) by the DPPH assay and 029.80 mg TROLOX/100
g dry sample (19.5 min and 20 °C by conventional extraction) for the ABTS assay. Com-
pared to ethanol, the use of NaDES-40 allows the recovery of up to 1.7 times higher TPC
content, with up to 8 times higher AA. The calculated quadratic regression models sho-
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wed coefficients of determination R? in the range of 0.732 to 0.984, indicating an adequate
fit to the predicted data.

In the third and final stage, some phenolic compounds were identified and quantified
using HPLC and micro-Raman techniques. The micro-Raman spectra showed the pre-
sence of carotenoids, while the chromatograms showed the presence of gallic acid and
quercetin in the optimal extracts. In both techniques, the content varies depending on the
extraction conditions applied.

Therefore, the use of a NaDES consisting of citric acid and fructose could be consi-
dered an appropriate and interesting alternative to enhance the extraction of phenolic

compounds with high antioxidant activity present in manila mango peel.

II
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INTRODUCCION

Diversos estudios han demostrado el potencial de los subproductos de la industria ali-
mentaria como fuente asequible para la obtencién de compuestos bioactivos de alto valor.
Ademads de contribuir a minimizar la cantidad de residuos generados, se recupera una
gran variedad de compuestos de interés por parte de los consumidores, entre ellos, los
compuestos fendlicos sobresalen por su conocida efectividad en el tratamiento y preven-
cién de enfermedades crénico-degenerativas (Gupta et al., 2022).

La extraccion es el primer paso para la recuperaciéon de compuestos bioactivos de ma-
trices vegetales. Los compuestos deben separarse de su matriz de origen considerando
un enfoque combinado (bioquimico, quimico y fisico) para lograr una extraccion selecti-
va y modificacién de los compuestos deseados (Baiano, 2014). Las técnicas de extracciéon
tradicionales (extraccion Soxhlet, maceracion, extraccién liquido-liquido, entre otras) con-
tintian aplicindose extensivamente debido a su practicidad y la eficiencia alcanzada. Sin
embargo, ademads de requerir altas temperaturas y tiempos largos para su ejecucién, que
conlleva a la degradacion de compuestos termosensibles, estas técnicas utilizan grandes
voltimenes de disolventes orgdnicos (metanol, hexano, acetona, cloroformo, etc.) que pre-
sentan toxicidad inherente y una alta volatilidad, posibilitando la evaporacién de com-
puestos volétiles a la atmoésfera (Paiva et al., 2014).

Entre las opciones disponibles para reducir o sustituir el uso de disolventes orgéanicos,
destacan los disolventes eutécticos profundos naturales (NaDESs). Estas sustancias exhi-
ben propiedades favorables como volatilidad baja, inflamabilidad nula, alta solubilidad,
toxicidad potencial menor, precio asequible, y la posibilidad de sintetizarse a partir de
fuentes renovables (Cafiadas et al., 2021). Se ha reportado que el uso de NaDES puede
aumentar la bioactividad, biodisponibilidad y vida ttil de los compuestos fitoquimicos
disueltos en el medio, potenciando su aplicacién en las industrias alimentaria, farmacéu-
tica y cosmética (Hikmawanti et al., 2021).

Asimismo, para contrarrestar las desventajas de los procesos convencionales, se ha eva-
luado el uso de tecnologias emergentes para asistir el proceso de extraccién. El ultraso-
nido de alta potencia, por ejemplo, facilita la solubilidad de los compuestos de interés
en el disolvente, permitiendo reducir la cantidad de disolvente empleado y la duracién
del proceso (Alara et al., 2021). Hasta ahora, existen varios estudios que evaltian el efecto
conjunto del ultrasonido con NaDESs elaborados a partir de compuestos de grado ali-
menticio, sin embargo, la mayoria de los trabajos considera un enfoque quimico, es decir,

la afinidad entre compuestos.



INTRODUCCION

Las industrias tienen la responsabilidad social de buscar e implementar estrategias in-
novadoras, eficientes y amigables con el medio ambiente para satisfacer las necesidades
de los consumidores, ademads de cumplir con las regulaciones legales establecidas. El de-
sarrollo de tecnologias “verdes” y el uso de residuos agroindustriales como materia prima
son clave en el desarrollo de proyectos sostenibles.

Bajo este enfoque, una de las operaciones unitarias més aplicadas es la extraccién. Este
proceso tiene como objetivo brindar el mayor rendimiento de sustancias y la mds alta
calidad respecto a la concentracién de los compuestos de interés y la funcionalidad de los
extractos. Una de las formas para mejorar la calidad del producto final es evaluando los
parametros de operacién. La optimizacién permite definir las condiciones que conllevan
a los mejores resultados, aprovechando al maximo los recursos disponibles, ademads de
ser critica para escalar un proceso a nivel industrial.

Se ha reportado que la aplicacion de tecnologias no convencionales como el ultrasonido
de alta potencia en conjunto con el uso de disolventes eutécticos profundos incrementa
la eficiencia de extraccion y contribuye a la preservaciéon ambiental al reducir el consumo
de energifa y la generacién de sustancias peligrosas. No obstante, son pocos los estudios
enfocados en la caracterizacién de los NaDESs y en la optimizacién conjunta del proceso
de extraccion.
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1.1. Lixiviacion

La lixiviacién, también denominada extraccion sélido-liquido, consiste en remover un
componente soluble (o grupo de componentes) que forman parte de una matriz sélida,
utilizando un disolvente adecuado donde el resto del solido es inerte. Esta operacion
unitaria se utiliza para generar una solucién concentrada de un material sélido valioso o
para eliminar un sélido insoluble (Richardson y Harker, 2002; Seader et al., 2011).

En la lixiviacién de materiales solubles del interior de una particula por accién de un
disolvente se identifican los siguientes pasos: el disolvente se transfiere del volumen de
solucién a la superficie del sélido. Luego, dicho disolvente penetra o se difunde en el
solido. El soluto se disuelve en el disolvente. Entonces, el soluto se difunde a través de
la mezcla de solido y disolvente hasta la superficie de la particula. Finalmente, el soluto
se transfiere a la solucién general. La velocidad de difusién del soluto a través del sélido,
y la del disolvente hasta la superficie del s6lido, suelen ser la resistencia que limita el
proceso global de lixiviacion (Geankoplis, 2006).

Los equipos industriales para la extracciéon sélido-liquido estdn disefiados para el pro-
cesamiento por lotes o continuo. El método de contacto de los sélidos con el disolvente
puede ser por inmersién del sélido en el disolvente seguida de agitaciéon de la mezcla o
por percolacién del disolvente a través de un lecho de sélidos. Los sélidos suelen recibir
un tratamiento antes de ser introducidos en el equipo de lixiviacién, con el fin de asegurar
tiempos de operacion razonables (Seader et al., 2011).

Las aplicaciones més conocidas de la lixiviacién son: recuperacién de diversos metales
en forma de sales solubles, produccién de diversos productos farmacéuticos a partir de
hojas, tallos y raices, extraccion de aceite de soya (una fuente de biodiesel) y obtencién de
azucar a partir de remolacha (Wankat, 2008).

1.2. Residuos agroindustriales como fuente de

compuestos bioactivos

La gran cantidad de residuos vegetales generados por las industrias alimentarias oca-
siona serios problemas ambientes, ademds de provocar pérdidas econémicas de no ser
gestionados adecuadamente; el desecho indiscriminado de estos subproductos resulta en
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la produccién de gases de efecto invernadero y la proliferacion de organismos patégenos.
Debido a ello, las tendencias actuales se enfocan en regular el crecimiento de los resi-
duos, asi como valorizar su potencial en el desarrollo de productos novedosos de valor
agregado (Freitas et al., 2021; Gupta et al., 2022).

El mango, por ejemplo, es uno de los cultivos mds importantes en términos de produc-
cién, comercializacién y consumo a nivel global. México es el principal exportador de esta
fruta, cuya variedad Manila representa una cuarta parte de la produccién total nacional
de mangos (Soria-Lara et al., 2020). Aunque se utiliza como materia prima en la elabora-
cién de diversos productos comestibles, su formulacién no incluye el uso de cdscaras ni
semillas debido a sus caracteristicas sensoriales (Siddiq et al., 2017).

La cascara del mango, que constituye del 7 al 24 % del peso total de la fruta, es uno
de los principales subproductos que se obtiene durante su procesamiento industrial. Este
residuo es rico en fibra dietética, lipidos, celulosa, hemicelulosa, proteinas, minerales y
pectina (Tabla 1.1). Ademads, varios estudios han demostrado que contiene un alto conte-
nido de compuestos nutracetticos (polifenoles, carotenoides, antocianinas, vitaminas C y
E, y enzimas), conocidos por sus propiedades funcionales y antioxidantes. El perfil y can-
tidad de compuestos fitoquimicos varia en funcién del cultivo, ubicacién y condiciones
climéticas de la regién donde se cultiva, tratamiento postcosecha y estado de maduracién
(Jahurul et al., 2015; Marcal y Pintado, 2021; Yahia et al., 2023).

Tabla 1.1. Composicion nutricional de la cdscara de mango.

Componente Contenido aproximado por cada 100 g
Agua (g) 72.5
Proteinas (g) 3.6
Lipidos (g) 222
Carbohidratos (g) 28.2
Fibra dietética total (g) 40-72.5
Azucares (g) 25
C (4cido ascorbico total) (mg) 18-257
Vitaminas A (equivalente de retinol) (mg) 100
E (a-tocoferol) (mg) 0.25-0.59
Calcio (Ca) (mg) 150
Hierro (Fe) (mg) 40.6
Magnesio (Mg) (mg) 100
Minerales Potasio (K) (mg) 75
Zinc (Zn) (mg) 1.74
Sodio (Na) (mg) 50
Cobre (Cu) (mg) 10.4

Adaptado de (Gupta et al., 2022)
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1.3. Compuestos fendlicos

1.3.1. Definiciéon y clasificacién de los compuestos fendlicos

Los compuestos fenodlicos se han estudiado extensivamente debido a su rol preventivo
en diversas afecciones relacionadas con estrés oxidativo. Son metabolitos secundarios que
las plantas sintetizan para protegerse de diferentes tipos de estrés (radiacion ultravioleta,
organismos patdgenos, especies reactivas de oxigeno, etc.). Su estructura comprende un
anillo aromatico que contiene uno o mas sustituyentes hidroxilo. Se encuentran de forma
natural en combinacién con mono- y polisacaridos, asociados con uno o mas grupos fenoé-
licos. Actualmente, se conocen més de 8000 estructuras de compuestos fenélicos (Vuolo et
al., 2019; Yahia et al., 2023). Los compuestos fendlicos entre las plantas pueden clasificarse
en lignanos, estilbenos, taninos, dcidos fendlicos y flavonoides.

Los flavonoides se caracterizan por tener una estructura de 15 carbonos dispuestos
en tres anillos, en orden C6-C3-C6, etiquetados como A, By C (Figura 1.1). El anillo C es
responsable de la variedad entre estos compuestos; existen seis subgrupos de flavonoides:

flavonas, flavononas, flavonoles, flavanoles, antocianinas e isoflavonas.

3’

Figura 1.1. Estructura basica de los flavonoides.

Los flavonoles son el tipo mas comtin en los alimentos, siendo la miricetina, el kaemp-
ferol y la quercetina los més representativos. Tienen un doble enlace entre C2 y C3, una
cetona en C4 y un grupo hidroxilo en C3. Las flavonas son glucésidos de apigenina y luteo-
lina de fuentes poco conocidas. Se caracterizan por la presencia de un doble enlace entre
C2 y C3, y una cetona en C4; varias flavonas tienen grupos hidroxilos en C5 y C7. Las
isoflavonas existen como fitoestrégenos debido a su afinidad por los receptores de estro-
genos. Se diferencian del resto por la posicién del anillo bencénico B en C3. La gliciteina,
daidzeina y genisteina son las més estudiadas. Las flavanonas estan glicosiladas principal-

mente en la posicién 7 por un disacarido. Se encuentran como hesperitina en naranjas,
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eriodictiol en limones y agliconas naringenina en pomelos. Las antocianinas son pigmen-
tos solubles en agua, responsables del color morado, azul y rojo de muchas flores, frutos
y tubérculos. Estructuralmente son cationes de flavilio (2-fenilbenzopirilio) con grupos
hidroxilo en C3, C5 y C7. Algunos ejemplos son cianidina, delfinidina, peonidina y mal-
vidina. Los flavanoles existen como catequinas o proantocianidinas. En estos compuestos,
la posicion C3 estd esterificada con acido gdlico o con un grupo hidroxilo (Alara et al.,
2021; Khoo et al., 2017; Li et al., 2023).

Los taninos contienen un gran niimero de hidroxilos y otros grupos funcionales. Son
compuestos altamente reactivos debido a su capacidad para formar puentes de hidrégeno
intra o intermoleculares. Se dividen en dos grupos: hidrolizables y condensados. Los tani-
nos hidrolizables contienen un nticleo central de glucosa en forma esterificada con 4cido
gélico; los taninos condensados son oligémeros y polimeros de flavanoles, siendo més
complejos y uniformes. Por su parte, los acidos fenodlicos se componen de al menos un
anillo aromético donde al menos un hidrégeno es sustituido por un grupo hidroxilo. Se
clasifican en dcidos hidroxibenzoéicos (AHB) y dcidos hidroxicindmicos (AHC). La estruc-
tura general de los AHB es C6-C1, mientras que los AHC tienen la forma C6-C3, con un
enlace doble del lado de la cadena que puede tener configuracién cis o trans (Vuolo et al.,
2019).

La cantidad de estilbenos presentes en la dieta humana es minima, encontrandose prin-
cipalmente en forma de resveratrol. Por su parte, los lignanos son fitoestrégenos con ac-
tividad estrogénica/antiestrogénica que existen en el cuerpo humano como enterodiol o
enterolactona (Alara et al., 2021).

Particularmente, la cdscara de mango contiene &cidos fenélicos, flavonoides y xanto-
nas. En la Tabla 1.2 se enlistan algunos compuestos identificados en este subproducto.
Asimismo, se ha detectado acido gélico, 4cido eldgico, dcido protocatéquico, acido cloro-
génico, acido ferdlico, rutina, catequina y galato de etilo en diversas variedades (Kaur et
al., 2022; Ojeda et al., 2022).
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Tabla 1.2. Compuestos fendlicos presentes en la cdscara de mango.

Compuesto mg/kg material en base seca
Mangiferina 1690.4
Isomangiferina 134.5
Galato de mangiferina 321.9
Galato de isomangiferina 82.0
Quercetina 3-0-galactésido 651.2
Quercetina 3-0-glucésido 557.7
Quercetina 3-0-galactésido 207.3
Quercetina 3-0-xilosido 101.5
Quercetina 3-0-arabinopiranésido 103.6
Quercetina 3-0-ramnésido 20.1
Kaempferol 3-0-glucésido 36.0
Ramnetina 3-0-galactésido/glucésido 94.4
Quercetina 65.3
Compuestos fenolicos totales 4066
de Masibo y He (2009)

1.3.2. Cuantificaciéon de compuestos fendlicos totales (CFT)

La determinacién cuantitativa de compuestos fendlicos se ve obstaculizada por su com-
plejidad estructural y gran diversidad. No obstante, se han desarrollado varios métodos
para estimar el contenido fenélico de extractos vegetales. El ensayo Folin-Ciocalteu, cuyo
principio es la reaccién colorimétrica entre el reactivo Folin-Ciocalteu (RFC) y los fenoles,
es uno de los mas utilizados (Blainski ef al., 2013).

El REC es una mezcla de fosfomolibdato y fosfowolframato en los que el molibdeno y
el wolframio se encuentran en el estado de oxidacién +6. Al reaccionar con un reductor, se
forma el complejo azul fosfowolframico-fosfomolibdeno y el estado de oxidacién prome-
dio de los metales se sittia entre 5 y 6. La absorcién maxima de los croméforos dependerd
de la solucién alcalina y la concentraciéon de compuestos fenélicos (Agbor et al., 2014; Shi
et al., 2022).

Aunque el método de Folin-Ciocalteu es rapido, sencillo y reproducible, presenta una
limitacién: el REC no reacciona solamente con los fenoles, sino también con otros com-
puestos oxidables como el dcido ascérbico, los azticares reductores y los aminodcidos
arométicos (Malta y Liu, 2014).
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1.3.3. Actividad antioxidante (AA)

Un antioxidante es un compuesto quimico de naturaleza orgénica o inorganica que
inhibe, detiene o controla la oxidacién de un sustrato. La oxidacién de los compuestos
se atribuye a la presencia de radicales libres, que corresponden a un atomo o grupo de
atomos con uno o més electrones no apareados que existen en forma libre. Una reaccién
en cadena de radicales libres inicia con la formacién de un radical libre. A continuacién,
el radical libre se propaga, afectando a otras moléculas. Finalmente, durante la reaccién
de terminacion se crean especies neutras o productos no radicales. Aunque es un proceso
normal a nivel celular, la formacién excesiva de radicales libres provoca un desequilibrio
en las rutas bioquimicas, causando estrés oxidativo (Zeb y Zeb, 2021).

Los compuestos fendlicos actiian como antioxidantes naturales, evitando que las bio-
moléculas (proteinas, dcidos nucleicos, lipidos poliinsaturados y aztcares) sufran dafios
oxidativos. Se conocen dos mecanismos principales por los que estos compuestos ejercen
su capacidad antioxidante: inactivaciéon de radicales libres y transferencia de electrones
(Gupta et al., 2022; Vuolo et al., 2019). En el primer mecanismo, el radical libre (R*) pue-
de eliminar un 4tomo de hidrégeno del agente antioxidante (ArOH), que se convierte en
radical. Cuanto menor sea la energia de disociacién en los enlaces O-H, mads f4cil serd la

reaccion de inactivacion del radical libre.
R* + ArOH — RH + ARO*

En el segundo mecanismo, el compuesto antioxidante puede donar un electrén al radi-
cal libre, convirtiéndolo en un radical catiénico. En este caso, cuanto menor sea el poten-

cial de ionizacién, mas facil serd la abstracciéon de electrones.

R* + ArOH — RH™ + ARO**

1.3.4. Estimacion de la actividad antioxidante

Existen varios métodos in vitro para evaluar la capacidad antioxidante de los compues-
tos fenodlicos. Los métodos més empleados se basan en una reacciéon de transferencia de un
solo electron o de 4tomos de hidrégeno. Las primeras son reacciones de 6xido-reduccion
que presentan variaciones de coloracién relacionadas con la concentracién de especies
antioxidantes en la muestra. Las segundas reacciones se basan en la competencia termo-
dindmica entre sustratos y antioxidantes por el radical hidroxilo y, en consecuencia, la
formacién de sondas fluorescentes. Cada prueba tiene un objetivo especifico dentro de

las matrices, presentando ventajas e inconvenientes. Por ello, es comtin el uso de varios
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métodos de comparacion en lugar de un enfoque unidimensional. Asimismo, estos estu-
dios no consideran pardmetros bioquimicos, metabélicos y fisiolégicos (Vuolo et al., 2019;
Zeby Zeb, 2021).

Ensayo DPPH

El compuesto DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) es un radical estable de nitrégeno
orgénico que presenta un color purpura intenso en solucién alcohélica y absorciéon en el
rango de 515 a 520 nm. El ensayo DPPH se sustenta en la reduccién del DPPH en presencia
de un antioxidante donador de hidrégeno, que conlleva a la formacién del radical DPPH-
H. Al reaccionar, la soluciéon pierde su intensidad y se vuelve amarilla, segtin el ntimero
de electrones transferidos (Giilcin, 2012; Vuolo et al., 2019).

DPPH*®* + AH — DPPH-H + A*

Ensayo ABTS

El ensayo se fundamenta en la capacidad de las moléculas para eliminar el radical li-
bre del acido 2,2’-acino-bis(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfénico (ABTS). Es una técnica que
involucra la decoloraciéon de un complejo verde-azulado por efecto de los agentes anti-
oxidantes. El radical ABTS** es un compuesto croméforo quimicamente estable que tiene
un amplio alcance de pH y absorcién en el rango de 600 a 750 nm. Debido a que es so-
luble en medios acuosos y orgdnicos, puede emplearse para muestras hidrosolubles y
liposolubles (Malta y Liu, 2014; Shi et al., 2022; Vuolo et al., 2019).

ABTS®** + AH — ABTS* + A®

1.4. Extraccion de compuestos fendlicos

1.4.1. Técnicas de extraccion convencionales (EC)

La tinica forma para separar, purificar, identificar y caracterizar compuestos bioactivos
a partir de matrices vegetales es mediante un proceso de extraccién efectivo. Dependien-
do la naturaleza de las muestras, podrian requerirse técnicas de pretratamiento como
secado y molienda. Tras la extraccién, se procede al aislamiento y la purificacién para
obtener los compuestos bioactivos (Sridhar et al., 2021).

Los procesos de extracciéon convencionales involucran dos etapas: inicialmente, el mate-

rial que serd extraido se sumerge en un disolvente apropiado para hincharlo e hidratarlo.
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En seguida, mediante mecanismos de difusién y permeacioén, los compuestos solubles se
desplazan hacia el disolvente (Alexandre et al., 2018). Algunos ejemplos son maceracién,
decoccidn, percolacién, infusion, digestion y extraccion soxhlet. Estas técnicas se susten-
tan en el poder de extraccién de distintos disolventes, y en la aplicacién de calor y/o
mezclado para incrementar la velocidad de transferencia de masa.

Brevemente, la maceracién se realiza sumergiendo la matriz vegetal en un disolvente
apropiado a temperatura ambiente durante al menos tres dias con agitacion intermiten-
te; la decoccion consiste en hervir la materia prima en agua para recuperar los materiales
termoestables; el método de percolacion implica hacer pasar el disolvente a través de la
muestra s6lida a una velocidad de goteo controlada; la infusién conlleva sumergir el ma-
terial vegetal en disolvente hirviendo (generalmente agua) y dejar reposar en un recipien-
te tapado por 15 minutos, tras lo cual el extracto se filtra; la técnica de digestién requiere
mantener temperaturas moderadas (entre 35 y 40 °C) hasta por 24 horas, agitando la mez-
cla soluto-disolvente a intervalos regulares; por su parte, durante la extraccién Soxhlet una
bolsa porosa llena de la muestra vegetal se deposita en el compartimiento de la parafer-
nalia. El disolvente se coloca en el matraz inferior. En seguida, el disolvente se calienta y
vaporiza en la bolsa que contiene la muestra, se condensa en la parte superior del equipo
y vuelve a gotear. La operacién se repite hasta alcanzar la saturacion (Bitwell et al., 2023;
Chuo et al., 2022; Sridhar et al., 2021).

Los métodos convencionales contintian aplicindose debido a su facilidad de operacién
y funcionamiento consolidado. Sin embargo, presentan varias desventajas como: requie-
ren largos tiempos de operacion, consumen grandes cantidades de disolventes, presentan
baja selectividad de extraccién y el calentamiento prolongado reduce la actividad de com-
puestos termosensibles (Alara et al., 2021).

1.4.2. Tecnologias emergentes aplicadas en el proceso de extraccion

Para afrontar las limitaciones de los procesos convencionales, se han desarrollado nue-
vas y prometedoras técnicas de extraccién. Las tecnologias que se han aplicado incluyen
fluidos supercriticos, microondas y ultrasonido. Se ha demostrado que estas alternativas
incrementan la recuperaciéon de compuestos fenélicos en un 32-36 %. Ademads, son técni-
cas consideradas “verdes” debido a que consumen menor tiempo, energia y disolventes,
generando un impacto ambiental menor en comparacion con los tratamientos térmicos
(Sridhar et al., 2021).

10
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Extraccién con fluidos supercriticos

Esta técnica aprovecha la capacidad de ciertas sustancias para transformarse en disol-
ventes afines de un compuesto especifico bajo condiciones especificas de presién y tem-
peratura (Carciochi et al., 2017). Un fluido supercritico supera su presién y temperatura
criticas definidas, adquiriendo propiedades tanto de los liquidos (baja tensién superficial,
alta densidad) como de los gases (viscosidad reducida, alta difusividad). Por tanto, los
fluidos supercriticos se esparcen facilmente y experimentan una rdpida penetracién den-
tro de la matriz s6lida, aumentando asf la eficiencia de extraccién (Pagano et al., 2021). Sin
embargo, esta técnica es inadecuada para la extraccién de compuestos hidrosolubles. A
su vez, la dificultad de limpieza del equipo y su elevado costo impiden una produccién
rentable (Bitwell et al., 2023).

Extraccion asistida con microondas

La energia de microondas es una radiaciéon no ionizante (frecuencia de 300 MHz a 300
GHz) que se utiliza para calentar la mezcla soluto-disolvente. El calor transferido por
conveccion facilita la difusion del disolvente en la muestra, logrando potenciar la cinética
de extraccion. El principio de esta técnica se sustenta en el efecto directo de las microon-
das sobre las moléculas por conduccién iénica y rotacién dipolar (Carciochi et al., 2017).
Cuando las microondas calientan el contenido de humedad remanente del interior de la
muestra vegetal, induce su evaporacién. De este modo, se genera una presién que con-
lleva al rompimiento de la pared celular desde el interior, liberando asi los compuestos
bioactivos (Bitwell et al., 2023). Si bien esta tecnologia permite incrementar el rendimiento
de los fitoquimicos, se ha reportado que puede alterar la estructura quimica de los com-
puestos de interés y requerir una mayor cantidad de energia durante el proceso (Okolie
et al., 2019; Sridhar et al., 2021).

1.5. Generalidades del ultrasonido

1.5.1. Definicién y clasificacion del ultrasonido

El ultrasonido es una forma de energia asociada al sonido en frecuencias superiores a
las percibidas por el oido humano (>20 kHz). Es un conjunto de ondas de presiéon que
constituye una serie de ciclos de compresion y expansion (rarefacciéon) capaz de propa-
garse a través de un medio s6lido, liquido o gaseoso, induciendo el desplazamiento y

desalojo de las moléculas de sus posiciones originales. Se representa como una serie de
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lineas verticales (la intensidad se relaciona con la separacién entre lineas) o como una for-
ma de onda sinusoidal (la intensidad se relaciona con la amplitud) (Figura 1.2). La presion
maxima se alcanza en la fase de compresion y la minima durante la fase de rarefacciéon
(Kumar et al., 2021; Lavilla y Bendicho, 2017).

STHEEETFATIEEE PO FEETTETE
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Longitud de onda

Presion acUstica
I
S R e st
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>

Presion minima

Tiempo

Figura 1.2. Propagacién del ultrasonido.
Adaptado de Lavilla y Bendicho (2017)

La fuente de emisién de ultrasonidos suele ser un cuerpo vibratorio cuyo movimien-
to permite que la onda ultrasénica transfiera energia a otras particulas circundantes. Los
principales pardmetros fisicos que definen la funcién de los ultrasonidos son: potencia,
frecuencia y amplitud. El nivel de energia al que se difunden los ultrasonidos en un me-
dia puede expresarse como potencia ultrasénica (W), intensidad ultrasénica (W/ cm?) o
densidad de energfa actistica (W/cm?) (Wen et al., 2018).

Considerando la energfa suministrada para inducir el movimiento vibratorio de las

moléculas de un medio, los ultrasonidos se clasifican en:

1. Ultrasonidos de baja frecuencia (20-100 kHz) y alta intensidad (10-1000 W/cm?). Al
trabajar con altos niveles de energia se establece una interacciéon adecuada entre la
onda ultrasénica y el medio, afectando las propiedades fisicas, mecanicas y/o qui-
micas de los alimentos. También se conocen como ultrasonidos de alta potencia. Son
utilizados en diversos procesos industriales tales como: homogeneizacién, cristali-
zacion, extraccién, desgasificacién, formacioén de aerosoles y emulsiones, activaciéon

quimica, despolimerizacioén, entre otros (Awad et al., 2012; Lavilla y Bendicho, 2017).
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2. Ultrasonidos de alta frecuencia (>100 kHz) y baja intensidad (<1 W/ cm?). Bajo estas
condiciones no se produce ningtn efecto destructivo. Se aplica para caracterizar el
medio mediante los cambios que experimenta la onda ultrasénica durante su propa-
gacion. Por ejemplo, para garantizar la calidad y seguridad de los alimentos durante
su procesamiento y almacenamiento (Awad et al., 2012; Khadhraoui et al., 2021).

1.5.2. Fendmeno de cavitaciéon acustica

Los efectos inducidos por el uso de ultrasonidos en sistemas liquidos se atribuyen al
fenémeno de cavitacién actstica, relacionado con la formacién de burbujas de vapor.

Durante la fase de compresion se ejerce una presion positiva, provocando el acerca-
miento de las moléculas del medio. Por el contrario, la fase de rarefaccién ejerce una
presion negativa que las separa. Cuando se aplica ultrasonido con suficiente intensidad,
la presién negativa generada en los ciclos de rarefaccion supera las fuerzas intermolecu-
lares de atraccion, creaindose cavidades en el medio liquido. Si la presiéon negativa supera
la fuerza de tensién del liquido, se forman pequefias burbujas llenas de vapor (nuclea-
cién). Al aplicar ultrasonidos de alta potencia, las burbujas crecen rdpidamente (expan-
sion) hasta volverse inestables y colapsan (implosionan) violentamente durante la fase de
compresion, liberando una gran cantidad de energia (Figural.3). Todo ello ocurre en me-
nos de un microsegundo, alcanzdndose temperaturas de 5000 K y presiones superiores a
2000 atm. Cuando el colapso cavitacional ocurre cerca de una superficie sélida, se gene-
ran microjets y ondas de choque dirigidas hacia dicha superficie, provocando su ruptura
(Lavilla y Bendicho, 2017; Perera y Alzahrani, 2021).

000000*

Formacion Crecimiento Implosion
de la burbuja de la burbuja de la burbuja

Figura 1.3. Fenémeno de cavitacién.
Adaptado de Perera y Alzahrani (2021)

Los pardmetros que determinan el alcance de la cavitacién son: energia e intensidad
suministradas, viscosidad del medio, tensién superficial, presién de vapor, presencia de
particulas sélidas, asi como la temperatura y la presion del tratamiento (Soria y Villamiel,
2010).
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1.6. Extraccién asistida con ultrasonido (EAU)

La extraccion asistida con ultrasonido se ha utilizado exitosamente para la recuperaciéon
de compuestos bioactivos de residuos agroindustriales. Durante este proceso, los fenéme-
nos térmicos, mecénicos y de cavitacion asociados con el ultrasonido provocan la ruptura
de la pared celular. Esta fragmentacion stibita conlleva la solubilizacién del compuesto
bioactivo en el disolvente debido a la reduccién del tamafio de particula, el aumento del
area de contacto y las altas tasas de transferencia de masa en la capa limite de la matriz
s6lida, resultando en un alto rendimiento de extraccién (Kumar et al., 2021; Pagano et al.,
2021). En la mayoria de los casos, la asistencia con ultrasonido ha permitido mejorar los
rendimientos de extraccién en un menor tiempo, aumentar la calidad de los productos,
reducir el consumo energético y de disolventes, ademds de simplificar las condiciones de

manipulacién y trabajo (Carciochi et al., 2017).

1.6.1. Mecanismos inducidos por el ultrasonido

Diversos estudios han reportado que la asistencia con ultrasonido favorece la transfe-
rencia de masa en un proceso de extracciéon. De acuerdo con Chemat et al. (2017), esta
mejora se produce debido a la accién conjunta o independiente de diferentes mecanismos
derivados de la cavitacion, concretamente: fragmentacion, erosién, efecto sonocapilar, so-
noporacion, esfuerzo cortante local y detexturacién.

La fragmentacion se atribuye a las colisiones entre particulas y las ondas de choque pro-
cedentes del colapso cavitacional. De este modo, se reduce el tamafio de las particulas y
aumenta la superficie de contacto. La erosion corresponde al dafio en la superficie de las
estructuras vegetales. En consecuencia, mejora la accesibilidad del disolvente a la mues-
tra. El efecto sonocapilar promueve la penetracién del disolvente entre los canales y poros
del material vegetal, influyendo positivamente en la desorcion y difusién del soluto. La
sonoporacion implica perforar la membrana celular con el fin de aumentar su permeabi-
lidad, facilitando asf la liberaciéon de contenido celular en el medio. El esfuerzo cortante
local es resultado de la oscilacién y el colapso de las burbujas de cavitacion dentro del
disolvente y en la cercania del material sélido. Las fuerzas de cizallamiento y turbulen-
cias generadas al interior del liquido conllevan efectos de flujo y microflujo actstico. Por
altimo, la detexturizacién involucra la alteracion y destruccién de las estructuras celulares
(Chemat et al., 2017; Martinez-Ramos et al., 2020).
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1.6.2. Factores que influyen en la EAU de compuestos bioactivos

La extraccién asistida con ultrasonido resulta afectada por diversas variables que de-
ben considerarse para obtener el mayor beneficio posible. Dichas variables se relacionan
con el sistema ultrasénico, el procesamiento de la materia prima, los pardmetros de ope-
racion y la naturaleza de los compuestos bioactivos de interés (Lavilla y Bendicho, 2017).
A continuacion, se describen las variables més estudiadas:

1.6.2.1. Parametros acusticos

» Potencia ultrasénica. El rendimiento de la EAU mejora con el incremento de la po-
tencia suministrada y luego disminuye tras alcanzar un valor pico. Esta tendencia
se atribuye al colapso cavitacional producido. El tamafio de las burbujas de cavita-
cién es proporcional a la potencia de la onda ultrasénica y, conforme aumenta su

tamafio, aumenta su impacto en la implosién (Kumar et al., 2021).

» Frecuencia. Una alta frecuencia reduce el efecto de la cavitaciéon debido a que las
alternancias entre los ciclos de compresion y rarefaccién suceden mds rapido, afec-

tando la formacién y el desarrollo de burbujas de cavitaciéon (Chemat et al., 2017).

» Intensidad. Este pardmetro se relaciona con la amplitud de la onda sonora y se de-
tfine como la energia transmitida a través del drea receptora por unidad de tiempo.
La intensidad debe superar un valor umbral para inducir la cavitaciéon. Aunque el
colapso de las burbujas se intensifica con el aumento de la intensidad, un aumento
excesivo implica una transmisioén deficiente de los ultrasonidos a través del medio
(Chemat et al., 2017).

» Dispositivo ultrasénico. En general, la EAU se realiza a nivel laboratorio utilizando
un bafio o una probeta, que contienen un transductor piezoeléctrico como fuente de
energia ultrasénica. En el bafio ultrasénico, un recipiente que contiene el soluto y
el disolvente se coloca dentro de un tanque de acero inoxidable conectado al trans-
ductor (sonicacién indirecta). Es un sistema econémico y facil de manejar. Por el
contrario, la probeta se sumerge en el recipiente de extraccién y emite ultrasonidos
a través del medio con una pérdida de energia minima. La energia suministrada se
concentra en una zona especifica de la muestra, favoreciendo el efecto de la cavita-
cion (Kumar et al., 2021).
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1.6.2.2. Parametros del sistema de extraccion

» Relacién sélido-liquido (RSL). Una relacién baja conlleva un medio altamente vis-
coso. En consecuencia, el efecto de cavitacion disminuye debido a que la presiéon
generada en el ciclo de rarefacciéon debe superar la fuerza de cohesién que existe en
el medio. Al aumentar la RSL se reduce la viscosidad y la concentraciéon del medio
de extracciéon, mejorando asi la difusividad y disolucién del soluto en el disolven-
te. Una RSL alta favorece los mecanismos de fragmentacién, erosién y sonopora-
cién y, por consiguiente, se incrementa el rendimiento de extraccién. En contraste,
la intensificacién excesiva del efecto de cavitaciéon conduce a la degradacion de los
compuestos bioactivos (Kumar et al., 2021).

» Tamafio de particula. Cuanto menor es el tamafio, mayor es el drea de contacto en-
tre el soluto y el disolvente y, en consecuencia, menor es la distancia en la que el
soluto debe difundirse. Sin embargo, un material demasiado fino podria impedir la
circulacién del disolvente y dificultar la separacién del residuo sélido (Richardson
y Harker, 2002).

» Tiempo. Un periodo de sonicacién adecuado debe potenciar los mecanismos relacio-
nados con la cavitaciéon. Mientras que un tiempo corto puede implicar una extrac-
cién incompleta, la exposicion prolongada puede generar reacciones indeseables y
reducir la selectividad de extraccioén (Lavilla y Bendicho, 2017).

» Temperatura. Al elevar la temperatura se incrementa la capacidad de solubilidad y
desorcién del soluto, mientras se reduce la viscosidad y tension superficial del di-
solvente. No obstante, el aumento desmesurado de temperatura disminuye el ren-
dimiento de extraccién debido a que perjudica el efecto de cavitacién y promueve la
degradacion de compuestos termosensibles (Kumar et al., 2021; Sridhar et al., 2021).

» Disolvente. La seleccion del disolvente se realiza con base en su afinidad quimi-
ca con el soluto. Asimismo, se consideran ciertas propiedades fisicoquimicas, entre
ellas: polaridad, tensién superficial, viscosidad, presién de vapor y toxicidad. En
general, para la extraccion de grasas, aceites y compuestos bioactivos se utilizan
disolventes polares como metanol, etanol, hexano, acetona y cloroformo en estado
puro o bajo diferente composicién molecular. Entre ellos, el etanol destaca por su
baja toxicidad y biodegradabilidad (Esclapez et al., 2011; Yusoff et al., 2022).
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1.6.3. Optimizacion del proceso

Debido al gran niimero de variables que intervienen en la EAU, es importante mantener
un buen equilibrio para obtener el maximo rendimiento y una mayor concentracién de
extracto. En este sentido, el disefio experimental suele utilizarse para optimizar el proceso,
lo cual representa un punto esencial para escalar un proceso a nivel industrial.

La modelaciéon numérica ha demostrado ser eficaz para reducir el tiempo y los costos de
operacion al evitar la produccién mediante prueba y error. Esta herramienta abarca mo-
delos analiticos, estadisticos, cinéticos, de metodologia de superficies de respuesta (MSR),
de redes neuronales, entre otros. En particular, la MSR es un conjunto de métodos mate-
maticos y estadisticos desarrollados para modelar procesos y encontrar combinaciones
de una serie de factores experimentales (variables) que conlleven respuestas 6ptimas sin
considerar los fenémenos reales que rigen el proceso estudiado (Rosell6-Soto et al., 2015).

La MSR se ha aplicado en la EAU para describir las relaciones entre las varibales inde-
pendientes (potencia, frecuencia, relacién sélido-liquido, temperatura) y la variables res-
puesta (rendimiento de extraccién, actividad antioxidante), asi como sus interacciones. El
disefio Box-Behnken y el disefio compuestos central rotable son las MSR mas utilizadas
para estudiar y optimizar las variables del proceso de extracciéon. En menor medida, se
han reportado disefios experimentales factoriales 22 (dos factores y dos niveles) y 3% (dos

factores y tres niveles) (Kumar et al., 2021).

1.7. Disolventes eutécticos profundos (DESs)

1.7.1. Definicidon

Un sistema eutéctico representa una mezcla de compuestos que, en funcién de pro-
porciones especificas, tienen el punto de fusién més bajo (Figura 1.4). Estos compuestos
interactian mediante fuerzas intermoleculares, pero no por medio de enlaces covalentes
o i6nicos (Liu et al., 2018). Aquellas mezclas que aspiren a emplearse como disolvente
deben cubrir ciertas caracteristicas: (a) el punto eutéctico debe ser mucho mds bajo que el
punto de fusién de sus componentes individuales, asi como el previsto para una mezcla
liquida ideal; (b) el punto eutéctico depende de la composicién molar de la muestra y (c)
debe permanecer en estado liquido a temperatura ambiente (Santana-Mayor et al., 2021).

17



I. ANTECEDENTES

CE1 CE2

Temperatura (°C)

Punto eutéctico

D

!
0 50 100
Relacién molar de CE2 a CE1

Figura 1.4. Representacion esquematica de un punto eutéctico en un diagrama de fases
de dos componentes.

Asi, los disolventes eutécticos profundos (DESs, por sus siglas en inglés Deep Eutectic
Solvents) se constituyen de al menos dos sustancias, un aceptor de enlaces de hidrégeno
(HBA) y un donador de enlaces de hidrégeno (HBD), que a una composiciéon determi-
nada presentan un punto de fusién inferior al de cualquiera de sus componentes. Las
interacciones que se establecen entre ambos elementos dan lugar a nuevos disolventes
caracterizados por tener naturaleza dipolar, baja presiéon de vapor, gran capacidad de
disolucién, ademads de ser ininflamables y térmicamente estables (Cafiadas et al., 2021;
Santana-Mayor et al., 2021).

1.7.2. Disolventes eutécticos profundos naturales (NaDESs)

Cuando los compuestos que forman los DES son metabolitos primarios (derivados de
colina, aminodcidos, acidos organicos o azucares) se denominan disolventes eutécticos
profundos naturales (NaDESs, por sus siglas en ingles Natural Deep Eutectic Solvents).
Se designan naturales porque varios estudios han sefialado que sirven como fase liquida
para solubilizar, almacenar o transportar metabolitos no solubles en agua en células y
organismos vivos (Ruesgas-Ramon et al., 2017).

Los NaDESs pueden agruparse en: (1) NaDESs tipo liquido i6nico, conformados por un
acido y una base, (2) NaDESs neutros, preparados tinicamente con azticares o azticares y
polialcoholes, (3) NaDESs neutros con acidos, elaborados a partir de azticar/polialcohol
y acidos orgénicos, (4) NaDESs neutros con bases, se sintetizan mediante el uso de azu-
car/polialcohol y bases orgéanicas y (5) NaDESs a base de aminoacidos, conformados por
un aminodcido y 4cidos organicos o aztcares (Hikmawanti et al., 2021). Particularmente,
se ha demostrado que los NaDESs elaborados a base de azticares proveen una eficiencia

de extraccion alta en diferentes biomasas con baja toxicidad. Las moléculas mas utilizadas
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para su formacién son glucosa, sacarosa y fructosa (Koh et al., 2023). Para incrementar la
formacion de enlaces de hidrégeno, el acido citrico es un HBD compatible debido al gran
namero de grupos -COOH que contiene en comparacién con otros acidos organicos. Por
su origen natural, los disolventes sintetizados a partir de estos compuestos pueden incor-
porarse directamente en férmulas alimentarias sin pasos adicionales de purificacion (Savi
et al., 2019).

Los NaDESs pueden sintetizarse de tres formas diferentes, aplicando algunas modifi-
caciones segtn la naturaleza de los compuestos: (a) método de calentamiento y agitacion,
donde los componentes se colocan en un frasco cerrado, se agitan a una temperatura de-
terminada hasta la formacién de un liquido claro; (b) método de evaporacion, en el que
los compuestos se disuelven en agua, la solucién se evapora a 50°C y el liquido obtenido
se deposita en un desecador hasta alcanzar un peso constante, y (c) método de liofiliza-
cion (Liu et al., 2018; Ruesgas-Ramon et al., 2017). Los NaDESs més utilizados se consi-
deran disolventes “verdes” debido a su alta biocompatibilidad y biodegradabilidad, baja
toxicidad, asi como bajo costo (con respecto a disolventes orgédnicos complejos) y gran
disponibilidad de materia prima, dando lugar a mds de un millén de posibles combina-

ciones.

1.7.3. Propiedades fisicoquimicas de los NaDESs

El uso de NaDESs conlleva la posibilidad de adecuar sus propiedades fisicoquimicas
mediante la adicién de agua, el ajuste de la relacién molar entre el HBA y HBD y /o la mo-
dificacion de la temperatura. Las propiedades fisicoquimicas de los disolventes desempe-
fian un rol importante en la capacidad de extraccién de compuestos bioactivos (Koh et al.,
2023). En tal sentido, algunas de las propiedades més estudiadas son: viscosidad, densi-
dad, pH, conductividad y polaridad.

= Viscosidad. La viscosidad describe la velocidad de deformacién de un fluido cuando
se le aplica un esfuerzo cortante (White, 2004). En comparacién con los disolventes
convencionales, la viscosidad de los NaDESs oscila entre 5 y 6175 cP debido a la
presencia de una amplia red de enlaces de hidrégeno entre cada precursor y, en
menor medida, a las interacciones electrostdticas y de Van de Walls (Benvenutti et
al., 2019; Gabriele et al., 2019). De esta forma, entre mayor sea la cantidad de grupos
hidroxilos presentes en el HBD, aumentara el nimero de enlaces de hidrégeno vy,
con ello, la viscosidad del NaDESs. Una viscosidad alta ralentizara la transferencia
de masa y el proceso de disolucién, ademas de aumentar el costo de bombeo si se

requiere aplicar (Koh et al., 2023).
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» Densidad. La densidad de un fluido corresponde a su masa por unidad de volu-
men. Generalmente los NaDESs presentan densidades superiores a la del agua (1
g/cm?), variando en funcién de la disposicién molecular dentro del NaDES. Este
comportamiento se ha explicado a partir de la teoria “de los agujeros”, segtin la
cual se reduce el espacio entre las moléculas al formarse el NaDES, volviéndolos

mas viscosos y densos que sus precursores (Singh et al., 2021).

» pH. El pH varia en funcién de la acidez relativa de los precursores utilizados. En
este sentido, los NaDESs preparados a base de azticares (glucosa y fructosa) presen-
tan una acidez neutra o baja en comparacién con los NaDESs elaborados a base de
acidos organicos. El pH es un factor importante durante la seleccién de un disol-
vente para evitar cualquier reaccién quimica indeseable en el medio. Ademads, un
NaDES respetuoso con el medio ambiente debe presentar un pH de 0 a 7 para que
su desecho sea seguro (Hansen et al., 2020; Koh et al., 2023).

» Conductividad. Esta propiedad cuantifica la facilidad con la que un material con-
duce el flujo de iones, resultando interesante en aplicaciones de sistemas de energia
(Singh et al., 2021). La conductividad de los NaDESs es inversamente proporcional a
la viscosidad, es decir, una viscosidad baja conlleva una conductividad alta. Sin em-
bargo, puede modificarse en funcién del contenido de agua y la temperatura (Koh
et al., 2023).

» Polaridad. Generalmente, cuanto mayores sean las interacciones intermoleculares,
mayor serd la polaridad. Por ello, esta propiedad depende en gran medida de los
enlaces de hidrégeno presentes en la mezcla eutéctica. La polaridad de los NaDESs
estd asociada con su capacidad de extracciéon y miscibilidad, asi, los NaDESs con
una polaridad cercana a la de los compuestos de interés tendrdn una mejor seleccion
durante el proceso de extracciéon (Koh et al., 2023; Liu et al., 2018).

1.7.4. Analisis espectroscopicos aplicados en NaDESs

Ademads de su caracterizacion fisicoquimica, resulta importante evaluar los NaDESs
mediante el uso de técnicas espectroscopicas para determinar y comprender las interac-
ciones que suceden a nivel molecular durante su formacién y aplicacién como medio de
extraccion. Particularmente, los espectros infrarrojo y micro-Raman proveen informacién

complementaria sobre los grupos funcionales que conforman la mezcla eutéctica.
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FTIR

La region infrarroja (IR) del espectro electromagnético comprende radiacién con nime-
ro de onda que varia entre 12800 y 10 cm™'. La espectroscopia IR estudia la interaccién
entre la radiacién IR y el analito. Si la frecuencia de la radiacién coincide exactamente con
la frecuencia de vibracién natural del analito, tiene lugar la absorcién de la radiacién, lo
cual origina un cambio en la amplitud de la vibracién molecular. Dicho cambio puede
relacionarse con un enlace concreto. Se distinguen dos categorias bésicas de vibraciones:
de estiramiento y de flexién. En una vibracién de estiramiento existe un cambio continuo
en la distancia interatémica a lo largo del eje del enlace entre dos atomos. En cambio, una
vibracion de flexién se caracteriza por un cambio en el angulo entre dos enlaces y son
de cuatro tipos: de tijereteo, balanceo, aleteo y torsion (Griffiths y de Haseth, 2007; Skoog
et al., 2008). En el estudio de los NaDESs se utiliza principalmente para determinar c6-
mo cambian y se ajustan las estructuras moleculares de los precursores al mezclarlos en

distintas composiciones (Hansen et al., 2020).

Micro-Raman

Los espectros Raman se obtienen al irradiar una muestra con una fuente potente de
rayos laser de radiaciéon monocromatica visible o infrarroja. La dispersiéon Raman es re-
sultado de la interaccién de los fotones con la nube de electrones de la molécula. Aunque
la mayor parte de la luz dispersa permanece sin cambios en su longitud de onda (Ray-
leigh), pueden presentarse procesos de dispersion ineldsticos, que conducen a la emisién
de luz con una longitud de onda mds corta (desplazamiento Stokes) o més larga (desplaza-
miento anti-Stokes). Los desplazamientos dependen de la polarizaciéon de la molécula, pues
debe generarse un cambio en la polarizaciéon dipolar-eléctrica (Krysa et al., 2022; Skoog et
al., 2008). Ademads de facilitar la identificacién de compuestos presentes en los NaDESs,
esta técnica permite verificar indirectamente la existencia de complejos supramoleculares
que donan enlaces de hidrégeno, ya que brinda informacién sobre los desplazamientos

quimicos relacionados a la formacién y disolucién de enlaces de este tipo (Hansen et al.,
2020).

1.7.5. Aplicaciones de los NaDESs

A pesar de su alta viscosidad, los NaDESs se han utilizado para generar materiales a
nanoescala, extraer ADN, biocatalisis, desulfurar productos de los combustibles, capturar
di6xido de carbono, desarrollar técnicas cromatogréficas, almacenar energia electroqui-
mica, electrodeposicién solubilizar medicamentos y en la conversién de biomasa (Duan
et al., 2016; Prabhune y Dey, 2023).
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De acuerdo con Castro-Munoz et al. (2023), en la industria de los alimentos los NaDESs
se han aplicado principalmente para extraer compuestos indeseados (principalmente me-
tales pesados y pesticidas), desarrollar formulaciones alimentarias, analizar y determinar
analitos especificos en muestras de alimentos, fabricar nuevos materiales de empaque y

extraer compuestos bioactivos de diversas matrices vegetales.

1.8. Uso de NaDESs en la extraccion asistida con

ultrasonido de compuestos fendlicos

Diversos autores han estudiado el uso de ultrasonidos de alta potencia en conjunto
con NaDESs para la extraccion de compuestos bioactivos presentes en diversas matrices
vegetales (Tabla 1.3).

Tabla 1.3. Estudios reportados de EAU de compuestos fendlicos presentes en residuos
agroindustriales mediante el uso de NaDESs.

NaDES elegido (Relacion ~ Condiciones de extraccion

Materia prima molar) RSL (p/v) T (°C) t(min) Autor
Hojas de olivo  Acido citrico, glicina y 1:4 35 1440  Zurob et al.
agua (2:1:1) (2020)
Cdscara de Cloruro de colina y acido 1:10 65 50 Bubalo et
uva oxalico (1:1) con 25 % de al. (2016)
agua
Orujo de . .
Cloruro de colina en 1:30 40 40 Rashid et
mahzana combinacién con glicerol al. (2023)
(1:2), &cido lactico (1:3) y
acido citrico (1:1) con 30 %
de agua
Céscara de
mango (cv Acido lactico y glucosa 1:30 3042 30 Lanjekar et
Alphonso) (5:1) con 20 % agua al. (2022)

Zurob et al. (2020) prepararon diferentes NaDESs (cuatro a base de azticares y cuatro a
base de acidos organicos) para la EAU de hidroxitirosol (HT) presente en hojas de olivo.
Las extracciones se realizaron considerando una relacién sélido-liquido de 1:4 durante 24
horas. Sus resultados mostraron que la mezcla eutéctica acido citrico:glicina:agua (2:1:1)

conllevo la extraccion de 87 ppm de HT, un valor cuatro veces superior a los obtenidos
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con agua, que es el disolvente convencional mas utilizado para la recuperacién de este
compuesto.

Asimismo, Bubalo et al. (2016) evaluaron la aplicacién de DES en conjunto con técnicas
de extraccion asistidas con microondas y ultrasonido. Inicialmente analizaron la efectivi-
dad de cinco DESs preparados a base de cloruro de colina y determinaron que la mezcla
cloruro de colina y &cido oxalico con 25 % de agua es un medio favorable para la obten-
cién de compuestos fendlicos presentes en cascara de uva. Asimismo, reportaron que la
EAU demostré ser una técnica favorable en comparacién con la extracciéon convencional
y asistida con microondas.

Por su parte, Rashid et al. (2023) encontraron que el cloruro de colina en combinacién
con glicerol (1:2), 4cido lactico (1:3) y acido citrico (1:1) conlleva una mayor obtencién de
compuestos bioactivos presentes en orujo de manzana mediante EAU. Ademéds, evalua-
ron dichos disolventes para optimizar los pardmetros de extraccién, reportando que el
mayor contenido de CFT se alcanz¢6 utilizando 40 minutos de sonicacién, 40 °C de tem-
peratura, 30 % de contenido de agua (v/v), 83.2 W/cm? de intensidad acdstica, 75 % de
ciclo de trabajo y una relacién sélido-liquido de 1:30.

A su vez, Lanjekar et al. (2022) optimizaron las variables de proceso de EAU en conjun-
to con NaDESs para la obtencién de CFT y flavonoides presentes en cdscara de mango
(cv Alphonso). En primera instancia, los autores evaluaron diferentes NaDESs y determi-
naron que se obtiene un mayor contenido de compuestos bioactivos al utilizar la mezcla
acido lactico-glucosa (5:1). Posteriormente, las condiciones de extraccién 6ptimas repor-
tadas fueron 20 % de contenido de agua, 50 % de ciclo de trabajo, 2 W/ cm? de densidad
actstica, relacion sélido-liquido de 1:30 (p/v), 0.3 mm de tamafio de particula y 30 minu-
tos de sonicacién. A partir de estas condiciones se extrajeron 69.85 mg GAE/g de muestra
seca y 16.5 mg equivalentes de quercetina/g de muestra seca.

Aungque se han realizados diversos estudios enfocados al uso de NaDES la EAU, la ma-
yoria de ellos evaltian el proceso sin determinar las condiciones de tiempo y temperaturas
Optimas. La optimizacién con base en estos pardmetros podria conllevar la reduccién del
consumo energético asi como a la obtencién de extractos con elevada actividad antioxi-
dante. De esta forma, el presente trabajo encontré como drea de oportunidad estudiar el
uso de un NaDES conformado por precursores de grado alimenticio en la EAU de com-
puestos fendlicos presentes en cdscara de mango manila.
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11.OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1. Objetivo general

Estudiar el comportamiento de un disolvente eutéctico profundo natural conformado
por acido citrico y fructosa durante la extraccién asistida con ultrasonido de compuestos

tendlicos a partir de cdscara de mango (Mangifera indica L. cv Manila).

2.2. Objetivos especificos

1. Evaluar el disolvente eutéctico profundo natural con base en sus propiedades fisi-

coquimicas y su capacidad para extraer compuestos fenélicos.

2. Optimizar las condiciones del proceso de extraccién convencional y asistido con

ultrasonido utilizando etanol como disolvente de comparacion.

3. Identificar y cuantificar mediante técnicas espectroscépicas los compuestos fenoli-
cos presentes en los extractos obtenidos de forma convencional y con la asistencia

del ultrasonido.

2.3. Hipétesis

La aplicacién de un disolvente eutéctico profundo natural durante un proceso de ex-
traccion asistido con ultrasonido favorecera la obtencién de compuestos fendlicos totales

a partir de cdscara de mango manila.
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3.1. Plan de trabajo

El proceso de extraccién asistido con ultrasonido resulta afectado por diversos factores.
Para determinar las condiciones de operaciéon que favorecen una mayor recuperacion de
compuestos fendlicos, ademds de una actividad antioxidante elevada, se estudié la in-
teraccion de algunas variables como son el tipo de disolvente, temperatura y tiempo de
extraccion, bajo la asistencia de ultrasonido y utilizando como referencia un proceso de
extraccién convencional por agitacion.

Con base en los objetivos planteados, se establecié un plan de trabajo conformado por
una seccién preliminar y tres etapas subsiguientes (Figura 3.1). En la seccién preliminar
se realiz0 la estabilizacién de la materia prima, asi como la puesta en marcha de los equi-
pos y las técnicas previstas. La primera etapa consistié en la sintesis, caracterizaciéon y
elecciéon del NaDES conformado por los precursores acido citrico y fructosa a diferentes
proporciones de agua, con la finalidad de modificar la viscosidad del NaDES para mejo-
rar la extraccion. Se midieron sus propiedades fisicoquimicas y se evaluaron a través de
espectroscopia FTIR y micro-Raman para determinar la formaciéon del NaDES en presen-
cia de agua. Posteriormente, se realizaron extracciones por agitacién convencional para
cuantificar los CFT y su AA, todo ello para realizar una eleccién de un NaDES a utilizar
en la siguiente etapa. Con el fin de optimizar el proceso de extracciéon aplicando el NaDES
seleccionado anteriormente, en la segunda etapa se evalu la influencia e interaccién de
la temperatura, tiempo y aplicacién de ultrasonido de alta intensidad en la obtencién de
CFT y su AA utilizando etanol como disolvente de referencia. Finalmente, en la tercera
etapa se identificaron y cuantificaron dos tipos de compuestos fendlicos (quercetina y 4ci-
do gélico) en los extractos 6ptimos empleando las técnicas espectroscépicas de HPLC y

micro-Raman. Cada etapa se describe a continuacion.
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Etapa preliminar

Preparacion de la materia
prima

Aplicacion de un NaDES en la EAU de CFT

Primera etapa

Sintesis, caracterizacion y
seleccion del NaDES

Segunda etapa

Optimizacion del proceso de
extraccion

Tercera etapa

Identificacion y cuantificacién
de CFT

——{Caracterizacion de los NaDESs

— un proceso de extraccion

Sintesis por el método de
calentamiento con diferentes

—porcentajes de agua (0, 20, 30 y|

40 %, VvIv)

conductividad, viscosidad y pH)

Medicion de propiedades
fisicoquimicas (densidad,

Seleccion del NaDES aplicando

convencional

Extraccién convencional
(NaDES y Etanol)

Extraccion asistida con
ultrasonido (NaDES y Etanol)

Espectroscopia micro-Raman

Cromatografia liquida de alta
resolucion

Figura 3.1. Plan de trabajo.

Reactivos y estandares
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Anadlisis FTIR y micro-Raman

Determinacion de CFT
(Método Folin-Ciocalteu)

Determinacion de AA
(Ensayos DPPHy ABTS)

Determinacién de CFT
(Método Folin-Ciocalteu)

Determinacion de AA
(Ensayos DPPHy ABTS)

Determinacion de CFT
(Método Folin-Ciocalteu)

i

Determinacion de AA
(Ensayos DPPHy ABTS)

Los reactivos Folin—Ciocalteu, 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH), Acido 2,2’-acino-
bis(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfénico (ABTS), los estdndares dcido galico, (S)-Trolox metil
éter, quercetina y el metanol grado HPLC se adquirieron de la marca Sigma-Aldrich. Se
utiliz6 carbonato de sodio y persulfato de potasio de la marca JT Baker. La fructosa co-
rresponde a la marca Ensign y el acido citrico a Ingredion, ambos de grado alimenticio.
Los acidos fosférico y acético glacial pertenecen a las marcas Golden Bell y Quimica Mer-

curio, respectivamente. El resto de los compuestos empleados se adquirieron de la marca



III. METODOLOGIA

3.3. Preparaciéon de la materia prima

Las muestras de mango (Mangifera indica L. cv Manila) se adquirieron en un mercado
local de la Ciudad de Puebla, cuidando que no presentaran deterioro fisico y/o micro-
biolégico. Después de lavar la fruta y remover la pulpa, las cdscaras de mango fueron
deshidratadas hasta alcanzar un peso constante en un horno de flujo convectivo (H-41,
RIOSSA, México) a una temperatura de 60 °C, con el fin de evitar la pérdida de compues-
tos de interés. Las cdscaras deshidratadas se pulverizaron utilizando un molino de cuchi-
llas y, posteriormente, se homogeneiz6 el tamafio de particula con un tamiz de 0.5 mm.
La materia prima se conservo en oscuridad y a temperatura ambiente hasta su respectivo

uso en la etapa de extraccion.

3.4. Sintesis de los NaDESs

El NaDES fue sintentizado aplicando el método de calentamiento y agitacion (Ruesgas-
Ramon et al., 2017). En un vaso de precipitados se colocé fructosa (F) como HBD y 4cido
citrico (AC) como HBA en relacién molar 1:1, es decir, 0.9377 g de fructosa por cada gramo
de 4cido citrico (Dai et al., 2013). Se utilizé una parrilla de calentamiento (SP88854100,
Thermo Scientific Digital, EE. UU.) para controlar la temperatura (60 °C) y mantener la
mezcla bajo agitaciéon (de 200 a 400 rpm) hasta la formaciéon de un fluido blanquizco
viscoso. Por ultimo, se agregaron diferentes porcentajes de agua (20, 30 y 40 % (v/v))

para reducir la viscosidad de la mezcla (Tabla 3.1).

Tabla 3.1. Preparacion de diferentes sistemas NaDES.

Acrénimo Precursores Relacién molar Contenido Fraccién masica
HBD HBA de agua (v/v) F AC Agua
NaDES-0 0% 0.484 0.516 -
NaDES-20 Lo L. ) 20 % 0412 0439 0.149
NaDES-3p [ructosa  Acido citrico 11 30 % 0372 0397 0.231
NaDES-40 40 % 0.329 0352 0.319

3.5. Caracterizacion fisicoquimica de los NaDESs

Para estudiar la influencia del contenido de agua en el NaDES y su efecto en el proceso

de extraccion, se determinaron las propiedades fisicoquimicas de viscosidad, densidad,
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pH y conductividad. Todas las mediciones se realizaron por triplicado a 25+2 °C. Las
técnicas empleadas se describen a continuacion.

Viscosidad

La viscosidad de los NaDES se determiné utilizando un viscosimetro digital rotacional
(VE-8S, CScientific, México) con una aguja estandar LV1, aplicando una velocidad rotacio-
nal de 60 rpm (Ojeda et al., 2023). Los resultados se expresan en centipoises (cP).

Densidad

Para calcular la densidad de los NaDES se aplic6 un método gravimétrico sencillo em-
pleando un volumen calibrado. Los resultados se expresan en g/cm?.

pH

La acidez de las muestras se determin6 empleando un potenciémetro de mesa (Starter
3100, OAHUS, EE. UU.).

Conductividad

La conductividad se registré utilizando un conductimetro (Orion Star A325, Thermo
Scientific, EE. UU.). Los resultados se expresan en mS/cm.

3.6. Procesos de extraccion

Se estudi6 el proceso de extraccién con y sin la aplicaciéon de ultrasonido variando
los factores temperatura y tiempo de extraccion. A partir de la informacién previamente

revisada en la literatura, se estableci6 el siguiente dominio experimental para cada factor.

» Temperatura. Se ha reportado que la eficiencia de extraccion mejora considerable-
mente al incrementar la temperatura. Por ello, se establecié un rango de tempera-
tura de forma que no se alcancen valores que promuevan la degradaciéon de los
compuestos fendlicos (20, 40 y 60+2 °C) (Dorta et al., 2012).

» Tiempo de extraccion. Se eligieron tres tiempos de extraccién (10, 20 y 30 min) con-
siderando que, después de cierto periodo, cuando se alcanza el equilibrio entre el
soluto y el disolvente, la extraccion se detiene (Rashid et al., 2023).
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La extraccién de compuestos fenélicos presentes en cdscara de mango manila se realizo-
medante el método convencional y asistido con ultrasonido, con base en las metodologias
descritas por Lim et al. (2019); Safdar et al. (2017); Zampar et al. (2022). Ademads del Na-
DES, se utiliz6 etanol absoluto como disolvente de referencia. Cada extraccién se realizd
manejando una relacién soluto:disolvente de 1:20 (p/v), especificamente, 100 mL de eta-
nol para 5 g de muestra de cdscara de mango y 40 mL de NaDES para 2 g de cascara de

mango. Todas las extracciones fueron realizadas por triplicado.

3.6.1. Método de extraccion convencional (EC)

La muestra y el disolvente (etanol o NaDES) fueron depositadas en un vaso de precipi-
tados envuelto con papel aluminio. Se utilizé una parrilla de calentamiento (SP88854100,
Thermo Scientific Digital, EE. UU.) para controlar la temperatura de la mezcla y mante-
ner bajo agitacién magnética constante de 1000 rpm. Al terminar el proceso, los extractos
fueron centrifugados (SOLBAT C-40, México) a 3500 rpm durante 30 minutos. El sobrena-

dante fue almacenado en frascos &mbar a 4+2 °C hasta su posterior andlisis.

3.6.2. Extraccion asistida con ultrasonido (EAU)

La muestra y el disolvente fueron colocados en un matraz. El matraz fue colocado den-
tro de un bafio ultrasénico (8893, CIVEQ, México; 350W, 40 kHz) trabajando a su maxima
potencia. La temperatura de extracion fue controlada con un bafio recirculador a los va-
lores establecidos. Posteriormente, el extracto se obtuvo por centrifugaciéon y para el al-
macenamiento se utilizaron las mismas condiciones descritas en el método de extraccién

convencional.

3.6.3. Optimizaciéon del proceso de extraccion

Para optimizar el proceso de extraccion se evalu6 la interaccion entre las variables tem-
peratura (x1) y tiempo de extraccién (x;) sobre las variables respuesta CFT y AA (). Como
se indica en la Tabla 3.2, se utiliz6 un disefio experimental factorial 3 (dos factores y tres
niveles) y se ajusté con un modelo de regresién cuadratica (3.1). Este disefio fue aplicado

para cada uno de los disolventes empleados.

y = Bo+ P1x1 + Poxz + Prox1Xa + BrixT + P2 (3.1)
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Tabla 3.2. Factores y niveles del disefio experimental.

Niveles codificados

Variables independientes

-1 0 1
Tiempo [min] (x1) 10 20 30
Temperatura [°C] (xp) 20 40 60

3.7. Analisis cuantitativos

3.7.1. Determinacion de compuestos fendlicos totales (CFT)

Se utiliz6 el método colorimétrico Folin-Ciocalteu para determinar el contenido fendli-
co total (Kaur et al., 2022; Safdar et al., 2017). En un tubo de ensayo se agregaron 100 uL
de extracto, 200 uL de reactivo Folin-Ciocalteu y 2 mL de agua destilada. Luego de tres
minutos de reposo, se afiadié 1 mL de carbonato de sodio al 20 %. La mezcla se agit6 y
se dejo reposar en la oscuridad durante una hora a temperatura ambiente. Finalmente, se
midi6 la absorbancia a 765 nm en un espectrofotémetro (Thermo Scientific GENESYS 10S
Series UV-Vis, EE. UU.).

Para cuantificar los compuestos fendlicos se realizé una curva de calibracién de 4cido
gdlico preparando soluciones entre el rango de 50 a 250 ppm. Los resultados se expresan
en mg GAE/100 g muestra seca. Cada extracto se analiz6 por triplicado.

3.7.2. Determinacion de la actividad antioxidante (AA)
3.7.2.1. Ensayo DPPH

Esta técnica se realiz6 con base en la metodologia reportada por Lanjekar et al. (2022);
Lim et al. (2019) con algunas modificaciones. Para generar el radical DPPH se disolvieron
4 mg del compuesto DPPH en 100 mL de etanol y se dej6 en reposo durante 30 minu-
tos. Para cuantificar la actividad antioxidante, se mezclaron 1.5 mL del radical preparado
con 1.5 mL de extracto en un tubo de ensayo. Después de 30 minutos de reaccién en la
oscuridad y a temperatura ambiente, se ley6 la absorbancia a 515 nm. Los resultados se
expresan en mg TROLOX/100 g muestra seca. Cada extracto se analiz6 por triplicado.

3.7.2.2. Ensayo ABTS

El ensayo ABTS se realiz6 a partir de las técnicas descritas por Castafieda-Valbuena et al.
(2021); Rojas et al. (2015). Para obtener el radical ABTS se preparé una solucién de 7 mM
de ABTS y posteriormente se agreg6 persulfato de potasio a una concentracion de 2.45
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mM. Se dej6 reaccionar en la oscuridad durante 18 horas y a temperatura ambiente. El
radical formado se diluy6 en etanol hasta obtener un valor de absorbancia de 0.700+0.100
a 734 nm. En seguida, se mezclaron 100 uL de extracto con 900 uL de radical diluido y
se ley6 su absorbancia a la misma longitud de onda. Los resultados se expresan en mg
TROLOX/100 g de muestra seca. Cada extracto se analiz6 por triplicado.

3.7.3. Cromatrografia liquida de alta resolucion (HPLC)

Se empled un sistema HPLC Agilent serie 1260 Infinity (Agilent Technologies, USA) equi-
pado con muestreador automatico (G1329B), una bomba cuaternaria integrada con des-
gasificador (G1311B), un compartimiento de columna con termostato (G1316A) y un de-
tector de arreglo de diodos (DAD) (G4212B). La separacién se realiz6 en una columna
Hypersil ODS C18 (4 x 250 mm de didmetro interno, tamafio de particula de 5 ym, Ther-
mo Scientific, Lituania).

Se obtuvieron curvas de calibracién en el rango de 5 a 50 ppm para los estdndares dis-
ponibles con base en metodologias previamente reportadas con algunas modificaciones
(Barrén-Garcia et al., 2022; Ranjbari et al., 2012). La fase mévil empleada para la quercetina
fue metanol (A) y 0.3 % de &cido fosférico en agua (B) en relacion isocrética 95 % A: 5%
B, fijando la longitud de onda a 370 nm. Para el 4cido galico se utiliz6 acetonitrilo (A) y
0.1 % de &cido acético en agua (B) en relacién isocratica 90 % A: 10 % B, detectandose a

280 nm. En ambos casos, se programé un flujo de eluciéon de 1 mL/min.

3.8. Analisis cualitativos

3.8.1. FTIR

Los NaDES y sus precursores se evaluaron mediante FTIR utilizando el espectrémetro
(VERTEX 70v, Bruker, Alemania) con el fin de identificar la formacién y/o desplazamiento
de grupos funcionales. Todas las muestras se escanearon en el rango de 4000400 cm™

con una resolucién de 4 cm™ (Airouyuwa et al., 2022).

3.8.2. Espectroscopia micro-Raman

Se utiliz6 espectroscopia Micro-Raman para analizar los NaDES, los precursores y los
extractos Optimos. El espectrémetro (Jobin Yvon LabRAM HR, HORIBA, Japon) estd equi-
pado con laser de Helio Neon (632.8 nm), resoluciones espacial y espectral méximas de 6
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um y 0.5 cm™!, respectivamente, un detector CCD enfriado termoeléctricamente, un mi-
croscopio 6ptico (10, 50 y 100X) (Olympus BX41) y una videocamara para enfoque.

3.9. Analisis estadistico

Los resultados se expresan como el promedio+desviacion estandar. El disefio experi-
mental, el andlisis de regresién y el método de superficie de respuesta se establecieron
con el software Statistica®. Asimismo, se utilizé un andlisis de varianza (ANOVA) y el

valor p para definir los coeficientes de regresion lineal, cuadratica y de interaccién indivi-
dual.
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4.1. Caracterizacion y eleccion del NaDES

4.1.1. Eleccion del NaDES

La eleccién del NaDES empleado para optimizar los procesos de extraccion se realizé
con base en su afinidad con los compuestos fendlicos presentes en la cadscara de mango.
Para ello, los NaDESs con diferentes porcentajes de agua se evaluaron en un proceso de
extracciéon convencional por agitacion, fijando las variables tiempo (30 minutos) y tem-
peratura (40+2 °C). Posteriormente, se determing la cantidad de CFT de los extractos por
medio del método Folin-Ciocalteu, asi como su actividad antioxidante (AA) mediante los
ensayos DPPH y ABTS, descritos en el apartado 2.7.2. En la Tabla 4.1 se muestran los
resultados obtenidos.

Tabla 4.1. Determinaciéon de CFT y AA de los NaDESs a diferentes porcentaje de agua.

NaDESs CFT DPPH ABTS
(mg GAE/100 g m.s.) (mg TROLOX/100gm.s.) (mgTROLOX/100gm.s.)
NaDES-0 _ _ _
NaDES-20  4900.85 + 120.05P 185.013 + 2.002P 1022.13 + 3.63P
NaDES-30  4456.65 + 212.3562 184.050 + 3.199P 1024.47 + 4.85P
NaDES-40  6525.80 + 214.35¢ 161.338 + 1.4802 998.08 + 2.894

Los resultados muestran los promedios+desviacion estdndar (n=3). Diferentes letras en una mis-
ma columna indican diferencias significativas para cada variable respuesta mediante la prueba
Tukey (p<0.05).

Para el NaDES-0 no se obtuvieron resultados en los ensayos colorimétricos debido a su
alta viscosidad. No obstante, se observa que el NaDES-40 confiere el mayor contenido de
CFT (p<0.05). Estos resultados concuerdan con la informacién reportada por (Pal y Jadeja,
2020), quienes mencionan que la adicién de agua reduce considerablemente la viscosidad
y la tensién superficial del NaDES, favoreciendo la transferencia de masa y con ello el
rendimiento de extraccion.

Los resultados son similares con el trabajo realizado por Rashid et al. (2023) para es-
tudiar el efecto de tres NaDESs preparados a base de cloruro de colina en la extraccién
de CFT presentes en orujo de manzana. Los autores evaluaron diferentes porcentajes de
agua (de 10 a 50 %), determinando que la adicién de un 30 % de agua conlleva un ma-
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yor rendimiento de extraccién. En contraparte, Lanjekar et al. (2022) al evaluar la mezcla
acido lactico: glucosa (5:1) con diferentes porcentajes de agua (0, 10, 20, 30 y 40 %) docu-
mentaron que la adiciéon de un 20 % de agua (v/v) resulta un medio de extraccién éptimo
para obtener CFT presentes en cdscara de mango (cv Alphonso) mediante EAU. Estos au-
tores atribuyeron los resultados a una mejora en la transferencia de masa derivada de la
disminucién de la viscosidad y, por tanto, un aumento de la solubilidad de los compues-
tos fendlicos en el NaDES. La discrepancia entre los resultados del presente trabajo y los
reportados por dichos autores se atribuye a la diferente relacién molar utilizada (1:1).
Con respecto a la AA, se observa que el NaDES-40 obtuvo significativamente los meno-
res resultados (p<0.05) para ambos ensayos. No obstante, en comparacién con los resulta-
dos obtenidos por Martinez-Ramos et al. (2020) a partir del uso de disolventes organicos
(etanol, hexano y acetona) en estado puro y mezclas, el uso del NaDES-40 aumenta el

orden de magnitud de la AA conseguida.

4.1.2. Caracterizacion de los NaDESs
4.1.2.1. Propiedades fisicoquimicas

En la Tabla 4.2 se presentan las propiedades fisicoquimicas calculadas para los NaDESs

con diferentes porcentajes de agua a 25+2 °C.

Tabla 4.2. Propiedades fisicoquimicas de los NaDESs a diferentes porcentajes de agua a
25+2 °C.

NaDESs Viscosidad Denside;d Conductividad pH

(cP) (g/cm”) (mS/cm)
NaDES-0  4355.80+237.59 1.424+0.0109 1.843320.03069  1.827+0.0154
NaDES-20  207.73+0.321€  1.377+0.003¢  0.1534+0.0002%  0.566+0.005%
NaDES-30  49.7320.251°  1.33120.002P  0.4368+0.0003°  0.786+0.005P

NaDES-40 19.80+0.1002  1.282+0.0412  0.9666+0.0004°  0.970+0.010¢

Los resultados muestran los promedios+desviacion estdndar (n=3). Diferentes letras en una mis-
ma columna indican diferencias significativas para cada propiedad fisicoquimica mediante la
prueba Tukey (p<0.05).

Se observa que conforme incrementa el porcentaje de agua agregado, los valores de vis-
cosidad y densidad disminuyen (4355.80+237.5-19.80+0.100 cP y 1.424+0.010-1.282+0.041
g/cm?, respectivamente). Por el contrario, se percibe que las propiedades de conductivi-
dad y pH presentan valores iniciales altos (1.8433+0.0306 mS/cm y 1.827+0.015, respec-
tivamente), los cuales disminuyen al afiadir 20 % de agua a la mezcla y posteriormente
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aumentan de manera proporcional al contenido de agua. El andlisis estadistico indica que
existen diferencias significativas (p <0.05) entre los diferentes NaDESs para las propieda-
des de pH, conductividad y densidad.

Con relacién a la viscosidad se conoce que, en comparacién con los disolventes con-
vencionales, la mayoria de los NaDESs presenta alta viscosidad (>100 cP) a temperatura
ambiente, pudiendo perjudicar la transferencia de masa y, por ende, la eficiencia de ex-
traccion. Sin embargo, esta propiedad puede ajustarse mediante la adicién de agua y el
cambio de la temperatura. Al agregar agua se interviene en la interaccion entre el HBA
y el HBD. No obstante, para evitar que el sistema actiie como solucién, se recomienda
trabajar con un limite maximo del 50 % de fraccién molar de agua (Cannavacciuolo et al.,
2022; Coscarella et al., 2023). Aunque se han reportado valores de viscosidad con dife-
rentes 6rdenes de magnitud en funcién de los precursores y la relaciéon molar aplicados,
la mayoria de los estudios reportan una tendencia a disminuir al agregar cierto conteni-
do de agua. Por ejemplo, Gomez et al. (2019) observaron dicha tendencia para el sistema
acido citrico-fructosa-agua (relaciéon molar 1:1:2) en funcién del porcentaje de agua conte-
nido. Sus valores fueron desde 125.1 cP con 20 % de agua hasta 12.3 cP con 40 % de agua.
La discrepancia de resultados entre el trabajo presente y el reportado por los autores se
atribuye a las diferentes relaciones molares de partida con que se trabajan. Cabe destacar
que la viscosidad se relaciona con los grupos hidroxilo presentes en los NaDESs, por ello,
los NaDESs elaborados a base de azticares presentan una viscosidad més elevada que el
resto (Koh et al., 2023).

A su vez, la densidad es una propiedad critica que afecta la transferencia de masa.
Esta propiedad también puede manipularse alterando la temperatura y el contenido de
agua (Hayyan et al., 2013). La densidad de los NaDESs analizados en el presente trabajo
(>1.424+0.010 g/cm?) fue superior a la del agua (1 g/cm?). Se presenté un comportamien-
to similar al observado por Gémez et al. (2019) para la mezcla de 4cido citrico y fructosa.
Los autores registran una densidad inicial de 1.428 g/cm?3, la cual disminuy6 hasta 1.238
g/ cm? al agregar un 40 % de agua (v/v). De acuerdo con Santana et al. (2019), al afiadir
agua a la mezcla eutéctica se observa que se debilitan las interacciones electrostéticas, de
enlace de hidrégeno y de Van der Waals entre los componentes, provocando una reduc-
cion de la densidad.

Por otro lado, los valores registrados para la conductividad (<1.8433+0.0306 mS/cm) se
encuentran dentro del rango definido por Mitar et al. (2019) que abarca desde 0.02 hasta
2.48 mS/cm para los NaDES elaborados a base de glucosa. De acuerdo con los autores,
la conductividad depende de los iones disponibles en el medio, asi como de su distribu-

cién y valencia. La mayoria de los NaDES presentan conductividades iénicas inferiores a
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2mS/cm a temperatura ambiente a causa de su elevada viscosidad. Asimismo, esta pro-
piedad fisicoquimica aumenta al incorporar agua debido a que favorece la movilidad de
los electrones y de los iones libres (Koh et al., 2023).

Finalmente, el pH del NaDES-0 fue de 1.827+0.015. Este valor se atribuye a la presencia
del 4cido citrico (pH 3-6) que posiblemente se disoci6 al interactuar con la fructosa. En
cuanto al NaDES-40, se infiere que al agregar mds agua el acido citrico (4cido débil) reac-
ciona y vuelve a disociarse, aumentando la concentracién de iones H+ y, en consecuencia,
el valor de pH disminuye hasta 0.970+0.010. Whitten et al. (2014) establecen que los 4ci-
dos débiles se ionizan menos del 5 %. En este sentido, todas las mezclas con diferentes
porcentajes de agua se encuentran disociadas. Sin embargo, debido a que el dcido citrico
tiene un limite de disociacion por su naturaleza débil, la adicién de agua conduce a un
aumento en el volumen y a la reduccién de la concentracién de los iones H+, tal y como lo
declara Koh et al. (2023). Una tendencia similar fue reportada por Mitar et al. (2019), quie-
nes registraron un aumento del pH desde 0.41 (10 % de agua) hasta 0.76 (50 % de agua)

para la mezcla de dcido madlico y glucosa.

4.1.2.2. Anadlisis por FTIR

Los NaDESs y sus precursores fueron analizados mediante espectroscopia FTIR para
determinar las interacciones intermoleculares entre los grupos funcionales del HBA y el
HBD, asi como para evaluar la formacién del NaDES en presencia de diferentes porcenta-
jes de agua. En las Figuras 4.1 y 4.2 se presentan la estructura molecular de los precursores
y los espectros de infrarrojo obtenidos, respectivamente.

(a) (b) OH
OH O O

5 3 1 OH
HOG 4 2

6H OH HO OH
OH

Figura 4.1. Estructura molecular de la fructosa (a) y el 4cido citrico (b).
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Figura 4.2. Espectros FTIR de fructosa (a) y acido citrico (b).

El espectro infrarrojo de la fructosa presenta una banda ancha en 3242 cm™! asociada
a las vibraciones de estiramientos del O-H, indicando que la fructosa contiene agua. El
pico definido en 1640 cm™ se atribuye a la presencia de vibraciones de estiramientos
debido al grupo carbonilo C=0O (Dhaulaniya et al., 2020). Las sefiales localizadas cerca de
1400 cm™!se asignan a las vibraciones de deformacién C-C-H y C-O-H (Juri¢ et al., 2021).
Asimismo, se detecté una banda intensa en 1027 cm™}, correspondiente a la flexion C-O
y al estiramiento C-OH (Wang et al., 2010).

Por otro lado, en el espectro FTIR del acido citrico se observa una sefial en 3492 cm™?
correspondiente al estiramiento de los grupos —OH libres de la molécula, mientras que el
pico ancho en 3285 cm™ se atribuye al enlace O-H . Los estiramientos C-O-H y C=0 se
observan en 1743 cm™! y 1688 cm™, respectivamente. La flexién del grupo OH se presenta
en 1426 cm™!. De igual forma, el estiramiento C-O se localiza en 1169 cm™ y 1137 cm™
(Macasoi et al., 2021; Santana et al., 2019).

En la Figura 4.3 se presentan los espectros de los NaDES preparados con diferentes
porcentajes en volumen de agua afiadida.
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Figura 4.3. Espectros FTIR del NaDES-0 (a), NaDES-20 (b), NaDES-30 (c) y NaDES-40 (d).

El espectro del NaDES-0 presenta algunas sefiales caracteristicas de sus constituyentes
con ligeras diferencias. Se distingue una banda més ancha entre el rango de 3500-3000
cm™!, que indica la formacién de nuevos enlaces de hidrégeno entre los precursores (Ai-
rouyuwa et al., 2022). De acuerdo con el estudio tedrico realizado por Pisano et al. (2018),
las interacciones de enlace de hidrégeno que se producen son: entre el hidrégeno del gru-
po carboxilo del 4cido citrico y el oxigeno unido al C—4 de la fructosa, entre el hidrégeno
del grupo hidroxilo del C-5 de la fructosa y el oxigeno del grupo carbonilo del 4cido
citrico, y entre el hidrégeno del grupo hidroxilo del C-1 de la fructosa y el oxigeno del
otro grupo carbonilo del 4cido citrico. La sefial que corresponde al estiramiento C=0 se
desplaza de 1640 cm™ hacia 1709 cm™. Este cambio sugiere un aumento de la densidad
electrénica del oxigeno en el grupo carbonilo, que podria atribuirse a la formacién de
enlaces de hidrégeno en el medio (Santana et al., 2019).

Asimismo, se observa que el pico caracteristico de la fructosa en 1027 cm™! se mantiene.
Zhan et al. (2023) reportaron el espectro FTIR para la mezcla sacarosa-dcido citrico en rela-
cién molar 1:1. En comparacién con el espectro del NaDES preparado para este proyecto,
se aprecia un comportamiento de formacién similar.

Los espectros de los NaDESs con diferentes porcentajes de agua advierten que la adi-
cién del agua no influye drésticamente en la estructura del disolvente, tan solo ensancha
la sefial en el rango de 3700 cm™! a 2900 cm™! de forma proporcional.

38



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.2.3. Analisis por micro-Raman

En la Figura 4.4 se presentan los espectros micro-Raman obtenidos para la fructosa y
los NaDESs con diferentes porcentajes de agua (20, 30 y 40 %, v/v).
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Figura 4.4. Espectros micro-Raman de fructosa (a), NaDES-20 (b), NaDES-30 (c) y NaDES-
40 (d).

En todos los espectros se observa una banda extensa y ancha alrededor de 1687 cm™.
Dumouilla y Dussap (2021) detectaron una sefial semejante para diferentes monosacari-
dos en disolucién acuosa, la cual fue asignada a la flexion H-O-H. El parecido entre los
espectros infiere que el agua afiadida no conlleva un cambio estructural significativo del
NaDES y la formacién de las bandas se asocia a la presencia de enlaces O-H.

Con base en los resultados obtenidos a partir de la caracterizacion de los NaDESs se
deduce que la adicién de diferentes porcentajes de agua no altera la estructura quimica
del NaDESs pero si modifica sus propiedades fisicoquimicas.

De manera particular, las propiedades fisicoquimica del NaDES-40 podrian ser adecua-
das para emplearse en la EAU de CFT. La densidad (1.282 + 0.041 g/cm?) y viscosidad
(19.80+0.100 cP) del NaDES-40 podrian favorecer la solubilidad de los compuestos fené-
licos y, en consecuencia, aumentar la transferencia de masa. No obstante, el pH (0.970
+ 0.010) podria conllevar un cambio quimico dentro del sistema de extraccién. Por su
parte, las pruebas espectroscopicas sugieren que los NaDESs sintetizados con diferentes
porcentajes de agua no corresponden a una disolucion, sino a una mezcla eutéctica de los
precursores. Considerando lo anterior, se eligié el NaDES-40 para aplicarse en la siguiente

etapa orientada a evaluar y optimizar los procesos de extraccién.
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4.2. Optimizaciéon del proceso de extraccion

Una vez seleccionado el NaDES-40 con base en sus propiedades fisicoquimicas y su
analisis espectroscopico, se realizé la optimizaciéon de la extraccién bajo un ambiente
acustico. Para ello se llevaron a cabo extracciones con asistencia de ultrasonido (100 %)
y sin ella (0 %). La optimizacién se aplicé estableciendo como variables respuesta el CFT
y la AA, y definiendo como factores independientes el tiempo (x1) y la temperatura de

extraccion (xp).

4.2.1. Compuestos Fendlicos Totales (CFT)

Se cuantific6 el CFT y la AA del NaDES-40 para determinar su efecto en los ensayos co-
lorimétricos antes de aplicarse en los procesos de extraccion. El resultado obtenido a par-
tir del método Folin-Ciocalteu fue de 34.274+1.95 mg GAE /100 g muestra seca, mientras
que para la AA se registraron 9.98+0.022 mg TROLOX/100 g muestra seca y 9.0833+0.722
mg TROLOX/100 g muestra seca con base en los ensayos DPPH y ABTS, respectivamen-
te. Se observé que el NaDES-40 por si solo presenta una contribucién antioxidante baja,
corroborando asi que los resultados obtenidos posteriormente no se asocian al efecto del
NaDES-40 sino a los CFT recuperados.

La Tabla 4.3 presenta los resultados de los CFT obtenidos de la extraccién con etanol y
NaDES-40 en presencia (100 %) y ausencia (0 %) de ultrasonido a diferentes temperaturas
y tiempos de operacién con base en el disefio de experimentos establecido en el apartado
3.6.4.
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Tabla 4.3. Disefio de experimentos y CFT en la extracciéon con etanol y NaDES-40 con

(100 %) y sin ultrasonido (0 %).

Experimento Factores Potencia CFT (mg GAE/100 g muestra seca)
X1 Xp ultrasénica (%) Etanol NaDES-40

. 4 0 1708.58+14.252 4946.13+170.91P
100 3648.77+41.970 3950.36+195.032

) 0 1 0 1698.14+134.752 4642.68+155.78P
100 4027.21+158.01P 4042.57+208.492

3 — 0 1718.37+23.85% 5058.94+222.57P
100 3622.85+78.11P 4536.30+95.542

A 10 0 3761.58+170.11P 5545.88+118.122
100 3398.67+20.45% 5235.14+218.052

s 0 o 0 3555.22+140.732 6208.49+48.35%
100 3414.30+50.002 5813.16+313.952

) _ 0 3747.90+18127°  6561.424153.64°
100 3422.26+34.402 4739.67+180.962

; 41 0 3724.36+140.572 6392.40+320.342
100 3895.76+54.302 5712.96+55.772

g 0 1 0 3605.13+181.142 6490.33+429.382
100 3891.97+44.902 6334.63+357.442

. L 0 3692.65+129.812  6631.40+269.18°
100 3821.85+93.38% 5255.15+116.832

Los resultados muestran los promedios+desviacion estdndar (n=3). Diferentes letras para un solo

experimento indican diferencias significativas entre las técnicas de extracciéon (EC (0 %) y EAU

(100 %)) mediante la prueba Tukey (p<0.05). x1: tiempo, x;: temperatura.

4.2.1.1.

Extraccion de CFT con etanol y su optimizacion

Con relacién a los resultados de CFT registrados para el uso de etanol, en la Tabla 4.3
se muestra que el mayor CFT obtenido mediante EC y EAU fue de 3761.58+170.11 mg
GAE/100 g muestra seca (40+2 °C, 10 minutos) y 4027.21+158.01 mg GAE/100 g muestra
seca (20+2 °C, 20 minutos), respectivamente.

En los experimentos 1, 2 y 3 se obtuvo una alta cantidad de CFT cuando se aplicé el
ultrasonido (p<0.05). La EAU combina el fenémeno de la cavitacién actstica y las propie-
dades de los disolventes para potenciar la obtencién de compuestos bioactivos. La ener-
gia ultrasénica promueve la formacion, el crecimiento y el colapso inmediato de burbujas
de cavitacién, generando condiciones de presion y temperatura extremas. De este modo,
se favorece la penetracion del disolvente en la muestra, provocando la disrupcion de la

pared celular y con ello la liberaciéon de los compuestos de interés (Pagano et al., 2021).
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Los resultados indican que la asistencia con ultrasonidos conlleva una extraccion relativa-
mente superior de CFT en menor tiempo y a temperaturas moderadas. En consecuencia,
se podria reducir el consumo energético.

Por otra parte, en los experimentos 4 y 6 se observa que la EC conlleva una mayor ob-
tencion de CFT en comparacion con la EAU. Este incremento se atribuye a la temperatura
de extraccién aplicada (40+2 °C). De acuerdo con Sridhar et al. (2021), el aumento de la
temperatura en el proceso de extraccién reduce la viscosidad y la tensién superficial del
etanol, lo cual incrementa la transferencia de masa y mejora la solubilidad de los CFT.

Con respecto a los experimentos 5, 7, 8 y 9 no se observan diferencias significativas
(p<0.05) en funcién de la técnica utilizada. Estos resultados podrian inferirse a dos fené-
menos. Por un lado, de acuerdo con la segunda ley de Fick, después de cierto tiempo se
alcanza un equilibrio entre las concentraciones de soluto en el disolvente y la matriz séli-
da (Silva et al., 2007). Asimismo, una temperatura excesiva promueve la degradaciéon de
compuestos termosensibles y, en el caso de la EAU, se reduce la intensidad de colapso de
burbujas de cavitacion, ademads de provocar un efecto de sondlisis, que implica la oxida-
cioén de los compuestos fendlicos (Chuo et al., 2022; Martinez-Ramos et al., 2020). Dichos

experimentos se realizaron aplicando tiempos prolongados y temperaturas elevadas.

Una vez analizados los resultados, se realiz6 la optimizacion del proceso de extraccion.
La Figura 4.5 muestra en un grafico de superficie de respuesta la influencia de la interac-
cién entre la temperatura y el tiempo de operacién sobre el contenido de CFT recuperado
mediante EC (4.5A) y EAU (4.5C). Ademads, se presentan los ajustes entre los valores expe-
rimentales y pronosticados para los CFT (4.5B y 4.5D para EC y EAU, respectivamente).
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Figura 4.5. Gréficos de superficie de respuesta del modelo de regresién cuadratica y su ajuste,
que muestran el efecto del tiempo y la temperatura sobre el CFT de los extractos ob-
tenidos mediante extracciéon convencional (A y B) y asistida con ultrasonido (C y D)
con etanol.

Asimismo, a partir del disefio de experimentos, se establecié el modelo de regresion
cuadrética para EC (Ec. 4.1) y para EAU (Ec. 4.2), mostrdndose solo los coeficientes que
resultaron significativos (p<0.05).

YCFTee prama = 3017.513 4 982.843x;, + 106.075x% — 997.024x§ (4.1)

YCETpuy gy = 3506.946 + 51.759x, — 142.799x7 + 406.320x5 4.2)

Con base en los resultados obtenidos para EC (4.5A), las condiciones 6ptimas de extrac-
cién fueron 10 minutos y 50 °C, con un valor méximo de CFT de 3965.77 mg GAE/100 g
muestra seca. El modelo de regresion ajustado a los datos experimentales fue adecuado
para describir el efecto de la EC con etanol sobre los CFT a diferentes condiciones de tiem-
po y temperatura de procesamiento. Lo anterior se confirma por el valor del coeficiente
de determinacion ajustado de R?= 0.984
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Por otro lado, las condiciones de extraccién 6ptimas para EAU (4.5C) fueron 20 minutos
y 60 °C, que conlleva un valor maximo de 3965.05 mg GAE/100 g muestra seca. El mo-
delo de regresion present6 un coeficiente de determinacién de R?= 0.796, indicando un
ajuste adecuado, no obstante, siendo menor al obtenido para la técnica convencional. De
forma general, se aprecia que existi6 una menor variabilidad en los datos de EC, aunque
una distribucién en dos grandes grupos atribuida a la influencia de la menor temperatura
(2042 °C) que induce un contenido de CFT bajo (1597.239-1851.171 mg GAE/100 g mues-
tra seca). En el caso de la EAU, el valor de ajuste se confiere a una mayor variabilidad del
comportamiento de los datos, destacando que se alcanzan contenidos de CFT elevados a
menor temperatura (>3568.642 mg GAE/100 g muestra seca a 20+2 °C).

4.2.1.2. Extraccion de CFT con NaDES-40 y su optimizacion

En la Tabla 4.3 se observa que al utilizar el NaDES-40 se obtiene un mayor contenido
de CFT con respecto al etanol, independientemente de las técnicas de extraccién utiliza-
das. De acuerdo con (Aktas y Kurek, 2024), la extraccién de CFT en conjunto con NaDES
se basa en la formacion de enlaces de hidrégeno entre los compuestos de interés y las
moléculas del NaDES. En este sentido, el niimero de grupos carboxilo e hidroxilo de los
precursores (acido citrico y fructosa) favorece la creaccién de enlaces de hidrégeno, au-
mentando asi el contenido fenélico recuperado (Liu et al., 2019). Ademads, la mejora del
rendimiento de extraccién podria explicarse por el principio de “lo similar disuelve lo
similar”, es decir, la polaridad del NaDES sintetizado puede ser similar a la de los com-
puestos fendlicos en cdscara de mango (Liu et al., 2023).

Con respecto a la influencia de las técnicas, el mayor contenido de CFT extraido fue
de 6631.40+269.18 mg GAE/100 g muestra seca mediante la EC (60+2 °C, 30 minutos) y
6334.63+357.44 mg GAE /100 g muestra seca para EAU (60+2 °C, 20 minutos).

En los experimentos 1, 2, 3, 6 y 9 se observa que la EC presenta una mayor obtencién de
CFT en comparacion con la técnica asistida con ultrasonido. Estos resultados se confieren
al tiempo de extraccion prolongado mediante el cual se favorece la disolucién de los com-
puestos fendlicos en el disolvente (Liu et al., 2023). En contraste, en los experimentos 4, 5,
7 y 8 no se aprecian diferencias significativas (p<0.05) en funcién del uso de ultrasonido,
aunque si un aumento en el contenido de CFT al elevar la temperatura. de Almeida Pon-
tes et al. (2021) establecen que al aplicar temperaturas altas en un sistema con NaDESs se
debilitan las interacciones quimicas en la matriz vegetal (enlaces de hidrégeno, fuerzas de
van der Waals, momentos dipolares e interacciones electrostéticas) y los fenémenos fisi-
cos de absorcién que retienen los compuestos biolégicos en dichas matrices, conllevando

una mejora en el proceso de extraccién.
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Posteriormente se realiz6 el andlisis de los resultados para optimizar el proceso de ex-
traccion. La Figura 4.6 presenta el gréfico de superficie de respuesta para la EC (4.6A) y
EAU (4.6C), ademas de los ajustes entre los valores experimentales y pronosticados para
los CFT (4.6B para EC y 4.6D para EAU).
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Figura 4.6. Gréficos de superficie de respuesta del modelo de regresién cuadratica y su ajuste,
que muestran el efecto del tiempo y la temperatura sobre el CFT de los extractos ob-
tenidos mediante extracciéon convencional (A y B) y asistida con ultrasonido (C y D)
con NaDES-40.

Con relacién a los resultados obtenidos para EC (4.6A), las condiciones de temperatura
y tiempo de extraccion 6ptimas fueron 60 °C durante 16.7 minutos, con un valor méximo
de 6789.34 mg GAE/100 g muestra seca. Por otra parte, las condiciones ¢éptimas para la
EAU (4.6C) fueron 20 minutos y 60 °C, que conducen a un valor maximo de 6148.26 mg
GAE/100 g muestra seca.

YCFToe nupps_so = 6105.266 + 227.892x; + 811.064x; — 411.618x3 (4.3)

YCFTou nupps_so = 5990561 + 795.584x; — 491.858x7 — 260.936x1x; — 290.658x3  (4.4)
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Los modelos de regresién definidos (Ec. 4.3 y Ec. 4.4) indicaron que los datos se ajusta-
ron de forma adecuada, calculando un coeficiente de determinacién de R% = 0.871 parala
técnica convencional y de R? = 0.842 bajo la asistencia con ultrasonido.

Anteriormente se menciond que en los extractos con NaDES-40 se distinguieron valores
altos de CFT sin importar la técnica, atribuyéndolo a un posible efecto del pH del medio,
cuyos valores oscilaron entre 1.03 y 1.15. De acuerdo con Saini et al. (2022), la naturaleza
acida de los NaDESs rompe un mayor ntimero de enlaces, conduciendo a un proceso de
extraccion mds rdpido. Asimismo, se infiere que la fructosa contribuye en la extraccién
debido a su afinidad con los compuestos fendlicos presentes en la cdscara de mango.
Ademés, de acuerdo con Ojeda et al. (2023), la presencia de agua incrementa la polaridad
del NaDES, mejorando la extraccién de compuestos con dicha naturaleza. Por lo anterior,
se deduce que la extracciéon con NaDES-40 conlleva una mayor obtencién de CFT debido
al efecto sinérgico entre sus precursores.

En la literatura se ha reportado gran variabilidad del contenido fendlico presente en
cascara de mango, asociado con el tipo de cultivo, el estado de maduracién y las condi-
ciones de extraccion utilizados. Los resultados del presente proyecto se ubican dentro del
rango documentado por otros autores, que oscila entre 810 y 9260 mg GAE /100 g muestra
(Ajila y Rao, 2013; Kim et al., 2010).

4.2.2. Analisis de la actividad antioxidante

En la Tabla 4.4 se presentan los resultados de la AA para el ensayo de DPPH y ABTS
obtenidos a partir de los extractos con etanol y NaDES-40 con (100 %) y sin (0 %) la apli-
cacién de ultrasonido a diferentes temperaturas y tiempos de procesamiento, con base
en el disefio de experimentos definido en el apartado 3.6.4 y en seguida se presenta el
andlisis de los resultados en funcién del disolvente y de los ensayos aplicados para la
cuantificacién de la AA.
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Tabla 4.4. Disefio de experimentos y AA en los extractos con etanol y NaDES-40 en pre-

sencia (100 %) y ausencia (0 %) de ultrasonido.

Experimento Factores Potencia Etanol NaDES-40
x1 xp ultrasénica DPPH* ABTS* DPPH* ABTS*

(%)

) P 0 17.374020% 120.27+0.31P 163.4920.942 1017.33+2.76°
100 16.84+0.33% 117.06+0.172 168.07+2.03% 998.07+8.832

) N 0 17.05:0.12P  119.80£0.36 165.7141.212 1037.78+1.93P
100 16.7620.06 118.17+0.312 167.9120.57° 997.27+4.162

3 L 0 16.83£0.13%  119.64+0.17% 163.67+1.24% 1011.41+3.092
100 16.50£0.29% 119.12+0.53 170.03+1.45P 1015.85+4.862

A 10 0 16.67+0.27% 118.95:0.10% 166.59+3.312 1002.32+0.76°
100 17.14£0.14% 119.31£0.44% 174.29+2.82P 964.56+7.482

. _— 0 16.19£0.99% 118.96+0.27% 166.84+1.05% 1019.02+1.39P
100 16.9620.072 119.06+0.052 173.65+1.42P 986.27+7.652

6 o 0 16.74+0.55% 119.46+0.29? 166.22+0.44% 1007.67+5.80%
100 17.00£0.212  119.72+0.24% 176.010.01P 1005.59+8.312

; 41 0 15.6820.48% 118.96+0.18? 158.08+0.69% 1001.82+2.92P
100 18.53+043P 119.9420.16° 167.59+2.06° 969.22+6.242

o 0 1 0 152820362 118.85:0.222 154.42+0.812 995.75+10.90P
100 18.3320.40P 119.49+0.31P 165.4922.01P 976.18+3.982

9 L1 0 15.09£0.57% 119.41£0.09° 157.35:1.262 996.23+2.122
100 17.99:0.09° 118.85:0.33% 166.55:2.71P 992.51+5.482

Los resultados muestran los promedios+desviacién estdndar (n=3). Diferentes letras para un so-
lo experimento indican diferencias significativas entre los ensayos (DPPH y ABTS) mediante la
prueba Tukey (p<0.05). x1: tiempo, x2: temperatura. *mg TROLOX/100 g muestra seca.

4.2.2.1. Determinacion de la AA en los extractos con etanol y su optimizacion

Ensayo DPPH

Con respecto al ensayo DPPH, la mayor AA obtenida a partir de EC y EAU fue de
17.37+0.20 mg TROLOX/100 g muestra seca (20 °C, 10 minutos) y 18.53+0.43 mg TRO-
LOX/100 g muestra seca (60 °C, 10 minutos), respectivamente (Tabla 4.4).

En los experimentos 7, 8 y 9 se obtuvo una mayor AA mediante EAU, sugiriendo que
los compuestos recuperados presentaron una capacidad elevada para eliminar el radical
DPPH bajo las condiciones actsticas aplicadas. Con respecto a los experimentos 1, 3, 4,
5y 6 no se observaron diferencias significativas (p<0.05) entre técnicas, mientras que el

experimento 2 es el inico en el que se obtiene una AA més alta al emplear la EC.
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Figura 4.7. Gréficos de superficie de respuesta del modelo de regresién cuadratica y su ajuste,
que muestran el efecto del tiempo y la temperatura sobre la AApppp de los extractos
obtenidos mediante extraccién convencional (A y B) y asistida con ultrasonido (C y
D) con etanol.

La optimizacién realizada a partir de los resultados documentados mostré que se re-
quieren 20°C durante 20 minutos para obtener la mayor AA (17.25 mg TROLOX/100 g
muestra seca) mediante EC (Figura 4.7A). Por su parte, la condiciones de procesamiento
Optimas bajo la asistencia del ultrasonido fueron 20 °C y 10 minutos, que conlleva la ob-
tencion de 18.116 mg TROLOX/100 g muestra seca (Figura 4.7C). Los modelos de regre-
sién (Ec. 4.5-4.6) presentaron coeficientes de determinacién de R? = 0.754 para la técnica
convencional y de R?=0.902 para la técnica con ultrasonido.

yDPPHchEtanol = 16.389 — 0.8869(2 (4.5)

YDPPHp 4y prne = 17-031 — 0.168x1 + 0.793x; + 0.460x3 (4.6)
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Ensayo ABTS

A partir de esta metodologia, la mayor AA alcanzada fue 120.27+0.31 mg TROLOX/100
g muestra seca (20 °C, 10 minutos) mediante la técnica convencional y 119.94+0.16 mg
TROLOX/100 g muestra seca (60 °C, 10 minutos) bajo EAU (Tabla 4.4).

En los experimentos 3, 7 y 8 se consigue una mayor AA mediante EAU (de 119.12+0.53-
119.94+0.16 mg TROLOX/100 g muestra seca). En contraste, de acuerdo con los resulta-
dos de los experimentos 1,2y 9, la EC conlleva una AA superior. Con respecto a las prue-

bas 4, 5 y 6 no se observaron diferencias significativas (p<0.05) en funcién de la presencia
o ausencia del ultrasonido.
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Figura 4.8. Gréficos de superficie de respuesta del modelo de regresién cuadratica y su ajuste,
que muestran el efecto del tiempo y la temperatura sobre la AA p gTg de los extractos

obtenidos mediante extraccién convencional (A y B) y asistida con ultrasonido (C y
D) con etanol.

Las condiciones de EC 6ptimas fueron 20 °C y 10 minutos, con un valor méximo de
120.256 mg TROLOX/100 g muestra seca (Ec. 4.7, R? =0.776) (Figura 4.8A), mientras que

para EAU fueron 60 °C y 10 minutos, que resulta en 119.983 mg TROLOX/100 g muestra
seca (Ec. 4.8, R? = 0.864) (Figura 4.8C)
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YABTSpe gy = 118.964 — 0.415x7 4 0.240x7 + 0.270x1x + 0.365x3 (4.7)

YABTS s sy prony = 119.359 4 0.228x; + 0.653x, — 0.786x1x2 — 0.589x3 (4.8)

En el presente trabajo, la AA evaluada mediante el ensayo ABTS fue superior en com-
paracién con el ensayo DPPH, sin embargo, los resultados no son comparables entre los
métodos aplicados ya que el ensayo ABTS cuantifica la AA de compuestos hidréfilos y
lipofilicos, mientras que el ensayo DPPH determinaria tinicamente el efecto de los com-
puestos lipofilicos (Martinez-Ramos et al., 2020). En este sentido, los resultados indican
que las cdscaras de mango presentan una mayor concentraciéon de compuestos capaces
de estabilizar el radical ABTS.

De forma general, los resultados obtenidos se encuentran dentro del rango definido por
otros autores, que abarca desde 13.24+0.80 hasta 793.41+0.24 mg TROLOX/100 g mues-
tra seca para DPPH y de 13.70+0.73 a 2476+5.00 mg TROLOX/100 g muestra seca para
ABTS (Madalageri et al., 2015; Martinez et al., 2012; Martinez-Ramos et al., 2020). De acuer-
do con Soria-Lara et al. (2020), la variacién entre los resultados de AA registrados en el
presente trabajo y los obtenidos por otros autores puede atribuirse al estado de madurez
de la muestra y/o a una previa exposicion a estrés bittico o abiético. Por lo anterior, se
infiere que las técnicas y condiciones de extraccion aplicadas no perjudica la AA de los
compuestos recuperados.

4.2.2.2. Determinacion de la AA en los extractos con NaDES-40 y su optimizacién

Ensayo DPPH

La mayor AA registrada para los extractos obtenidos con NaDES-40 fue de 166.84+1.05
mg TROLOX/100 g muestra seca (40 °C y 20 minutos de EC) y 176.01+0.01 mg TRO-
LOX/100 g muestra seca (40 °C y 30 minutos de EAU) (Tabla 4.4).

A excepcion del experimento 1, donde no existieron diferencias significativas (p<0.05)
en funcién de la técnica aplicada, en todos los extractos obtenidos mediante EAU se regis-
tr6 una mayor AA en comparacién a los preparados con la extraccién convencional. Por
ello, se infiere que la aplicacién del NaDES-40 en la EAU conlleva una AApppy elevada,

independientemente del tiempo y la temperatura de extraccién utilizados.
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Figura 4.9. Gréficos de superficie de respuesta del modelo de regresién cuadratica y su ajuste,
que muestran el efecto del tiempo y la temperatura sobre la AApppp de los extractos
obtenidos mediante extraccién convencional (A y B) y asistida con ultrasonido (C y
D) con NaDES-40.

Para la extracciéon convencional se determinaron las condiciones ¢ptimas 34 °C y 10
minutos para recuperar 167.319 mg TROLOX/100 g muestra seca (Ec. 4.9, R? = 0.874)
(Figura 4.9A). En contraste, las condiciones 6éptimas de EAU corresponden a 37.4 °C y 30
minutos para alcanzar un valor maximo de 175.673 mg TROLOX /100 g muestra seca (Ec.
4.10, R? = 0.783) (Figura 4.9C).

y = 166.548 — 3.836x, — 6.096x3 (4.9)
y = 174.648 — 1.065x, — 7.045x3 (4.10)

Ensayo ABTS
La mayor AA obtenida por EC fue 1037.18+1.40 mg TE/100 g muestra seca (20 °C, 20

minutos), y por EAU fue 1015.85+4.86 mg TE/100 g muestra seca (20 °C, 30 minutos)
(Tabla 4.4).
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En contraste con los datos obtenidos a partir del ensayo DPPH, los resultados de los
experimentos 1, 2, 4, 5, 7 y 8 indican que a partir de la EC se obtiene una AAsprs superior
en comparacién con la EAU. Dichos experimentos se realizaron en un lapso menor a 20
minutos. Por el contrario, en las pruebas 3, 6 y 9, realizadas a 30 minutos, no se observaron
diferencias significativas (p<0.05) en funcién del uso o no de ultrasonido. Con base en lo
anterior, se infiere que el uso de tiempos de extracciéon moderados en la EC facilita la
obtencién de CFT capaces de eliminar el radical libre del ABTS.
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Figura 4.10. Gréficos de superficie de respuesta del modelo de regresién cuadratica y su ajuste,

que muestran el efecto del tiempo y la temperatura sobre la AA A gTg de los extractos

obtenidos mediante extraccién convencional (A y B) y asistida con ultrasonido (C y
D) con NaDES-40.

Con relacién a la EC, se determiné que las condiciones de procesamiento 6éptimas son
20 °C durante 19.5 minutos, las cuales conllevan a un AA de 1029.8 mg TROLOX/100
g muestra seca (Ec. 4.11, R? = 0.732) (Figura 4.10A). Finalmente, los valores de tiempo y
temperatura 6ptimos de EAU fueron 20 °C y 30 minutos, permitiendo alcanzar un valor
méximo de 1017.5 mg TROLOX/100 g muestra seca (Ec. 4.12, R? = 0.783) (Figura 4.10A).
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y = 1017.526 — 12.116x, — 11.394x (4.11)

y = 989.501 + 13.686x1 — 12.214x; (4.12)

Al realizar una comparacién en funcién del disolvente empleado, independientemente
de la técnica de extraccion, se observa que el uso de NaDES-40 conduce a una actividad
antioxidante superior. Esta tendencia presenta concordancia con los resultados determi-
nados en la cuantificacion de CFT, donde la aplicacién del NaDES-40 favorece la extrac-
cién de CFT y por tanto se presenta un incremento en la AA. Asimismo, se aprecia que el

uso de ultrasonido no influy6 negativamente la AA de los extractos con NaDES-40.

4.3. Caracterizacion de los extractos e identificacion de

CFT presentes

Los extractos que presentaron el mayor contenido de CFT y la mayor AA para cada
disolvente y técnica de extraccion aplicados se caracterizaron mediante espectrocopia
micro-Raman y cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC). En la Tabla 4.5 se es-
pecifica la nomenclatura designada a partir de las condiciones de extraccién utilizadas
para obtener cada muestra.

Tabla 4.5. Acrénimo y condiciones de extraccién utilizadas para cada extracto analizado.

Acréonimo Disolvente Extraccion Tiempo (min) Temperatura (°C)
E1l 10 50
E2 Convencional 20 20
E3 Etanol 10 20
Eg Asistida con ultrasonido %8 28
N1 30 60
N2 Convencional 10 34
N3 19.5 20
N4 NaDES-40 16.7 60
N5 Asistida con ultrasonido 30 37.4
N6 30 20

4.3.1. Analisis por espectroscopia micro-Raman

En la Figura 4.11 se presentan los espectros micro-Raman obtenidos para los extractos
preparados a partir de las condiciones 6ptimas.
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Figura 4.11. Espectros micro-Raman de los extractos 6ptimos obtenidos mediante EC (A y C) y
EAU (By D).

En la Figuras 4.11A y B se aprecia una banda ancha alrededor de 964 cm™, la cual se
atribuye a modos C-H fuera del plano en carotenoides. Aunque generalmente este modo
estd prohibido para moléculas planas, cuando las moléculas de carotenoides se doblan
alrededor de un enlace C-C, estos modos fuera del plano se intensifican debido al acopla-
miento de transiciones electrénicas (Prinsloo et al., 2004). Se observa una variacién de la
intesidad entre los espectros E1, E2 y E3. Con base en las condiciones de extraccion apli-
cadas, se sugiere que al aumentar la temperatura a 50 °C puede favorecerse la extracciéon
de carotenoides, lo cual estd en acuerdo con los resultados obtenidos por la ecuacién 4.3
utilizada para optimizar las condiciones de EC.

Por otra parte, se observa que en los espectros de los extractos obtenidos con NaDES-40,
ademads de la banda asociada a la presencia de carotenoides, se encuentra la sefial asociada
a la fructosa. Esto supone que la fructosa no sufre cambios en su estructura, infiriendo que
el NaDES-40 es térmicamente estable bajo las condiciones de extraccion aplicadas. En este
sentido, el cambio con respecto a la intensidad de cada espectro se atribuye a la variacion
en las condiciones de extraccién aplicadas.
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4.3.2. Analisis por HPLC

Aunque se ha identificado una gran variedad de compuestos fendlicos en cdscaras de
mango, el dcido gélico y la quercetina destacan por sus propiedades bioactivas y su alto
contenido. Como se muestra en la Figura 4.12, dichos compuestos se identificaron en
todos los extractos.

N
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- _ N N w w
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Figura 4.12. Contenido de acido gélico y quercetina en extractos obtenidos con etanol y NaDES-
40 mediante EC y EAU. Las barras de error representan las desviaciones estdndar
del promedio de tres repeticiones.
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Figura 4.13. Estructura molecular y cromatogramas del dcido galico (A) y de los extractos

E3 (B), E4 (C), N3 (D) y N4 (E).
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El tiempo de retencién registrado para el 4cido gélico fue de 3.656+0.30 minutos (Figura
4.13). Los resultados indican que el uso del NaDES-40 aumenta la extraccién de acido ga-
lico, obteniendo un mayor contenido en conjunto con la técnica convencional (37.991+1.90
mg/ g muestra seca). En contraste, el etanol conlleva valores significativamente inferiores
(p<0.05) al utilizarse en ambas técnicas. Este comportamiento presenta concordancia con
los resultados observados en la determinacién de CFT, donde la aplicaciéon del NaDES-40
en la EC conlleva una extraccién superior. Por lo anterior, la mejora en la obtencion de
acido gélico se atribuye a las propiedades quimicas del NaDES sintetizado en el presente
trabajo.

Por otra parte, en la Figura 4.14 se observa que la quercetina presenté un tiempo de
retencion de 3.142+0.30 minutos. Contrario a los resultados obtenidos para dcido gélico,
la cantidad de quercetina registrada en los extractos con NaDES-40 no super6 significa-
tivamente (p<0.05) la cantidad obtenida en los extractos con etanol, independientemente
de la técnica aplicada. Se registré un valor maximo al utilizar etanol bajo la asistencia del
ultrasonido (26.078+0.96 mg/ g muestra seca). Ojeda et al. (2023) reportaron resultados
similares en la cuantificaciéon de quercetina extraida de cascara de mango ’criollo’.

Los datos del presente andlisis se ubican dentro del rango documentado por otros au-
tores, siendo de 7.379-564 mg/100 g de muestra seca para 4cido géalico y de 1.591-49.1
mg/100 g muestra seca para quercetina (Ojeda et al., 2023; Safdar et al., 2017; Sdnchez-
Camargo et al., 2021). A partir de los resultados documentados se concluye que fue posi-
ble identificar dcido galico y quercetina en los extractos obtenidos y que las metodologias
aplicadas para su cuantificaciéon fueron adecuadas.
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V.CONCLUSIONES

El presente trabajo estudi6é el comportamiento de un NaDES conformado por acido
citrico y fructosa durante la extraccion asistida con ultrasonido de compuestos fenélicos
a partir de cdscaras de mango (Mangifera indica L. cv Manila).

Los resultados de las propiedades fisicoquimicas de los NaDESs mostraron que la adi-
cién de agua modificé significativamente cada propiedad y los anélisis espectroscépicos
(FTIR y micro-Raman) sefialaron que los NaDESs sintetizados con diferentes porcentajes
de agua no corresponden a una disolucién, sino a una mezcla eutéctica de los precursores.

El NaDES-40 fue adecuado para la EAU de CFT debido a que se favoreci6 la solubilidad
de dichos compuestos por efecto de la viscosidad, densidad y pH del disolvente. Por lo
tanto, se logré obtener un contenido de CFT hasta 1.7 veces més en comparacién con el
etanol. Cabe destacar que a partir del uso de ultrasonidos se logré reducir el tiempo de
extraccion requerido. Por otra parte, la AA alcanzada con el uso del NaDES-40 fue hasta
ocho veces la obtenida con el etanol. Los modelos de regresién cuadraticos establecidos
mostraron coeficientes de determinacién R? de 0.732-0.984, sefialando que el ajuste de los
datos pronosticados fue adecuado.

Los espectros micro-Raman solo mostraron la presencia de carotenoides en los extrac-
tos y sefialan que al elevar la temperatura aumenta la obtencién de dichos compuestos.
Asimismo, los espectros advierten que el NaDES-40 permanece quimicamente estable
bajo las condiciones de tiempo y temperatura de extracciéon aplicados. Por su parte, el
andlisis mediante HPLC permiti6 identificar y cuantificar la presencia de 4cido galico y
quercetina en los extractos 6ptimos.

Asi, se concluye que la aplicacién de ultrasonido y el NaDES-40 presentan un efecto
sinérgico en la extracciéon de compuestos fendlicos. Los extractos obtenidos a partir de
las cascaras de mango y NaDES-40 podrian considerarse adecuados para aplicarse como
ingredientes en diversos productos alimenticios sin la necesidad de realizar algtin proceso

de purificacién previo a su uso.
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ANEXO

Curvas de calibracion

Curva de calibracién del estdndar 4cido gélico para el contenido de CFT (ensayo Folin-

Ciocalteu).
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Curva de calibraciéon del estindar TROLOX para la actividad antioxidante (ensayo
DPPH (A) y ABTS (B))
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ANEXO

Curva de calibracion del estandar acido galico para cuantificar su contenido en los

extractos 6ptimos mediante HPLC
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Curva de calibracién del estdndar quercetina para cuantificar su contenido en los ex-

tractos 6ptimos mediante HPLC
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