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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo usar los residuos solidos (cascara y pepa)
procedentes de la industrializacion del camu-camu como fuente de compuestos fendlicos,
las variables consideradas para la extraccion de los compuestos fenolicos fueron: la relacion
materia prima / solvente, la temperatura y el tiempo de extraccion. En relacion al solvente; se
utilizé una solucién de etanol al 50% que fue constante en todo el trabajo. En la obtencién de
camu-camu atomizada se generd 42.2% de residuos sélidos entre cascara y pepa respecto al
fruto entero que secadas y molidas presentaron una humedad de 3.1% y un tamafio de particula,
en un 56.2%, < 0.42 mm. Se empleo el disefio factorial para el screening con un arreglo de
23 para identificar aquellas variables que afectan sensiblemente en el rendimiento de
extraccion de compuestos fenolicos. Mediante el disefio central compuesto rotable con 5
réplicas en el punto central se optimizaron las variables para el contenido de compuestos
fenolicos totales expresados en mg acido galico equivalente (GEA)/100g materia seca. Las
condiciones gque maximizan la cantidad de compuestos fenolicos fueron: 55°C para
temperatura y 1/42 para relacion materia prima/solvente conjuntamente con tiempo de
extraccion 30 minutos obteniéndose un valor de 5939.1 mg de acido gélico equivalente
(GEA)/100 g materia seca. La identificacion de compuestos fenolicos por la técnica de
cromatografia liquida de alta performance (HPLC), a 280nm, reveld 22 picos principales
los que estuvieron agrupados en: derivados del acido elégico, derivados del flavan -3- ol (o
derivados del flavanoles) y derivados de las flavanonas, ademas se identifico el acido
elagico tal cual. A 360 nm se identificd rutina. Se concluye que los residuos sélidos de la
industrializacion del camu-camu son una fuente importante de compuestos fenélicos por lo
que es una buena alternativa para su aprovechamiento, evitando su destino al relleno
sanitario, logrando su valorizacion y planteandose una solucion ambiental dentro de la

gestion integral de residuos.

Palabras claves: camu-camu, residuos sélidos agroindustriales, superficie respuesta,

compuestos fenolicos, valorizacion de residuos.



ABSTRACT

The objective of the present investigation was to use solid wastes (peel and seed) from the
industrialization of camu-camu as a source of phenolic compounds, the variables
considered for extraction of phenolic compounds were: the raw material / solvent ratio, the
temperature and the extraction time. In relation to the solvent, a 50% ethanol solution was
used, which was constant all the time. In the production of atomized camu- camu, 42.2%
of solid waste was generated including the peel and the seed compared to the whole fruit,
which, when dried and ground, had a humidity of 3.1% and a particle size of 56.2% < 0.42
mm. A factorial design was used for the screening with an array of 2° to identify those
variables that significantly affect the extraction yield of the phenolic compounds. The
variables used for the content of total phenolic compounds expressed in mg of equivalent
gallic acid (EGA) / 100g dry matter were optimized through a rotatable central composite
design with 5 replications in the central point. The conditions to maximize the phenolic
compound content were: 55 ° C for temperature and 1/42 for the raw material / solvent
ratio together with the extraction time of 30 minutes, obtaining a value of 5939.1 mg of
equivalent gallic acid (EGA) / 100g of dry matter. The identification of phenolic
compounds by the high performance liquid chromatography (HPLC) technique, at 280 nm,
revealed 22 main peaks grouped into: ellagic acid derivatives, flavan -3- ol derivatives (or
flavanols derivatives) and flavanone derivatives, in addition ellagic acid was identified the
way it is. At 360 nm, rutin was identified. In conclusion, the solid waste from the
industrialization of camu-camu is an important phenolic compound source, making it a
good alternative to use, avoiding a sanitary landfill destination, achieving its valorization,

and a solution within the environmental integral management of wastes.

Keywords: camu-camu, agroindustrial solid waste, surface response, phenolic compounds,

waste recovery.
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. INTRODUCCION

En los ultimos afios la agroindustria peruana ha crecido, aprovechando nuestra gran
diversidad climética y natural, que permite la produccion agroindustrial durante todo el afio
pero a la vez producen un gran porcentaje de subproductos de desechos, como cascaras,
semillas, etc. donde el manejo de éstos se realizan sin la prudencia necesaria y de forma
poco saludable con el medio ambiente siendo una realidad que enfrentan la mayoria de las
plantas de procesamiento de alimentos (Oreopoulou y Russ, 2007; Mirabella et al., 2014;
Olascoaga, 2016).

Camu-camu es una fruta tropical del Amazonas, ampliamente transformada en pulpa de
fruta y otros derivados generando alrededor del 42 — 50% de residuos sélidos perecibles
donde una inadecuada gestion traeria problemas ambientales. En la mayoria de los casos el
principal destino es la alimentacion animal o el traslado al relleno sanitario que puede
resultar costoso (Ros et al., 2012; Silva de Azevedo et al., 2014).

La exportacion de pulpa congelada de camu-camu, en el afio 2015 fue de 139.45 toneladas
(Agrodata Perd/SUNAT 2016) y en el afio 2007 fue de 1229.8 toneladas (SUNAT 2008);
considerando un 42.2 por ciento de residuos solidos generados en el procesamiento de
camu- camu, se habrian generado 101.64 y 897.3 toneladas de residuos, respectivamente.
Estos residuos adecuadamente gestionados se destinarian para obtener compuestos
fendlicos con lo que se lograria darles una valorizacion y evitaria su disposicion final en
un relleno sanitario.

Existen muchos trabajos de investigacion que buscan valorizar los residuos
agroindustriales ya que contienen aun compuestos de gran valor. La concentracion de
compuestos fendlicos en la cascara y pepa del camu-camu es muy superior en cuanto a
flavonoides y antocianinas ademas de presentar una actividad antioxidante apreciable
(Sotero, et al., 2009).También se han identificado compuestos y carotenoides fendlicos
relevantes para la salud (Fracassetti et al., 2013, Fujita et al., 2013 y Zanatta y Mercadante

2007). A la vez que muestran la


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996914003238#bb0075
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996914003238#bb0080
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996914003238#bb0180
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996914003238#bb0180

multifuncionalidad de los compuestos fenolicos de residuos de camu-camu debido a que
presentan actividades antioxidantes, anti-microbianos y anti-enzimaticos. Por lo tanto el
potencial de estos fitoquimicos constituyentes de material vegetal para el mantenimiento y
proteccion de la salud de enfermedades coronarias del corazon y cancer; esta aumentando
el interés entre los investigadores y procesadores de alimentos asi como entre los
consumidores, quienes han empezado a mirarlos con especial interés como alimentos
funcionales (Babbar et al., 2011).

La industria alimentaria genera un alto volumen de subproductos y residuos de
procesamiento, que podrian plantear severos problemas medioambientales. La valorizacion
de residuos es ampliamente reconocida como una solucion de preferencia para la gestion
de residuos y proporciona oportunidades para el desarrollo de nuevos productos naturales.
Una de las opciones de mayor valor es la recuperacion de los fitoquimicos polifenolicos
bioactivos (Amyrgialaki et al., 2014).

Por lo que en la presente investigacion el objetivo general fue:

- Usar los residuos solidos procedentes de la industrializacion del camu-camu como
fuente de compuestos fenolicos.

Los objetivos especificos fueron:

- Determinar los parametros de extraccién que maximizan el rendimiento de compuestos
fendlicos totales.

- ldentificar mediante HPLC-PDA, el perfil de compuestos fenolicos del extracto
obtenido.

— Estimar el beneficio ambiental y economico para la produccién de extractos fendlicos a

partir de éstos residuos.



1. REVISION DE LITERATURA

2.1 CAMU-CAMU

Segln Sotomayor (2000) el camu-camu es un arbusto que alcanza 4 m de altura; se
ramifica desde la base formando varios tallos secundarios que a su vez se ramifican en
forma de vaso abierto. El tallo y las ramas son glabros, cilindricos, lisos de color marrén
claro o rojizo y con corteza que se desprende de forma natural. El fruto es globoso de
superficie lisa y brillante, de color rojo oscuro, hasta negro purpura al madurar; puede tener
2 a 4 cm de diametro; con una a cuatro semillas. Peso promedio alrededor de 8.4 g por
fruto. Las semillas son reniformes, aplanadas con 8 a 11 mm de longitud y 5.5 a 11 mm de
ancho (Villachica, 1996).

El camu-camu al estado silvestre vegeta en la orilla de los rios, cochas y cursos menores
de agua en la Amazonia, sumergido una parte del tronco en el agua hasta una altura de 30 a
40% de su estatura total (Calzada, 1980; Sotomayor, 2000).

Los frutos se colectan cuando empiezan a madurar, es decir cuando estan al estado semi-
maduro (se reconoce por que la piel o céscara que es de color verde adquiere algunas
pintas color granate). La composicién fisico quimica del fruto en 100 g de pulpa se
presenta en el Cuadro 1. Como se observa el mayor componente es el acido ascérbico,
presentando 2994 mg por 100g de pulpa (2780 mg como acido ascérbico reducido)
(Sotomayor, 2000).

El camu-camu es un buen antioxidante natural porque aporta importantes cantidades de
vitamina C con lo cual el organismo tendria siempre los niveles adecuados de esta vitamina y

por lo tanto estaria mejor protegido contra los radicales libres.

En el Cuadro 2 se muestra el rendimiento en pulpa y residuos (cascara, semilla, fibra) del camu-
camu, citado por Sotomayor (2000) donde se observa que la cantidad de residuos solidos

(cascara, semilla, fibra) del fruto del camu-camu representa un 45.2% del total del fruto fresco.



Cuadro 1: Composicion fisico quimica de 100 g de pulpa de camu-camu

COMPONENTES UNIDADES VALOR
Energia kcal 24.0
Agua g 93.3
Proteinas g 0.5
Grasa g 0.1
Carbohidratos g 5.9
Fibra g 0.4
Ceniza g 0.2
Calcio mg 28.0
Fosforo mg 15.0
Hierro mg 0.5
Tiamina mg 0.01
Riboflavina mg 0.04
Niacina mg 0.61
Acldo ascorbico mg 2780.00
Acido ascérbico total mg 2994.00

Fuente: Collazos et al.(1996)

Cuadro 2: Rendimientos promedios del camu-camu

COMPONENTE RENDIMIENTO (%)
Fruto fresco 100.00
Pulpa total 54.80
Cascara, semilla y fibra 45.20

Fuente: Sotomayor, 2000




2.2 OXIDACION

En un principio, se utilizaba el termino de oxidacion para designar aquellos procesos en los
gue una sustancia reaccionaba con el oxigeno; de esta forma, se decia que un compuesto se
oxidaba cuando aumentaba su cantidad de oxigeno (igualmente, se decia que se reducia

cuando ésta disminuia).

A partir de este primer concepto de oxidacion, y con el tiempo, dicho vocablo ha ido
evolucionando y generalizandose hasta abarcar hoy en dia una gran cantidad de reacciones en
algunas de las cuales ni siquiera interviene el oxigeno. De hecho, en la actualidad se entiende

por oxidacion el proceso mediante el cual un compuesto pierde electrones.

Es inevitablemente, para que un compuesto pierda electrones otro los han de ganar: asi surge
estrechamente ligado al concepto de oxidacién el de reduccion; se entiende por reduccion el
proceso mediante el cual un compuesto gana electrones. Asi pues, cada vez que se habla de
oxidacion se tiene que hablar también de la reduccion (ya que es el proceso contrario, y sin

uno de ellos no existiria el otro) (Mahan et al., 2006).

Las reacciones oxidativas de los alimentos son la mayor causa en el deterioro de los
alimentos. Reacciones semejantes son responsables en la disminucion del valor nutricional, en
la pérdida del aroma, del gusto y textura de los alimentos. La oxidacion es esencial en muchos
organismos vivos para la produccion de energia necesaria para los procesos biologicos; al
darse este proceso se generan los radicales libres de oxigeno también conocidos como
especies reactivas de oxigeno (ROS) como los superoxidos, peroxido de hidrogeno,
hidroxilos, etc. Los ROS juegan un papel importante en los procesos degenerativos y
patologicos en varias enfermedades en seres humanos como el envejecimiento, cancer,
enfermedades coronarias del corazon, enfermedad del alzheimer, desordenes
neurodegenerativos, arterioesclerosis, catarata e inflamaciones. Los antioxidantes son
sustancias que son capaces de prevenir o inhibir los procesos de oxidacion en el cuerpo
humano y en productos alimenticios. El butilhidroxianisol (BHA), el butilhidroxitolueno
(BHT) y terc-butilhidroquinona (TBHQ) son utilizados como antioxidantes sintéticos, pero
cabe la posibilidad gque estos antioxidantes sintéticos son promotores de carcinogénesis,

inflamacién del higado; muchas investigaciones estan enfocados en el uso de antioxidantes



naturales y la repercusion que tienen estos sobre la salud. Estudios previos han demostrado

gue antioxidantes naturales se encuentran en las plantas (Babbar et al., 2011).

2.3 ANTIOXIDANTES

Un antioxidante es una molécula capaz de retardar o prevenir la oxidacion de otras moléculas.
Los radicales libres son moléculas oxidadas por lo que son protagonistas de numerosas
enfermedades que provocan reacciones en cadena, estas reacciones solo son eliminadas por la
accion de otras moléculas, los Ilamados sistemas antioxidantes defensivos. Este sistema esta
constituido por compuestos de naturaleza enziméatica como superoxido dismutasa, catalasa,
glutation peroxidasa, y compuestos de naturaleza no enzimatica como vitamina E, p-caroteno,
vitamina C, glutation reducido, albumina, flavonoides y metales de transicion como Se, Cu,

Zn entre otros (Ramos et al., 2008).

Los antioxidantes naturales son aquellas sustancias que se presentan o pueden ser extraidas de
los tejidos de las plantas y los animales y a aquellos que se forman durante el cocinado o el
procesado de compuestos alimenticios de origen vegetal o animal. Los antioxidantes naturales
se encuentran presentes en précticamente todas las plantas, microorganismos, hongos e
incluso en los tejidos animales. La mayoria son compuestos fendlicos, entre los cuales los
grupos principales son los tocoferoles, los flavonoides y los acidos fendlicos (Pokorny et al.,
2005).

Los antioxidantes naturales son preciados porque pueden ser usados en el disefio de alimentos
benéficos para la salud (funcionales o nutraceuticos). La importancia de los antioxidantes es
crucial para la salud, debido a su capacidad de neutralizar radicales libres (RL) asimismo por
su capacidad de eliminar y atrapar potencialmente a los electréfilos dafiadores del ADN,
metales toxicos, hasta la inhibicion de enzimas activadoras de pre-carcindgenos, hasta

carcinégenos (Friedman, 1997 mencionado por Villanueva et al., 2010).

El antioxidante al colisionar con el radical libre le cede un electron, oxidandose a su vez y
transformandose en un radical libre débil no toxico (Peron et al., 2001; mencionado por
Villanueva et al., 2010).



2.4 COMPUESTOS FENOLICOS

Compuestos fenolicos son metabolitos secundarios sintetizados por las plantas, tanto durante
el desarrollo normal y en respuesta a condiciones de estrés tales como: lesiones, infecciones,
y radiaciéon UV, entre otros. Estos compuestos son un grupo muy diversificado de
fitoquimicos derivados de fenilalanina y tirosina, por la via del shikimato (Dixon y Paiva,
1995 citado por Mufoz et al., 2007). Las plantas pueden contener fenoles simples y acidos
fenolicos, cumarinas, flavonoides, estilbenos, taninos hidrolizables y condensados, ligninas y
lignanos. En las plantas, los fenoles pueden actuar como fitoalexinas, anti-alimentadores,
atrayentes para los polinizadores, colaboradores de la pigmentacion de la planta, antioxidantes
y agentes protectores contra la luz ultravioleta, entre otros.

La distribucion de los compuestos fendlicos en las plantas tanto en el tejido celular y a niveles
sub-celulares no es uniforme. Los compuestos fendlicos insolubles se encuentran en paredes
celulares, mientras que los solubles estdn presentes dentro de las vacuolas de las células
vegetales. Las capas externas de las plantas contienen niveles mas altos de compuestos
fenolicos que los situados en su interior. Los compuestos fendlicos de la pared celular, ligado
a los diferentes componentes celulares, contribuyen a la resistencia mecénica de la célula, asi
como también desempefia un papel regulador en el crecimiento de las plantas y su
morfogenesis (Naczk y Shahidi, 2006).

Existe una enorme variedad de compuestos fendlicos con actividad bioldgica, que contienen
uno o mas anillos aromaticos y que son constituyentes naturales de los alimentos vegetales y
proporcionan, en gran medida, al amargor, astringencia, color, sabor, olor y estabilidad a la
oxidacion de los alimentos. Las sustancias fendlicas mas simples incluyen los monofenoles,
con un anillo benceno unico, tales como el 3-etilfenol y el 3,4-dimetilfenol, encontrados en
frutas y semillas, el grupo del acido hidroxicindmico, que incluye los acidos ferulico y
cafeico, y los flavonoides y sus glucésidos que incluyen las catequinas, proantocinas,
antocianidinas y los flavonoles. Los taninos son un grupo complejo y escasamente definido de
sustancias fendlicas de alto peso molecular, solubles en agua (Pokorny et al.,2005). En la
Figura 1 se muestra algunos de los antioxidantes frecuentes en alimentos correspondientes a

este grupo.
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Figura 1: Algunos compuestos fendlicos presentes en alimentos (Fuente: Mufioz et al., 2007)

Los compuestos fenolicos son un gran grupo de antioxidantes naturales; el consumo de
fuentes importantes, particularmente de frutas, vegetales y cereales presentan efectos
benéficos para la salud (Naczk & Shahidi, 2006). La asociacién entre una dieta rica en frutas
y vegetales esta relacionada a una disminucion de riesgo de enfermedades cardiovasculares, y
ciertas formas de cancer, segun evidencias epidemiologicas (Garcia-Alonso et al., 2004 ; Arts
y Hollman, 2005) . Estos fitoquimicos constituyen un grupo heterogéneo de sustancias que
evidencian su rol protector sobre la salud humana (Carratd y Sanzini, 2005). Diferentes
estudios han mostrado que los radicales libres presentes en el organismo humano causan dafio
oxidativo a diferentes moléculas, tales como lipidos, proteinas y acidos nucleicos y tienen que
ver en la iniciacion en algunas enfermedades degenerativas (Garcia-Alonso et al., 2004).

Estos componentes antioxidantes son capaces de neutralizar radicales libres, y pueden jugar



un rol importante en la modulacion de detoxificacion enzimatica, estimulacion del sistema
inmune, disminucién de la agregacion plaquetaria y modulacion del metabolismo hormonal

(Carratt y Sanzini, 2005 mencionado por Mufioz et al., 2007).

Lafka et al. (2011) indicaron que los extractos fenolicos de los residuos molidos del
procesamiento del aceite de oliva se pueden utilizar como ingrediente funcional en otros
aceites y alimentos constituyendo una alternativa a los antioxidantes sintéticos para aumentar
la estabilidad de los alimentos mediante la prevencion de la peroxidacion lipidica y proteger
los sistemas vivos del dafio oxidativo por radicales libres 0 ROS.

2.4.1 PRINCIPALES CLASES DE COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fenolicos comprenden una amplia variedad de moléculas que tienen una
estructura de polifenol (es decir, varios grupos hidroxilo sobre anillos arométicos), pero
también moléculas con un anillo fenol, tales como los acidos fendlicos y alcoholes fenolicos.
Los polifenoles se dividen en varias clases segun el numero de anillos fenol que contienen y a
los elementos estructurales que se unen a estos anillos. Los principales grupos de polifenoles
(Figura 2) son: flavonoides, &cidos fendlicos, taninos (hidrolizables y condensados),
estilbenos y lignanos (D'Archivio et al., 2007 citado por Ignat et al., 2011).

2.5 EXTRACCION DE COMPUESTOS FENOLICOS

La extraccion es un paso muy importante en el aislamiento, identificacion y el uso de
compuestos fendlicos y no hay un Gnico método estdndar de extraccion. La extraccion por
solvente y la extraccion con fluido supercritico (Bleve et al., 2008;. Fredj y Francois, 1990;
Nahar y Sarker, 2005; Palma y Taylor, 1999) son las técnicas mas comunes que se utilizan

para el aislamiento de compuestos fenolicos (Ignat et al., 2011).

Los compuestos fendlicos se han extraido por trituracion, secado o liofilizacion de frutas,
verduras y hierbas o s6lo por inmersion de plantas frescas con posterior extraccion por
solventes (Merken y Minussi et al.,2003; Sanchez-Moreno et al.,1999; Beecher, 2000). Estas
metodologias implican la co-extraccion de sustancias no fendlicas, tales como azUcares,

acidos
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Figura 2. Las estructuras quimicas de las principales clases de compuestos fendlicos
(Fuente: Ignat et al., 2011)

organicos y proteinas, que requieren procesos posteriores de purificacion (por ejemplo
extraccion en fase solida, SPE) (Castafieda-Ovando et al., 2009). La extraccion con solvente

puede ser extraccion liquido- liquido o extraccién sélido-liquido entre otros.
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2.5.1 EXTRACCION LIQUIDO-LIQUIDO

Es una operacion de transferencia de masa en la que una solucién liquida (la alimentacion)
que inicialmente contiene uno o mas solutos es mezclada con un liquido inmiscible o casi
miscible (disolvente). El disolvente tiene preferencia, por afinidad o selectividad, hacia uno o
mas de los componentes de la alimentacién gracias también a que tiene diferente densidad.
Obteniéndose dos fracciones: el extracto, que es la solucion de disolvente rico que contiene el
soluto extraido deseado, y el refinado, que es la solucion de alimentacion residual que
contiene poco soluto (Miiller et al., 2008 citado por Ignat et al., 2011). Para la separacion de
compuestos fenolicos, por el método de extraccion liquido-liquido se utiliza frecuentemente
con los liquidos, sub-productos industriales, tales como los resultantes de la industria de las
bebidas (Ignat et al., 2011).

2.5.2 EXTRACCION SOLIDO-LIQUIDO

Extraccion sélido-liquido, o lixiviacion se puede definir como un fenémeno de transporte en
el que los sélidos contenidos en una matriz sélida migran en un disolvente puesto en contacto
con la matriz (Corrales et al., 2009). Se trata de una operacion ampliamente utilizada para
recuperar muchos componentes importantes de alimentos: sacarosa en la cafia o de la
remolacha, los lipidos de las semillas oleaginosas, proteinas de semillas oleaginosas,
fitoquimicos de plantas, hidrocoloides funcionales de algas y compuestos polifendlicos de

plantas, frutas, verduras, etcétera (Ignat et al., 2011).

La eficiencia de extraccion depende de las condiciones del proceso. Varios factores afectan la
concentracion de los componentes deseados en el extracto: temperatura, relacion sélido -
liquido y tamafio de particula. Por ejemplo el contenido fendlico, en los extractos de la
cascara de la almendra, presento tres veces mas cantidad cuando un lote de extraccion sélido-
liquido se realizd a 50 ° C en comparacion con la de 25°C. El tiempo de contacto y relacién
solido — liquido también son considerados variables significativas (Hayouni, Abedrabba,
Bouix, y Hamdi, 2007; Pinelo, Rubilar, Sineiro, y Nuafiez, 2004; Rubilar, Pinelo, Franco,
Sineiro, y Nufiez, 2003). La extraccion es una etapa muy importante si se elige un adecuado

disolvente de extraccion.
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2.6 TIPOS DE SOLVENTES USADOS EN LA EXTRACCION DE COMPUESTOS
FENOLICOS

El rendimiento de la extraccién de compuestos antioxidantes de materiales vegetales se ve
influido principalmente por las condiciones en que se lleva a cabo el proceso de extraccion
solido - liquido, utilizando un solvente para separar una fraccion soluble a partir de un sélido
permeable. La eleccion de un solvente apropiado es uno de los pasos previos mas importantes.
Caracteristicas quimicas del solvente y la diversa estructura y composicion del material
natural aseguran que cada sistema materia prima/solvente muestre un comportamiento

diferente, que no se puede predecir (Pinelo, Rubilar, Sineiro y Nufiez, 2006).

Akter et al. (2011), indican que existen diversas investigaciones, cuyos objetivos fueron
mejorar el rendimiento en la extraccion de compuestos bioactivos, por lo que han
experimentado con diversos solventes, tales como: metanol / &cido acético agua (70:30:5 v /
V) (Gongcalves et al., 2010); metanol / agua (50:50 v / v) seguido por acetona / agua (70:30 v /
v) (Rufino et al., 2010.); 50% de acetona acuosa (Myoda et al., 2010); metanol / &cido
férmico (9:1) (Reynertson et al.,2008), el 80% de metanol acidificado seguido por metanol
(0,01% HCI) (Chirinos et al., 2010.); ethanol/1.5 N HCI (85/15 v / v) (Zanatta et al., 2005).

Antolovich et al. (2000) citado por Mokrani et al. (2016) indicaron que histéricamente, la
recuperacion de los fenoles de frutos por extraccion liquido usando disolventes calientes o
frias era comun. Los disolventes adecuados para este uso son mezclas acuosas con etanol,
metanol, acetona y dimetilformamida. Generalmente, la acetona es el mejor disolvente para la
extraccion de proantocianidinas y taninos; etanol extrae de manera eficiente los flavonoides y
sus glucdsidos, catecoles y taninos; mientras que los &cidos fendlicos y catequina se
extrajeron mejor con metanol. Estos hechos van de acuerdo con la polaridad del disolvente
utilizado para la extraccion y la solubilidad de los compuestos fendélicos en ellos ya que la
polaridad de la acetona, el etanol y el metanol son 0.355, 0.654 y 0.762, respectivamente, Tan
et al. (2013). Por lo tanto, no hay disolvente Unico capaz de extraer todas las clases de

compuestos fenolicos a partir de una muestra, de forma simultanea.

Segun Naczk M (2004) citado por Mokrani et al. (2016) indica que la solubilidad de los
compuestos fenolicos depende ampliamente de la naturaleza del disolvente (polaridad) usado,
su grado de polimerizacion, asi como su interaccion con otros componentes de los alimentos y

la formacion de complejos insolubles.
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Lapornik et al. (2005), atribuyen valores mas altos de polifenoles totales en los extractos de
etanol y metanol en comparacién con los extractos de agua debido al hecho de que el metanol
y etanol son solventes menos polares que el agua. Esto significa que son mas eficientes en la
degradacién de las paredes celulares y semillas, las cuales tienen carécter no polar, y permite
que los polifenoles se liberen de las células. Para el uso en la industria alimentaria el etanol es
el solvente mas adecuado debido a la toxicidad del metanol. Entre el etanol y metanol, una
variedad de otros disolventes de extraccion se ha observado en la literatura, algunos de ellos

se presentan en el Cuadro 3.

Lu y Yeap Foo, 1999; Peng et al., 2001, citados por Pinelo et al., 2006, reportaron que el
etanol es un solvente eficaz para la extraccion de compuestos fendlicos de la uva. El resultado
de la extraccién es funcion de la rapidez con que se disuelve el compuesto y se alcanza el
equilibrio en el liquido. Cuatro etapas de transferencia de masa estan involucradas en el paso
del soluto del sélido al solvente. La etapa que limita la transferencia es la difusion del soluto
disuelto dentro del sélido y no la difusién en el disolvente (Gertenbach, 2001 citado por
Pinelo et al., 2006) ya que la resistencia externa es insignificante a la transferencia de masa.
Por lo tanto, suponiendo que no hay cambio de la difusividad efectiva con la concentracién de
soluto, la velocidad de difusion de la etapa limitante puede ser descrita por la segunda ley de
Fick.

Thoo et al. (2010) investigaron sobre el efecto de la concentracion del etanol (0 — 100%, v/v)
en la extraccion de compuestos fenolicos del mengkudu (Morinda citrifolia). La
concentracion de etanol mostré un efecto significativo en el contenido de fendlicos totales.
Reportaron que el rendimiento de fendlicos totales se maximiza en etanol a 40%. Este
resultado experimental estaba de acuerdo con los informes anteriores que sugieren que un
sistema de disolvente binario fue superior a la de un sistema mono-disolvente (agua pura o
etanol puro) en la extraccion de compuestos fenolicos con respecto a su polaridad relativa ,
Wang et al., 2007 y Zhang et al., 2007 citados por Thoo et al.,2010. Adema4s, indican que la
extraccion de compuestos fenolicos a partir de una muestra esta directamente relacionada con
la compatibilidad de los compuestos con el sistema disolvente de acuerdo con el principio
"semejante disuelve a semejante". Estos mismos autores, Thoo et al. (2010), concluyeron que

como la polaridad del disolvente se incrementd, en consecuencia las extracciones relativas de
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Cuadro 3: Solventes organicos usados para la extraccion de polifenoles

Compuestos Polifenolicos

Solventes

Referencias

Phenolic acids, flavonols, antocyanins

Ethyl acetate

Pinelo et al. (2005); Russel et al. (2008)

Anthocyanins, Phenolic acids, catechins,
flavanones, flavones, flavonols, procyanidins,
ellagic acids, Rutin, chlorogenic acids

Methanol and different
aqueous forms (50-90%,
v/V)

Bleve et al. (2008); Caridi et al. (2007); Ross et al. (2009);
Mattila and Kumpulainen (2002)

Anthocyanins, flavonols, free phenolic acids

Ethanol and different
aqueous forms (10-90%,
vIv)

Altiok et al. (in press); Balas and Popa (2007); Wang et al.
(2009); Bleve et al. (2008). Bucic-Kojic et al. (2006);
Corrales et al. (2009); Ross et al. (2009).

Flavonols, free phenolic acids

Chloroform

Sharififar, Dehghn-Nudeh, and Mirtajaldini (2009)

Flavonols, phenolic acids

Dietyl ether

Ross et al. (2009)

Proantocyanidins, phenolic acids

Hot water 80-100°

Diouf, Stevanovic, and Cloutier (2009)

Tannins, bound phenolic acids

NaOH (2N-10N)

Nardine et al. (2002); Popa et al. (2008); Ross et al. (2009)

Phenolic compounds, phenolic acids

Petroleum ether

Zhang et al. (2009)

Flavonols, phenolic acids, hydroxycinamic acids,
coumarins, Flavonols xanthones

Acetone/water 10-90% (v/v)

Altiok et al. (in press); Naczk & Shahidi (2006); Sharififar et
al. (2008); Schieber et a.l (2003)

Flavonols, phenolic acids, simple phenolics,
anthocyanins

n-Hexane, isooctane, ethyl

acetate

Alonso Garcia et al. (2004)

Polyphenols from olive leaves, oleuropein and
rutin

Acetone, ethanol and their

aqueous forms (10-90%,
Vv/V)

Altiok et al. (in press)

Flavonols, quercetin 3,4’-diglucoside and
quercentin 4’-monoglucoside

Methanol/water 70% v/v

Caridi et al. (2007)

Fuente:

Ignat et al., 2011




fenolicos totales y flavonoides totales cambiaron pero que los rendimientos maximos fueron a
diferentes concentraciones de etanol tanto para fenoles totales como para flavonoides totales.
Por lo tanto, no hay una sola concentracion de etanol capaz de recuperar todos los compuestos
fendlicos individuales de una muestra. Por lo que Durling et al., 2007, propusieron que el
contenido de fenolicos totales se maximiza a baja concentracion de etanol y contiene mayor
proporcién de compuestos hidrofilicos, mientras que los flavonoides totales se recuperan a

alta concentracién de etanol que corresponderian a compuestos lipofilicos.

Segln Thoo et al.(2010) con soluciones de etanol altos (80%), la capacidad antioxidante,
medido con el radical DPPH, mostré capacidades bajas. Por lo tanto, se cree que los
compuestos fenolicos eficaces en el extracto crudo, a la que se atribuyen las capacidades
antioxidantes, eran intermedia polar y su solubilidad era muy sensible a la polaridad del
disolvente. Al tener una relacion entre la alta extraccion de compuestos fendlicos y alta
capacidad antioxidante, se seleccion6 una concentracion de etanol moderada (40%) como el

disolvente mas apropiado para optimizar los parametros de extraccion subsiguientes.

Cujic et al. (2016) estudiaron la influencia del porcentaje de solvente en la eficacia de la
extraccion de fenoles totales a partir de frutos secos de chokeberry (Aronia melanocarpa) por
lo que probaron concentraciones de etanol de 50%, 70% y 96%. Los resultados revelaron que
el rendimiento de fenoles totales se maximiza en 50% de etanol (18.2mg GAE/g muestra
seca) y disminuye de manera significativa con un aumento adicional en la concentracion de
etanol. Galvan D'Alessandro et al.(2012), citado por Cujic et al. (2016), informaron que el
uso de la concentracion media para la mezcla de etanol/agua (50%) resultdé en mayor
rendimiento de fenolicos totales en comparacion con el agua u otras proporciones de la

mezcla de etanol/agua.

En estudios previos se informo que el sistema disolvente binario que contiene disolventes
hidro-organicos fue superior que el sistema mono-componente de disolvente (agua pura o
etanol puro) en la extraccién de compuestos fendlicos (Cacace y Mazza, 2003 y Zhang et al.,
2007). El agua juega un papel importante en el hinchamiento de material vegetal, mientras
que el etanol es el responsable de interrumpir la unién entre los solutos y la matriz de la
planta, permitiendo asi una mejor transferencia de masa de los compuestos. Por lo tanto, la
mezcla de agua y etanol como agente disolvente muestra un efecto sinérgico que facilita la

extraccion de compuestos fendlicos a partir de frutos secos de chokeberry.
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Ademas, es importante resaltar que el uso de sistemas de solventes benignos para la
recuperacion de los compuestos de interés se hace inminente. El etanol es un bio-solvente,
producido por fermentacion de varios materiales que contienen carbohidratos. A diferencia de
otros solventes tales como metanol o acetona, el etanol no es toxico y puede ser reutilizado
tras su recuperacion después de su eliminacion del extracto a través de la destilacion,

generando asi practicamente cero desechos (Amyrgialaki et al., 2014).

2.7 FRUTAS Y VEGETALES COMO FUENTES DE COMPUESTOS FENOLICOS

El reciente interés por los polifenoles de plantas se ha enfocado por su gran potencial en
beneficio de la salud humana, con particular referencia a los polifenoles de frutas y vegetales
(Dreosti, 2000 mencionado por Villanueva et al., 2010). Diversas investigaciones muestran

dichas caracteristicas de los polifenoles provenientes de frutas y vegetales.

Los flavonoides, especialmente isoflavonas, son los principales compuestos fenolicos
encontrados en la soja y sus derivados (Chung, Seo, Ahn, y Kim, 2011 citados por Handa et
al., 2016).

Fu et al. (2011) evaluaron las capacidades antioxidantes y los contenidos de compuestos
fenolicos totales de 62 frutos. Los resultados indicaron que los diversos frutos tenian
diferentes capacidades antioxidantes y la variacion era muy grande. Siete frutos: jujube
(Chinese date), granada, guayaba, chirimoya, kaki japonés (Diospyros kaki), Chinese
Wampee (Clausena lansium) y ciruela (Sanhua), mostraron las actividades antioxidantes méas
altas.

Suja et al. (2004) evaluaron el efecto antioxidante de un extracto metanolico procedente de la
torta de sésamo en diversos aceites vegetales (soya y girasol), los resultados mostraron que las
concentraciones de estos extractos entre 5 y 100 ppm disminuyeron significativamente los
valores de indice de peroxido y dienos conjugados en pruebas de almacenamiento a 60°C.
Ueda et al., (2004) encontraron 3 compuestos quimicos inhibidores de la Aldosa Reductasa
(AR) a partir de extractos metanolicos (80%MeOH) de las hojas de Myrciaria dubia (H.B.K.)
Mc Vaugh. La AR es una enzima implicada en el metabolismo de los polialcoholes. Convierte
a los monosacaridos a los correspondientes polialcoholes (por ejemplo, la glucosa es
transformada en sorbitol). La hiperglucemia incrementa este metabolismo ocasionando un

aumento del sorbitol. También llamada aldehido reductasa o polioldeshidrogenasa.
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Reynertson et al. (2008) realizaron analisis cuantitativo del contenido fenolico, actividad
antioxidante y contenido total de antocianinas a partir de 14 frutas comestibles de la familia
Myrtaceae. Chirinos et al. (2010) examinaron la capacidad antioxidante del acido ascérbico y
compuestos fenolicos presentes en la fruta de camu-camu durante su maduracion. El acido
ascorbico disminuyd, y el contenido de antocianos, flavonoles y flavanoles, y la capacidad

antioxidante DPPH aument6 durante la maduracion.

2.8 VALORIZACION DE RESIDUOS AGROINDUSTRIALES

Valorizacion es un procedimiento que permite el aprovechamiento de los recursos
contenidos en los residuos sin poner en peligro la salud humana y sin utilizar métodos que
dafien el medio ambiente (Sanchez, 2015). La valorizacion es un concepto relativamente
nuevo en el campo de la gestion de residuos industriales que promueve el principio del
desarrollo sostenible. Uno de los objetivos de valorizacion de subproductos de
procesamiento de alimentos, residuos y efluentes es la recuperacién de sustancias quimicas
finas y la produccion de metabolitos de caracter funcional a través de procesos quimicos y

biotecnoldgicos, Federici et al. (2009).

Existen muchos trabajos de investigacién que buscan valorizar los residuos agroindustriales
con la finalidad de evitar disponerlos en el relleno sanitario, pero sobretodo porque estos
residuos contienen aun compuestos de gran valor. Quintero et al. (2008) compararon
diferentes tipos de residuos agroindustriales (paja de trigo y pulpa de betarraga) que contienen
acido clorogénico (compuesto fendlico) obtenido mediante hidrélisis enzimatica para producir
acido cafeico que presenta propiedades antioxidantes. Por otro lado y a partir de semillas de
mango se extrajeron nanocristales de celulosa (particulas de refuerzo en la fabricacion de
peliculas antimicrobianas, peliculas transparentes, pantallas flexibles, implantes biomédicos,
fibras y textiles, plantillas para componentes electronicos, entre muchos otros), demostrando
un valor afiadido de las semillas de mango (Alves et al., 2013). Elain et al. (2016) lograron
valorizar las aguas de procesamiento de leguminosas y frutas para la obtencion de
polihidroxialcanoatos (PHA) que son poliésteres microbianos producidos por numerosas
bacterias en la naturaleza como reserva intracelular de carbono o energia (Sudesh et al., 2000
citados por Elain et al., 2016). Los PHA son completamente biosintéticos y biodegradables
con cero residuos toxicos y reciclables en residuos organicos. Estos materiales tienden a

sustituir los plasticos sintéticos.
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En el proceso productivo de los alimentos, ademéas del producto deseado, se generan
subproductos, residuos y productos fuera de los limites aceptables; cada uno de los cuales
pueden servir para consumo humano o animal y aplicacion industrial, lo que traeria beneficios
economicos (Yepes et al.,2008). En la Figura 3, se muestra que de acuerdo al tipo de residuos,
se puede dirigir hacia diversos tipos de industria como es la industria alimentaria (humana y
animal), farmacéutica, quimica, etc, mediante la obtencién de compuestos de interés a partir
de los residuos y subproductos (por ejemplo: polifenoles, vitaminas, compuestos aromaticos
....). Algunos de estos son de naturaleza conocida, aunque existen otros muchos que esperan
su identificacion y posterior explotacion por la industria para elaborar productos novedosos y
competitivos en el mercado. También se pueden destinar a la industria energética para la
obtencion de fuentes de energia alternativas como biogés, bioetanol, biohidrogeno.....,y a la
industria agraria para la obtencion de materiales organicos estabilizados que puedan
utilizarse como enmienda organica de suelos o como sustrato de cultivo alternativos a

las turbas, con actividades especificas con valor afiadido (Ros et al.,2012).

En el 2009, el mercado de suplementos con capacidad antioxidante, entre ellos la gama de
polifenoles, fue valorado en més de 3.4 billones de ddlares para la Vitamina C, 879 millones

Residuos y subproductos organicos

Industria alimentaria,

. . Energia Enmienda organica
farmacéutica y quimica

Extraccion de
Compuestos de interés

Compostaje

V

Biogés, Bioetanol,
Biohidrogeno,
Combustible

solido

Figura 3: Tecnologias de valorizacion de los residuos y subproductos organicos.
Fuente: Ros et al. (2012)
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de dolares para Coenzima Qi Yy 1.39 billones de dolares para la vitamina E. En el afio 2011,
las ventas para las bebidas envasadas con declaracion de antioxidantes se increment6 en un
12.9% en Estados Unidos, mientras que para los alimentos empaquetados con esta misma
declaracién (cereales integrales y productos de panificacion) se incrementd en un 7.3%. Se
predice que en Estados Unidos se presente un incremento anual del 6% durante los ultimos 5
afos para aquellos productos con capacidad antioxidante, por lo que para el afio 2016 el

mercado pueda ser evaluado en aproximadamente 86 billones de dolares (Gémez, 2012).

2.9 COMPUESTOS FUNCIONALES RECUPERADOS A PARTIR DE RESIDUOS
AGROINDUSTRIALES

Cada vez es mas evidente que los problemas de eliminacion de residuos y agotamiento de
recursos se pueden resolver juntos mediante la reutilizacion de residuos como recurso,
utilizando tecnologias verdes y sostenibles (Luque y Clark, 2013; Thi et al., 2016). En ese
sentido los conceptos de ecologia industrial como la economia circular son considerados los
principios rectores de la eco-innovacion, con el objetivo de una economia de cero desechos en
la que los residuos se utilizan como materia prima para nuevos productos y aplicaciones
(Mirabella et al., 2014), muchas investigaciones muestran la forma de afadir valor a los
residuos de diversas frutas. Oreopoulou y Tzia (2007) muestran un diagrama de flujo general
para la recuperacion de varios compuestos funcionales a partir de sub-productos de frutas y
vegetales (Figura 4).
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Residuos de fritas y vegetales
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Fibra dietaria Lavado
A\ 4
Secado —— Pectina

Figura 4: Diagrama de flujo para la utilizacién de residuos de frutas y

vegetales. Fuente: Oreopoulou y Tzia (2007)

Las semillas de la uva (Vitis vinifera) son consideradas como fuente rica de compuestos
polifendlicos, principalmente catequina monomérica, epicatequina y acido galico (Mongas,
Gomez-Cordoves, Bartolome, Laureano, & Ricardo da Silva, 2003). La cascara de la banana
(Musa sapientum) representa entre el 30 a 40% del peso de la fruta y es rica en hemicelulosa,
pectina y minerales (Emaga, Robert,Ronkart, Wathelet, & Paquot, 2008). Gonzalez-
Montelongo, Gloria Lobo, and Gonzalez (2010) reportaron que la cascara de la banana
contiene grandes cantidades de dopamine y L-dopa, catecolaminas; los cuales son sustancias

con capacidad antioxidante.

Peschel et al. (2006) trabajaron con once entre frutas, hortalizas y dos subproductos;
investigaron el rendimiento de extraccion de polifenoles, el contenido de fenoles totales (TPC,
Folin-Ciocalteu) y la actividad antioxidante. Los extractos con mayor actividad antioxidante,

la justificacién econdmica y el contenido de fenoles se obtuvieron a partir de manzana (TPC
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méaxima 48,6 + 0,9 mg de acido géalico equivalente/ g extracto seco), pera (60.7 £ 0.9 mg
GAE/ g ), tomate (61.0 = 3.0 mg GAE/ g ), vara de oro (251.4 = 7.0 mg GAE/ g ) y alcachofa
(514.2 £ 149 mg GAE/ g ). Este estudio demuestra la posibilidad de recuperar grandes
cantidades de compuestos fendlicos con propiedades antioxidantes a partir de residuos de

frutas y hortalizas no solo para la alimentacion, sino también para aplicaciones cosméticas.

Se han determinado el contenido de fendlicos totales y capacidad antioxidante de extractos
obtenidos de residuos de 6 frutas: céscara de kinnow, semillas de Kinnow, pericarpio y
semillas de mandarina (litchi), pepas de uva y cascara de banana. La produccién de
nutracéuticos usando compuestos bio-activos provenientes de residuos de frutas permitiria a
las empresas ser eficientes, a costos bajos y ser responsables en el cuidado del medio
ambiente. La opcidn de uso més efectivo de estos compuestos bio-activos recuperados podria
ser en la industria alimentaria, cosmética y farmacéutica. Ademas, no solo ayudaria en la parte
comercial, por la extraccion de compuestos bio-activos, sino que también en las ciudades y/o
areas rurales permitiria la disminucién de la contaminacién ambiental causados por la mala

disposicion de estos residuos (Babbar et al., 2011).

Alrededor de un millén de toneladas de desechos organicos registrados en la Unién Europea
proceden de los vegetales (hojas externas o tallos) y cerca de 3.4 millones de toneladas
provienen del sector cervecero. Estos desechos organicos se estan convirtiendo en los ultimos
afios no solo en una apuesta clara para la produccion de energia alternativa, sino que
constituyen también una opcién para la industria alimentaria, que puede ver cémo su
reutilizacion da como resultado ingredientes de gran valor. Residuos como los granos
gastados de la cebada utilizada para la elaboracion de cerveza o las hojas procedentes de los
vegetales son ricos en biopolimeros, fitoquimicos y nutrientes que los convierten en grandes

promesas para la elaboracién de nuevos alimentos (Chavarrias, 2009).

Sotero, et al. (2009) investigaron en pulpa, cascara y semillas del camu-camu concluyendo
que la actividad antioxidante es apreciable. La concentracion de compuestos fendlicos en la

cascara del fruto de camu-camu es muy superior en cuanto a flavonoides y antocianinas.

Silva de Azevedo et al. (2014) investigaron en residuos (frescos, secos con aire caliente y
liofilizados) del despulpado del camu-camu; reportando importantes cantidades de

compuestos fenolicos, como: antocianinas, proantocianidinas, flavonoides y carotenoides.
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También muestran la multifuncionalidad de los residuos de camu-camu debido a que
presentan actividades antioxidantes, anti-microbianos y anti-enzimaticos. El tratamiento de
los residuos de frutas tiene el potencial de convertirse en un importante segmento de la
agroindustria pudiendo considerarse como una estrategia ecoldgica para reducir al minimo la
contaminacion y también una manera de producir productos de mayor valor a partir de

residuos sélidos abundantes.

2.10 GESTION DE RESIDUOS SOLIDOS GENERADOS POR LAS INDUSTRIAS
AGROALIMENTARIAS

Segln la Ley Gestion Integral de Residuos Sélidos - DL N° 1278 (2016), se define como
residuo solido cualquier objeto, material, sustancia o elemento resultante del consumo 0 uso
de un bien o servicio, del cual su poseedor se desprenda o tenga la intencion u obligacién de
desprenderse, para ser manejados priorizando la valorizacion de los residuos y en Gltimo caso,
su disposicién final. Los residuos sélidos incluyen todo residuo o desecho en fase solida o
semisolida. Una de las finalidades de la gestion integral de los residuos sélidos, respecto de
los residuos generados, es la recuperacion y la valorizacion material y energética de los
residuos, entre las cuales se cuenta la reutilizacion, reciclaje, compostaje, coprocesamiento,
entre otras alternativas siempre que se garantice la proteccion de la salud y del medio
ambiente. La disposicion final de los residuos solidos en la infraestructura respectiva
constituye la Gltima alternativa de manejo.

Diversos autores reportan que los restos organicos generados, en la transformacion de
vegetales, oscilan entre 13% y 65% de materia prima procesada (Ros et al., 2012), asi como
Federici et al. (2009) indican que se encuentran entre 20-60% p / p del peso de la fruta y
vegetal procesado. La disposicion de estos residuos en espacios abiertos o en contenedores

municipales generan un problema de contaminacion ambiental.

La mayoria de las empresas agroindustriales no tiene un plan para el manejo de los residuos,
debido al alto costo de su reutilizacion y por el contrario, los ubican junto con la basura en
los vertederos o rellenos sanitarios. En otros casos solo una pequefia porcion (<10%) de estos
subproductos se utilizan como fuente de combustible, mientras que los restantes se vierten en
areas abiertas 0 quemados sin una gestion adecuada. En Medellin - Colombia para el afio
2006 se registro los residuos generados por 12 empresas del sector de procesamiento de

frutas
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Cuadro 4: Relacion de los residuos generados por las empresas agroindustriales en
Medellin y el sur del valle del Aburré - Colombia

Embresa Fruta Cantidad  total de
P residuos (ton/mes)*

1 Guayaba, pifia 0.10
Tomate de arbol, mango, papaya, sandia, durazno,

2 . 30.00
pera, uchuva, melon, manzana, guayaba

3 Maracuyd, mango, pifia, guayaba 240.00

4 Naranja, guayaba 36.99
Mango, lulo, guandbana, guayaba, curuba, papaya,

5 o g : 60.00
pifia, tomate de arbol, mandarina

6 Guayaba 36.00

7 Guandbana, mango, maracuya, guayaba, tomate de 3.99
arbol, pifa '

8 Guayaba, limén, papaya, pifia, sandia 4.50
Maracuyd, naranja, mandarina, mango, lulo,

9 . . 3.99
guandbana, curuba, tomate de arbol

10 Varios 6.00

11 Guanabana, mango, lulo, maracuya, tomate de arbol, 0.81
pifia, uva, '
Guanabana, mango, maracuya, tomate de arbol, pifa,

12 . 2.70
mandarina, lulo

TOTAL 425.08

Fuente: Yepes et al., 2008. (*): 1mes = 30 dias

(Cuadro 4) donde se observa el tipo y la cantidad de residuos que genera cada empresa
haciendo un total de 425.08 toneladas/mes. Por otro lado, también en Colombia; la empresa
Inter Aseo S.A. (empresa encargada del traslado de residuos a rellenos sanitarios) indica que
recoge 163 ton de residuos / dia, de un total de 277 empresas del sector agroindustrial (Yepes
et al., 2008).

Once empresas trasladan estos residuos al relleno sanitario y solo un pequefio porcentaje se
destina para alimento de animales y compostaje. Los costos de traslado se muestran en el
Cuadro 5 donde la disposicion de estos residuos para las empresas agroindustriales

representa un costo econdmico que varia segin el municipio donde se encuentren ubicadas.

En Colombia (Medellin y el sur del Valle de Aburrd) existen empresas del sector de
procesamiento de frutas que podrian producir flavonoides, como alternativa de valorizacion
de los residuos, para lo cual cuentan con una cantidad minima de residuos disponibles de 66

toneladas/mes (Yepes et al., 2008). Olascoaga (2016) reporta que en la empresa Pulposita
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S.A.C., empresa dedicada a la produccion de pulpas de frutas ubicada en Lima-PerQ, genera

58.2 toneladas de residuos/ano.

Cuadro 5: Costo mensual de la disposicion de residuos en las empresas

agroindustriales de Medellin y el sur del valle de Aburra — Colombia.

Cantidad |Costo Costo
Empresa totgl de |disposiciéon |disposicion Cpsto

residuos |actual actual ddlares/ton

(ton/mes) | (pesos/mes) | (d6lares/mes)(*) | (*)
1 0.10 6390.00 2.17 21.95
2 30.00 1615276.00 549.19 18.31
3 240.00 |11732533.00 3989.06 16.62
4 36.99 | 2387479.00 811.74 21.94
5 60.00 | 3344407.00 1137.10 18.95
6 36.00 | 2006644.00 682.26 18.95
7 3.99 257530.00 87.56 21.94
8 4.50 231807.00 78.81 17.51
9 3.99 257530.00 87.56 21.94
10 6.00 387263.00 131.67 21.94
11 0.81 52280.00 17.78 21.94
12 2.7 174269.00 59.25 21.94
TOTAL 425.08

Fuente: Yepes et al., 2008. (*): 1 d6lar = 2908.86 pesos

Los principales mercados de exportacion para los productos de camu-camu en sus diferentes
presentaciones como pulpa, extracto y jugo son Japdn, Estados Unidos de América y la Unidn
Europea (Myoda et al., 2010). EI PerG en el 2015 exporté camu-camu como jugo a Estados
Unidos y como pulpa congelada a Japon, Australia, Italia, Colombia y Estados Unidos. La
cantidad exportada fue de 139.45 toneladas (AGRODATA PERU/SUNAT 2016; MINAGRI,
2015) y en el afio 2007 fue de 1229.8 toneladas (SUNAT 2008 citado por Defilippi 2011);
considerando un 42.2 por ciento de residuos sélidos generados en el procesamiento de camu-
camu, se habrian generado 101.64 y 897.3 toneladas de residuos, respectivamente. Estas
fluctuaciones se debieron a la variacion de la oferta del camu-camu que se ve afectada por
falta de politicas del estado peruano, capacidad del productor, los cambios climéticos y retraso
en innovacion tecnoldgica de los procesos de transformacion (Defilippi 2011). Si se gestiona
adecuadamente, gran parte de estos subproductos industriales se podrian convertir en
productos utiles con potencial aplicacion en las industrias de alimentos, nutracéuticos y
farmacéuticos (Ahmad et al., 2009 y Galanakis 2012 citados por Heng et al., 2015). La
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obtencion de una adecuada tecnologia que permita transformar estos residuos y subproductos
organicos en productos que generen un beneficio econdmico y medioambiental, es clave para
obtener su maximo potencial, y no simplemente la alimentacion animal de forma directa o su

gestion final al relleno sanitario (Ros et al., 2012).

2.11 OPTIMIZACION POR DISENOS EXPERIMENTALES

Los estudios clasicos de optimizacion tienen el enfoque que un solo factor, como el tiempo u
otro, es variable mientras que todos los demas se mantienen constantes y asi hasta terminar de
evaluar todos los factores. Este enfoque Ileva mucho tiempo y es costoso. Ademas, los efectos
de interaccion posibles entre las variables no pueden ser evaluados y conclusiones engafiosas

se pueden obtener (Silva et al., 2007).

Los investigadores e ingenieros realizan experimentos para descubrir algo acerca de un
proceso o sistema particular. Literalmente un experimento es una prueba o serie de pruebas
donde se inducen cambios deliberados en las variables de entrada de un proceso o sistema, de
manera que sea posible observar e identificar las causas de los cambios en la funcion objetivo
(Ayala y Pardo, 1995).

La optimizacion de un proceso por medio de disefios experimentales requiere del uso de una
metodologia o estrategia adecuada, que nos lleve por el camino seguro y rapido para encontrar

los valores Optimos de un proceso bajo estudio (Ayala y Pardo, 1995).

2.12 METODO DE SUPERFICIE RESPUESTA (RSM)

La metodologia de superficie respuesta es una coleccion de técnicas matematicas y
estadisticas utiles en el modelado y el andlisis de problemas en los que una respuesta de
interés recibe la influencia de diversas variables y donde el objetivo es optimizar esta
respuesta. Esto es, se trata de encontrar los valores éptimos para las variables independientes
gue maximizan, minimizan o cumplen ciertas restricciones en la variable respuesta
(Montgomery, 2014). Es muy utilizado en la optimizacién de las variables de proceso.

Aspectos tedricos basicos y fundamentales de la RSM ha sido revisado (Fan et al., 2008).
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El RSM tiene ciertas ventajas sobre otros procesos como la obtencion del mayor porcentaje de
rendimiento, reduccion de la variabilidad del proceso, obtencién de una respuesta de salida
nominal para el logro de objetivo y un trato en el menor tiempo y con el minimo costo (Box y
Hunter, 1957 citado por Jain et al., 2011). Principales metodologias de superficie respuesta

son: disefio central compuesto, Box Behnken, y Disefio Doehlert (Souza et al., 2005).

De acuerdo a Bas y Boyaci (2007), el RSM define y analiza el efecto de las variables
independientes, solas o0 en combinacion, en el proceso. Ademas de analizar los efectos de las
variables independientes, esta metodologia experimental genera un modelo matematico. En
un lenguaje matematico, se puede decir que el investigador esta interesado en la supuesta
“relacion funcional”:
1= flayy,.,%,) + &

Donde mn es la respuesta, f es la funcion desconocida de respuesta, X1, Xo, ..., xn denotan las
variables independientes, n es el nimero de las variables independientes y finalmente &
representa el ruido o error estadistico que representan otras fuentes de variabilidad no
cuantificadas por f. Estas fuentes incluyen efectos tales como la medicion del error. (Bas y
Boyaci, 2007).

Montgomery (2014) explica que, en la mayoria de los problemas de la RSM, la forma de la
relacion entre la respuesta y las variables independientes es desconocida. Por lo tanto, el
primer paso de la RSM es encontrar una aproximacion adecuada de la verdadera relacion
funcional entre y y el conjunto de variables independientes. Por lo general, se emplea un
polinomio de orden inferior en alguna region de las variables independientes. Si la respuesta
esta bien modelada por una funcion lineal de las variables independientes, entonces la funcion

de aproximacion es el modelo de primer orden:

Y =F+ PX+ BpXo +ot fX +E

Si hay curvatura en el sistema, entonces debe usarse un polinomio de orden superior, tal como

el modelo de segundo orden:

Y =4, +Zk:,8ixi +Zk:,8"xi2+z D BixX;+¢

i<j=l
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Segun Box y Draper (1987) las ecuaciones polindmicas de bajo grado son mas faciles de
manejar respecto a las de grados mayores, debido a que contienen pocos términos, lo cual se
traduce en el requerimiento de menos valores observados de la respuesta para estimar los
parametros (los B’s) de la ecuacion. Montgomery (2014) indica que generalmente la
superficie de respuesta se representa graficamente como en la Figura 5, donde n se grafica
contra los niveles de x; y X,. Para ayudar a visualizar la forma de una superficie de respuesta,

con frecuencia se grafican los ploteos de contornos (Figura 6).

70
60
50

40 -

Rendimiento esperado  Ely) « n

100

x, = Temperatura {‘C) %, = Prosion (psi)

Figura 5: Superficie de respuesta tridimensional donde se indica el rendimiento
esperado (1) como una funcion de las variables X; y X,. Fuente: Montgomery (2014)

La metodologia de superficie respuesta (RSM) es un procedimiento secuencial. Muchas veces
cuando se esta en un punto de la superficie de respuesta que esta apartado del éptimo, como
en el caso de las condiciones de operacidn que se observa en la Figura 7, el sistema presenta
una curvatura moderada y el modelo de primer orden sera apropiado. El objetivo en este caso
es llevar al experimentador de manera rapida y eficiente por la trayectoria del mejoramiento
hasta la vecindad general del 6ptimo. Una vez que se ha encontrado la region del optimo,
puede emplearse un modelo méas elaborado, como el de segundo orden, y llevarse a cabo un
analisis para localizarse como “el ascenso a una colina”, donde la cima de ésta representa el

punto de la respuesta maxima. Si el verdadero 6ptimo es un punto de respuesta minima,
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entonces la situacion puede considerarse como “el descenso a un valle”. El objetivo Ultimo de
la RSM determinara las condiciones de operacion éptimas del sistema o determinara una

region del espacio de los factores en la que se satisfagan los requerimientos de las operaciones

(Montgomery, 2014).

Condiciones
de operacion

actuales
\

Rendimiento esperado Ely) « n

Figura 6: Grafica de contornos de una superficie de respuesta
Fuente: Montgomery (2014)
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Figura 7: El caracter secuencial de la metodologia de superficie respuesta (RSM)
Fuente: Montgomery (2014)



2.12.1 EXPERIMENTOS FACTORIALES

Lldmense experimentos factoriales aquellos experimentos en los que se estudian
simultdneamente dos 0 mas factores, éstos se diferencian de los experimentos simples en los
gue sélo se estudia un factor. Son utiles en investigaciones exploratorias en los que poco se
sabe acerca de muchos factores. En los experimentos exploratorios debe incluirse varios
factores, que pueden ser 3 6 mas, pero con pocos tratamientos o niveles de cada factor.
Permite comparar los tratamientos o niveles de cada factor entre si, y ademas, evaluar las
interacciones que resultan como consecuencia de las combinaciones de los factores (Calzada,
1970).

Entendiéndose por niveles a los diferentes valores que pueden tomar los factores o variables.
Si se considera dos niveles el disefio se denomina disefio factorial a dos niveles, o mas

apropiadamente disefio factorial 2 (Ayala y Pardo, 1995).

Por lo tanto, el nimero total de experimentos a llevarse a cabo viene definido por la relacion:

— ok
Donde: k : numl\(i.ro (21Ie variables o factores.
N : numero de experimentos.
Los experimentos factoriales de dos niveles han sido ampliamente estudiados y algunos de los
trabajos mas notables en la literatura, en los ultimos 30 afios, contienen trabajos sobre disefios
Optimos (Cheng, 1980; Jacroux et al., 1983;. Chadjiconstantinidis et a.l, 1989.; Mukerjee,
1995; Butler, 2006, citados por Butler 2008).

El experimento factorial nunca origina pérdida de informacion, ni aun cuando no hay
interaccion, pues esto ya resulta una informacion. En cambio, si existe interaccion, el
experimento factorial es de lo mas interesante, pues la interpretacion de los resultados da
lugar a conclusiones mas amplias. La limitacion de los experimentos factoriales seria el
numero elevado de unidades experimentales requerido, hecho que aumenta el tamafio del

experimento (Calzada, 1970).
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2.12.2 DISENO CENTRAL COMPUESTO ROTABLE

El disefio central compuesto es el méas utilizado en la etapa de busqueda de segundo orden
debido a su gran flexibilidad: se puede construir a partir de un disefio factorial completo 2¢ o
fraccionado 2P agregando puntos sobre los ejes y al centro, ademas de otras propiedades
deseables (Gutiérrez y De la Vara, 2008).

Este disefio se compone de tres tipos de puntos:

1. Una réplica de un disefio factorial en dos niveles, completo o fraccionado. A esta parte
del DCC se le llama porcion factorial.

2. Mo puntos o repeticiones al centro del disefio, con 1, > 1.

3. Dos puntos sobre cada eje a una distancia a del origen. Estos puntos se llaman porcion
axial. La manera en que se ensamblan y el DCC resultante, para el caso de dos

factores, se muestran en la Figura 8.

puntos al contra -+ puntos axinles 4+ paorcidm Factorial — disefio de compeosician
central

!

Figura 8: Representacion y construccion de los DCC para k=2 factores. Fuente: Gutiérrez y
De La Vara (2008)

Esta técnica estadistica permite establecer la influencia de los factores mas relevantes como
también las posibles interacciones que influyen en la sefial, usando un nimero reducido de
ensayos por disefio, si evalta la posible interaccion que pueden existir entre las variables que
se estan estudiando (Hashime, et al., 2005 citado por Blanes et al., 2006).
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Gutiérrez y De la Vara, 2008 indican que con k factores el nUmero total de corridas al centro y
la distancia de los puntos axiales (o) deben escogerse de manera adecuada, dependiendo de
las propiedades que se quieren en el DCC. Si se quiere que el disefio sea rotable se toma o

igual a:
o= (F)1’4, donde F es el nimero de puntos en la parte factorial.

En cuanto al nimero de corridas, este disefio es sin duda una de las opciones mas econémicas

que se pueden tener para ajustar el modelo de segundo orden, ver Cuadro 6.

El disefio central compuesto es el més flexible y se puede construir de manera que cumpla
alguna o varias propiedades deseables. La flexibilidad de éste disefio es en el sentido de que
se puede construir a partir de aumentar disefios mas simples. Esta propiedad es de suma
importancia porque permite optimizar el gasto de los recursos experimentales, es decir, si ya

se corrid un factorial completo y con punto central, y se detecto la presencia de curvatura,

Cuadro 6: Numero de puntos en los disefios de segundo orden

NUMEro Numero de corridas
de Numero de Central Factorial Box-
factores parametros Compuesto Con;eleto Behnken
2 6 13- 16 9 -
3 10 17 - 23 27 15
4 15 27 - 36 81 27
5 21 29 - 36 243 46
6 28 47 - 59 729 54

Fuente: Gutiérrez y De la Vara (2008)

ahora se corre los puntos axiales para completar el disefio. No hay necesidad de comenzar de
cero, sino que se aprovechan las corridas que ya se han hecho. Aqui es clave, al hacer las
corridas adicionales, poder reproducir fielmente las condiciones ambientales que se tenian
antes, y en cualquier caso se debe vigilar que no aparezca algun efecto de bloque imprevisto

(Gutiérrez y De la Vara, 2008).
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I11. MATERIALES Y METODOS

3.1 LUGAR DE EJECUCION

La presente investigacion se realizd en el Instituto de Biotecnologia (IBT) area de

Biotecnologia Industrial de la Universidad Nacional Agraria La Molina.

3.2 MATERIA PRIMA

Se emplearon los residuos sélidos: principalmente cascara y pepa que resultaron de la
industrializacién del camu-camu; proporcionados por el Instituto de Desarrollo Agroindustrial
(INDDA) Lima — PerQ. Estos residuos solidos se generaron de acuerdo a las operaciones

unitarias que se muestra en la Figura 9.

3.3 MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS
3.3.1 MATERIALES

o Micropipetas de 5-50 pL, 100-1000 pL y 500-5000 pL.
o Materiales de vidrio requeridos para los diferentes métodos: fiolas, placas petri,
erlenmeyers, Kitasatos, probetas, pipetas, embudos, tubos de ensayo, etc.

. Termdmetro, etc.
3.3.2 EQUIPOS

o Agitador magnético Modelo Ceramag Midi Jkika® Works (USA).

o Balanza analitica Modelo Adventurer™ Ohaus® Corporation (USA).
o Bafio Maria Modelo 1083 GLF® (Alemania).

o Bomba de vacio (Vacuubrand Modelo ME2C, Alemania).

o Centrifuga Modelo Rotofix 32 Hettich Zentrifugen (Alemania).

o Congeladora (electrolux, modelo H300, Brasil).
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Figura 9: Esquema de proceso para la obtencion de pulpa de camu-camu atomizada




Cromatografo Liquido de Alta Performance (HPLC). Marca Waters (Modelo 2695) con
detector de arreglo de foto diodos (PDA).

Estufa con recirculacion de aire Memert (Western Germany).

Estufa al vacio (VWR, 1400E-2 , USA).

Molino de cuchillos Fitz mill, Modelo Comminutor Codigo DAS06. Serie 8293 (USA).
Refrigeradora (LG, modelo GR-482BEF, Corea).

Rotavapor Modelo Laborota 4000 Heidolph (Alemania).

Secador de Lecho Fluidizado.

Tamices Serie Tyler (N°: 10, 20, 30 y 40). USA Standard Test Sieve. ASTM E-11.
Tanque de Nitrégeno de 6 m® AGA (Per).

Vortex mixer Modelo Wizxard Velp® Cientifica - Microtiter (Europa).

Zaranda Vibratoria (RO — TAB). Marca Jel. Serie : BE 4838.

3.3.3 REACTIVOS

Acetonitrilo (grado HPLC J.T. Baker, USA).

Acido clorhidrico fumante (Merck).

ABTS+ (2, 2’ Azino-bis 3 ethylbenzthializone-6-sulfonic acid diamonnium salt 98%)
(Sigma Aldrich).

Carbonato de sodio (Mallinckrodt Baker Inc.).

Etanol 96% grado alimentario (Montana).

Etanol 99.5% grado reactivo.

Folin Ciocalteau 2N (Merck).

Metanol 99.99% grado reactivo.

Persulfato de Potasio (Sigma Aldrich).

3.4 METODOS DE ANALISIS

3.4.1 DETERMINACION DE HUMEDAD Y MATERIA SECA. Se emple6 el método

recomendado por la AOAC, (1990), en el cual un peso determinado de muestra es secado en

estufa al vacio a 70°C hasta obtener un peso constante. El contenido de humedad se calcula por

la diferencia de pesos y la materia seca se calcula por diferencia del porcentaje de humedad

respecto a 100%.
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3.4.2 ANALISIS GRANULOMETRICO. Se pes6 100g de muestra que se colocaron
sobre el conjunto de 5 tamices apilados. El conjunto se activd y se mantuvo por 5 minutos.
Se pesaron las porciones retenidas en cada tamiz, y los resultados se expresaron en
porcentaje. (Método 204.1 de la Norma MIL-STD-650, 1962).

3.4.3DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES. Los
compuestos fenolicos totales se determinaron con el reactivo de Folin — Ciocalteu por el
método de Singleton y Rossi (1965), citado por Chirinos et al. (2008), usando acido galico
como estandar. Se pes6 1 a 2 g de muestra deshidratada de los residuos sélidos del camu-
camu, se afadio 25 ml de metanol al 80% (v/v), se dejo reposar en refrigeracion a 4°C por
24 horas, luego se centrifug6é a 4000 rpm (2558g) por 20 min, se midi6 el volumen del
sobrenadante. En un tubo de ensayo se adiciondé 0.25 ml del reactivo de Folin — Ciocalteu
(1IN), posteriormente se adiciond 1.25 ml de carbonato de sodio (1.2 N) y 10 pl del
extracto. Los tubos fueron tapados, mezclados y finalmente se dejaron reposar por 30 min
en oscuridad. La absorbancia fue medida a 755 nmy los resultados se expresaron como mg
de acido galico equivalentes (GEA)/100 g materia seca. El blanco se preparé con agua
destilada y fue utilizado para calibrar el espectrofotometro antes de realizar las lecturas de

las muestras. Los calculos se realizaron mediante una curva estandar de acido galico.

344 ANALISIS DE COMPUESTOS FENOLICOS POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA PERFORMANCE (HPLC) CON DETECTOR DE ARREGLO DE
FOTO DIODOS (PDA).

a. PREPARACION DE LA MUESTRA

El extracto de compuestos fendlicos se inyectd en un cartucho C,g Sep-Pak (10 g, 35 ml,;
Waters, Milford, MA) (Chirinos et al., 2008, Zheng y Wang, 2003), el cual fue
previamente lavado con metanol y agua acidificada (0.01% de HCI). Los compuestos
fenolicos fueron retenidos en el cartucho, mientras que los azlcares, acidos y otros
compuestos polares se eluyeron con agua acidificada (0.01% de HCI) a ésta fraccion se le
denomin6é F-l. Posteriormente; los compuestos fendlicos se eluyeron con metanol
acidificado (0.01% de HCI). A esta fraccion se le denomino F-Il que correspondid a un

extracto parcialmente purificado de compuestos fendlicos.
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b. IDENTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS POR HPLC-PDA

El perfil de compuestos fendlicos se determind de acuerdo con el procedimiento propuesto
por Chirinos et al., (2008). Una alicuota de la fraccion F-11 se re-suspendié con metanol de
grado HPLC. La separacion se realizé en una columna de HPLC de fase reversa en un
modulo de separacion Waters 2695, equipado con un autoinyector y un detector de arreglo
de foto diodos (PDA). Los datos espectrales se registraron a 280 y 360 nm durante toda la
corrida. La columna (Waters) X-terra RP1g (5pum, 250 x 4.6 mm) y una pre columna de 4.6
x 2.0 mm se usaron para la separacion de los fendlicos a 30°C. La fase movil estuvo
compuesta por dos solventes, el solvente (A) conformado por agua: acido acético (94:6, v /
v, pH 2.27) y el solvente (B) acetonitrilo (100%) . El gradiente empleado en la separacién
fue el siguiente: 0% a 15% de B en 40 min, 15% a 45% de B en 45 min, y 45% a 100% de
B en 10 min bajo un flujo de 0.5 ml / min. Se inyectd 20ul de muestra. La muestra y la fase
movil fueron filtradas a través de un filtro Millipore de 0.22um, tipo GV (Millipore,
Bedford, MA). Los compuestos fenodlicos se identificaron y cuantificaron mediante la
comparacion de sus tiempos de retencion y espectros UV-visible con datos conocidos de

estandares previamente inyectados.

Los estandares corridos bajo las condiciones antes indicados fueron los siguientes:

catequina, &cido elagico, rutina y eriodictiol.

3.5 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.5.1 DETERMINACION DE LA GENERACION DE RESIDUOS SOLIDOS A
PARTIR DE LA INDUSTRIALIZACION DEL CAMU-CAMU

La cantidad generada de residuos solidos fue expresada en porcentaje (%) y se obtuvo de la
division del peso final de los residuos solidos después del procesamiento entre el peso

inicial del fruto del camu-camu y fue multiplicado por 100.

3.52 ACONDICIONAMIENTO DE LOS RESIDUOS SOLIDOS DE LA
INDUSTRIALIZACION DEL CAMU-CAMU

Los residuos sélidos mezclados, se secaron en un secador de lecho fluidizado, a 50°C por 8
horas hasta una humedad de 3%, luego molidos en un molino de martillos Fitz Mill (serie
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N° 8293) con luz de malla de 1.5 mm. A continuacién, fueron empacados en bolsas de

polietileno y finalmente almacenados a -20°C hasta su uso en el laboratorio.

3.5.3 CARACTERIZACION DE LOS RESIDUOS SOLIDOS DEL CAMU-CAMU

Se realiz6 la determinacion de humedad y materia seca, analisis granulométrico y

compuestos fenolicos totales en el camu-camu deshidratado y molido.

3.540PTIMIZACION DE LA EXTRACCION DE LOS COMPUESTOS
FENOLICOS TOTALES (CF)

La extraccion de los CF de los residuos s6lidos deshidratados y molidos del camu-camu
fue evaluada haciendo uso del proceso de extraccion sélido-liquido, en un sistema batch
bajo agitacion constante. EIl proceso de extraccion de los CF fue evaluado a diferentes
temperaturas de extraccion (25 — 50°C), tiempos (30 - 90 min) y relaciones materia
prima/solvente (1/20 - 1/60 g/ml), el solvente utilizado fue una solucién de etanol al 50%
que fue constante en todo el trabajo experimental. Posteriormente se centrifugé a 4000 rpm
(2558¢g) por 20 minutos luego el sobrenadante fue colectado en un frasco oscuro para
purgarlo con nitrégeno por 3 min, finalmente se congel6 a -20°C hasta su uso para las
evaluaciones respectivas. El extracto resultante se denomina extracto crudo (CE).

Mediante la aplicacion de disefios estadisticos, tal como se indica en el item 3.6, se
seleccionaron las mejores condiciones de extraccién en funcién al rendimiento de los

compuestos fendlicos totales.

Determinadas las condiciones Optimas de extraccion, se procedié a la obtencion de un
extracto que fue evaluado en rendimiento de fenolicos para verificar los resultados de la

optimizacion.

3.6 DISENO EXPERIMENTAL
3.6.1 SCREENING

Al inicio de una investigacion, generalmente cuando no se tiene un buen conocimiento del
proceso, la lista de factores o variables independientes que podrian influir en la respuesta

de un proceso (criterios de optimizacion) pueden ser de un numero considerable. El
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objetivo de esta etapa fue identificar aquellos factores que son significativas para el

proceso.

Se emple6 el disefio experimental factorial 2, con sus niveles minimos y maximos como
se muestra en el Cuadro 7, llevandose a cabo 8 tratamientos, como se muestra en el Cuadro
8, cada tratamiento fue evaluado por triplicado. La variable respuesta fue la cantidad de

compuestos fenolicos totales expresados en mg ac. galico / 100g materia seca.

Cuadro 7: Factores y niveles ensayados para el screening

Factor Nomenclatura | Minimo | Maximo
Temperatura (°C) (A) 25 50
Tiempo (min) (B) 30 90

Relacion: Materia

Prima/Solvente(g/ml) (©) 1/20 1/60

A partir de los resultados del screening se seleccionaron los factores significativos, en tanto

que los no significativos se mantuvieron constantes.

En el Cuadro 8 se muestra la matriz del screening empleando el disefio factorial para los

factores y niveles referidos en el Cuadro 7.

Cuadro 8: Matriz del screening

Tiempo Relacion: Mat

Trata- Tempera- (min) prima/Solvente(g/ml)
miento | tura (°C) (A) (B) (C)

Fy 25 30 1/20

F, 50 30 1/20

Fs 25 90 1/20

Fa 50 90 1/20

Fs 25 30 1/60

Fe 50 30 1/60

F; 25 90 1/60

Fs 50 90 1/60

F: Factorial (1,2, ...... ,8).
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3.6.2 DISENO CENTRAL COMPUESTO

Una vez seleccionados los factores significativos se realizo la optimizacion empleando el
disefio central compuesto rotable con 5 réplicas en el punto central. En el Cuadro 9 se
muestran los factores (temperatura y relacion materia prima/solvente) considerados en la
extraccion de compuestos fendlicos a partir de residuos del procesamiento del camu-camu,
el tiempo de extraccion fue constante (30 min). La variable respuesta fue la cantidad de
compuestos fendlicos totales expresados en mg ac. galico equivalente / 100g de materia

Seca.

Cuadro 9: Factores, codigos de niveles y sus valores ensayados para disefio central
compuesto rotable

Cadigos de niveles
Factor Nomenclatura
-1 0 +1
Temperatura (°C) (X1) 25 37.5 50
Relacion: Materia
prima /solvente (X2) 1/20 1/40 1/60
(g/ml)

Xy: Temperatura, X,: Relacion materia prima/solvente.

Para la obtencidn de los coeficientes de regresion, los datos experimentales se ajustaron a

un modelo polinomial de segundo orden:
2 2 2
Y= fo+ Z‘E‘X‘ + Zﬁ“xf + Z Z B, X X,
i=1 i=1 i=y=1

Donde Bo, Bi, Bii y PBij son los coeficientes de regresion para las intersecciones, lineal,
cuadratica y términos de interaccion, respectivamente; y X; y Xj son las variables

independientes.

Los efectos de la variabilidad en la respuesta observada, debido a variables extrafias,

fueron minimizados aleatorizando el orden de los experimentos.

En el presente trabajo se tuvieron 4 puntos experimentales, de acuerdo a la etapa del

screening, 4 puntos axiales (iniciales o estrella) y 5 repeticiones en el centro. El valor de o
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fue 1.41. En el Cuadro 10 se muestran los 13 tratamientos (ver Cuadro 6) que resultan de

emplear el disefio central compuesto rotable.

Cuadro 10: Matriz del disefio central compuesto rotable

Tratamiento | Teémperatura(°C) . Relacion: Mat
prima/Solvente (g/ml)

() (X2)

Vi 37.5 1/40

DCC, 25 1/20

DCC, 50 1/20

V, 37.5 1/40

DCC, 25 1/60

DCC, 50 1/60

V3 37.5 1/40

DCCs 19.8 1/40

DCCs 55.2 1/40

V, 37.5 1/40

DCC, 37.5 1/11.7

DCCq 375 1/68.3

Vs 37.5 1/40

DCC (1,2,3,4): Tratamiento punto experimental.
DCC (5,6,7,8): Tratamiento axial
V(1,2,3,4,5): Tratamiento punto central (5 réplicas)

3.7 ANALISIS ESTADISTICO

En todos los andlisis, se utilizaron tres réplicas. Los resultados se procesaron mediante el
analisis de varianza (ANOVA). Las diferencias de p <0.05 fueron considerados como
significativos. El disefio experimental y el andlisis estadistico se realizaron utilizando el

programa Statgraphics Plus®.
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39 METODOLOGIA PARA LA ESTIMACION DEL BENEFICIO
AMBIENTAL Y ECONOMICO PARA LA PRODUCCION DE EXTRACTOS
FENOLICOS A PARTIR DE RESIDUOS SOLIDOS PROVENIENTES DE LA
INDUSTRIALIZACION DEL CAMU-CAMU

La estimacion del servicio ambiental se bas6 en la comparacion econémica de tres

alternativas consideradas para el mismo.

Las cuales fueron:

a. Empleo de los residuos como alimento para animales.
b. Disposicién de los residuos en el relleno sanitario.

c. Extraccion de compuestos fenolicos.

La data para tal comparacion se ha extraido de fuentes diversas entre ellas datos de
bibliografia, datos directos del mercado y empresas prestadoras del servicio de disposicion
de residuos, procurando su actualizacion dado que se observa variaciones importantes en el

mercado desde la época de auge del producto a la situacion actual.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Para el presente estudio se empled los residuos solidos: principalmente cascara, pepa y
algo de pulpa que resultaron del procesamiento de camu-camu. Estos residuos fueron
sometidos a factores del proceso de extraccion, considerando la influencia de dichos

factores en el contenido de compuestos fenolicos.

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos y su respectiva discusion
considerando primero la cantidad de residuos sélidos generada a partir de la
industrializacion del camu-camu, seguido de la cuantificacién de compuestos fenolicos por
tipo de residuo sélido generado, luego la determinacién de humedad y materia seca y
finalmente la granulometria de la muestra. En relacion al estudio de la extraccion de
compuestos fendlicos por el método de superficie respuesta se consideraron los siguientes
factores temperatura, relacion materia prima/solvente y tiempo de extraccion, para la etapa
del screening, donde se realiza una discusion acerca de la influencia del tiempo en la
extraccion de compuestos fendlicos. Luego en la etapa de optimizacion se discuten la
influencia de la temperatura y relacion materia prima/solvente en la extraccion de
compuestos fenolicos. También se identifico por HPLC-PDA el perfil de compuestos
fenolicos presentes en el extracto purificado. Finalmente se plantean 3 alternativas de
valorizacion de los residuos sélidos (en el marco de la gestion integral de residuos) que

comparadas econdmicamente permite decidir por una de las alternativas.

410GENERACION DE RESIDUOS SOLIDOS A PARTIR DE LA
INDUSTRIALIZACION DEL CAMU-CAMU

Los pesos y porcentajes de pulpa y residuos (cascara y pepa) de la obtencidn de pulpa de
camu-camu atomizada se muestran en el Cuadro 11. Los residuos de cascara y pepa

representan el 42.2% del camu-camu entero, este resultado es similar al reportado por
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Sotomayor (2000) quien sefiald6 una generacion de 45.2%; como también es cercano al
reportado por Kalra et al. (1989) que indicaron que al procesar la mandarina hibrida de la
India, Kinnow mandarins (Citrus reticulata), se obtiene un valor mayor al 50% respecto

del peso total de la fruta fresca entre cascara, bagazo y semillas.

Cuadro 11: Residuos generados en el procesamiento del camu-camu

Peso (kg) %
Camu-camu entero 778.00 100.00
Pulpa 450.00 57.84
Residuos (cascaray pepa)* 328.00 42.16

*: Principalmente cascara y pepa con algo de pulpa.

4.2 CONTRIBUCION DE COMPUESTOS FENOLICOS POR TIPO DE RESIDUO
SOLIDO GENERADO DEL PROCESAMIENTO DE CAMU-CAMU

Deng et al. (2012) investigaron en residuos de 50 frutas (cascara y semillas) el contenido
de compuestos fendlicos, reportando en cascara de mango, chirimoya y olivo chino las
cantidades de 22.95, 17.77 y 13.16 mg ac. galico/100g de cascara fresca, respectivamente.
El contenido de fendlicos para las semillas de uva, limoén y jujube fueron 22.95, 13.58 y 9
mg ac. galico/100g de semilla fresca, respectivamente. Los residuos (cascara y semilla) de
uva y mango fueron los que presentaron la mayor cantidad de fenolicos con 31.10 y 30.49
mg ac galico/100 g residuo fresco, respectivamente. Estos valores demuestran que la
mayor cantidad de fendlicos se encuentran en los tejidos dérmicos (cascara) de los frutos
debido a su papel de proteccion contra las radiaciones ultravioletas y como productos
quimicos de defensa contra patdgenos y depredadores. Los valores reportados en el
presente trabajo (Cuadro 12), se observa que la cascara concentra la mayor cantidad de

compuestos fenolicos

Cuadro 12: Contenido de compuestos feno6licos por tipo de residuo sélido

generado en el procesamiento de camu-camu

Tipo de residuo Compuestos fenolicos
totales
Cascara 6897.73
Pepa 5302.40

1 mg 4cido galico/100 g materia seca
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totales que la pepa del camu-camu, corroborando que los tejidos dérmicos presentan mayor
cantidad de fendlicos, aunque la cantidad de fendlicos en la pepa no dista mucho por lo que
podriamos decir que la contribucion de compuestos fendlicos por ambos tipos de residuos
es casi por igual.

Ribeiro da Silva et al. (2014), evaluaron el contenido de fenodlicos totales en sub productos
de frutas tropicales de Brazil (los subproductos se obtuvieron después del proceso de
produccion de pulpa de las respectivas frutas) donde los valores més altos se mostraron en
cereza (restos de pulpa), acerola (semillas), marafion (cascara y algo de pulpa), pifia
(cascara y algo de pulpa) y guayaba (cascara, algo de pulpa y semillas) con valores de
12696.03, 7265.29, 6588.41, 2787.09 y 1987.19 mg de acido galico equvalente/100g de
materia seca, respectivamente. Babbar et al. (2011) reportaron fendlicos totales en semillas
de uva, cascara de litchi, semillas de litchi y cascara de mandarina cuyos valores fueron
3740, 2460, 1790 y 1750 mg ac. galico equivalente/100g materia seca respectivamente.
Estos valores indican una considerable diversidad en la cantidad de fenoles entre los

residuos de frutas.

Babbar et al. (2011) indican que el contenido de fenoles totales podria estar influenciado
por el origen geografico, cultivar, cosecha y almacenamiento, asi como secado y métodos
de extraccion. Es importante considerar esta afirmacion porque Silva de Azevedo et al.
(2014) reportaron, para sub productos (cascara y semillas sin ningln tratamiento posterior)
del camu- camu, la cantidad de 3738 mg de &cido galico/100g materia seca debido a que la
extraccion se realizd mediante una extraccién secuencial en 3 etapas (usando como
solvente agua) ademas de restar el contenido de acido ascorbico presente en el camu-camu.
Sotero et al., (2009) estudiaron el fruto del camu-camu y reportaron para pulpa (23168 mg
ac. galico/100g materia seca), cascara (17905.50 mg ac. galico/100g materia seca) y pepa
(2969.20 mg ac. galico/100g materia seca) donde la extracciéon se llevd a cabo con 3
volimenes de etanol, pero es necesario precisar que a estos valores no se restaron el
contenido del acido ascérbico propio de estos frutos lo que justificaria los altos valores
reportados. Fracassetti et al. (2013) evaluaron los residuos del procesamiento del camu-
camu : cascara y semillas con algo de pulpa, secados de 45° a 55°C de temperatura y
posteriormente molidos, aplicando una extraccion en metanol (50%), reportando una

cantidad de 672.49 mg &cido galico/100 g de materia seca por lo que podriamos decir que
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el secado gener0 perdida de compuestos fenolicos pero también sefialar que la

cuantificacion fue realizada por HPLC que es una técnica mas exacta.

Es necesario indicar que los valores aqui reportados (Cuadro 12) son el resultado de la
evaluacion de residuos solidos frescos (cascara y pepa con algo de pulpa) del
procesamiento del camu-camu y que posteriormente no sufrieron ningan tratamiento por lo

que podria justificarse los altos valores.

4.3 DETERMINACION DE LA HUMEDAD

La humedad promedio de la muestra de residuos sélidos deshidratado y molido fue de

3.1% + 0.13. El bajo contenido de humedad garantiza la estabilidad de la muestra.

4.4 ANALISIS GRANULOMETRICO

Esta evaluacion se realizd con el objetivo de conocer la distribucion de tamafio de particula
de la muestra (residuos solidos: cascara, pepa y algo de pulpa) deshidratada y molida. Se

realizé dos repeticiones (Anexo 1). Los resultados promedio se reportan en el Cuadro 13.

Cuadro 13: Analisis granulométrico de residuos solidos (cascara y pepa)
deshidratados y molido del procesamiento del camu-camu

Numero Rechazo Cernido
de malla Luz Peso Rechazo Acumulado | Acumulado
(ASTM Malla (9) (%)
(%) (%)
E-11) (mm)

10 2.00 0.30 0.30 0.30 99.70
20 0.85 6.20 6.20 6.50 93.50
30 0.60 16.57 16.57 23.07 76.93
40 0.42 20.70 20.70 43.77 56.23
Plato 56.23 56.23 100.00 0.00
TOTAL 100.00 100.00

Se observa que el mayor porcentaje de particulas tienen un tamafio que pasa la malla de
0.42 mm, constituyendo la mayor cantidad de particulas (56.23%) en los residuos de camu-
camu deshidratados y molidos; asi mismo que solo el 0.30 % de las particulas son mayores
a una luz de malla de 2.00 mm, es decir se puede concluir que las particulas sometidas a la
extraccion de compuestos fendlicos en un 93.50% tienen tamafios menores a 0.85 mm.
Este tamafio de particula obtenido concuerda con lo reportado por Durling et al. (2007),
quienes trabajaron tamafios de particula entre 1 a 3mm para salvia (Salvia officinalis)
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deshidratada en la extraccion de compuestos fendlicos. Concluyendo que mientras el
tamafo de particula aumenta, la cantidad extraida de compuestos bioactivos disminuye ya
que la difusion del solvente hidroalcoholico dentro de la particula y la difusién del
solvente-soluto que sale al exterior de la particula se veia disminuido cuanto mas grande
era la particula por lo que consideran al tamafio de particula como un pardmetro que limita
la extraccion de compuestos fendlicos reportando finalmente como tamafio Optimo de
particula de 1mm para la extraccion de compuestos bioactivos. Cujic et al. (2016)
observaron que la extraccion de compuestos fendlicos a partir de frutos secos de
chokeberry (Aronia melanocarpa) mostr6 una mejora cuando el tamafio de particula
disminuyd. Los rendimientos obtenidos con tamafios de particulas 1 y 0.75 mm fueron
mayores (14.9 y 15.4 mg GAE / g materia seca, respectivamente) que los obtenidos con
tamarfios de particula mas grandes de 2, 3y 6 mm (11.8, 11.4 y 10,5 mg G.E / g materia
seca, respectivamente). Obteniendo el mayor rendimiento con tamafio de particula de
0.75mm.

Herodez et al. (2003) trabajaron con hojas de béalsamo (Melissa officinalis L.) secas y
molidas obteniendo los mejores rendimientos en la extraccion de antioxidantes con tamafio

de particula entre 0.20 a 0.25mm.

Pinelo et al. (2006) investigaron con subproductos de uva y reportaron que el menor
tamafio de particula (0.5mm) promueve un aumento de la superficie de contacto entre el
solido y el solvente de extraccion. Meyer (2002), mencionado por Pinelo et al. (2006),
reportd que aumenta la eficiencia de extraccion de compuestos fendlicos a partir de
residuos del procesamiento de la uva como el orujo de uva, reduciendo el tamafio de

particula de la matriz solida.

En todos los casos, a menor tamafio de particula mayor es el rendimiento de compuestos
fendlicos. Tamafio de particula mas pequefio reduce la distancia de difusion del soluto
dentro del solido, lo que aumenta la tasa de extraccion. El soluto toma un tiempo més corto

en llegar a la superficie (Pinelo et al., 2006).
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4.5 SCREENING, EMPLEANDO UN DISENO FACTORIAL

El objetivo de esta etapa es identificar aquellas variables que son significativas para el
proceso; es decir, identificar aquellas variables, que al hacerlas variar de un nivel bajo a un
nivel alto, afectan sensiblemente las respuestas de un proceso. Eliminando de esa manera

aquellas variables que resulten poco significativas (Ayala et al., 1995).

El Cuadro 14 muestra los valores promedios del contenido de compuestos fendlicos
totales, expresados en mg de acido galico equivalente (GEA)/100 g materia seca obtenidos
en todos los tratamientos llevados a cabo en la prueba de screening. Las repeticiones se

reportan en el Anexo 2.

Cuadro 14: Contenido de compuestos fendlicos totales empleando el disefio factorial

TRATAMIENTO Compuestos fenollcos totales (mg
ac. galico/100g m.s.)
L 4123.55 + 967.93
1
E 4596.96 + 133.91
2
- 3532.17 + 524.61
3
4737.00 + 89.09
Fs
= 5171.50 + 514.60
5
F 6594.61 + 400.22
6
= 4521.81 + 306.48
.
E 6562.01 + 181.35
8
F: Factorial (1,2, ...... ,8).

La relevancia o significancia de los efectos se verificaron mediante un analisis de varianza

(ANOVA), diagrama de Pareto y diagrama de interacciones.

El andlisis de varianza (Anexo 2) muestra que existen 2 efectos significativos con p-valor
menores a 0.05 lo cual indica que dichos factores: temperatura (A) y relacion materia
prima/solvente (C) tienen una influencia significativa sobre la respuesta (p<0.05). El
estadistico de Durbin — Watson fue superior a 1.4, con lo cual se pudo probar, que no
existe auto correlacion o correlacion serial significativa. Ademas, el factor tiempo (B), asi
como las interacciones no tiene un efecto significativo en el rendimiento de la extraccion

de compuestos fenolicos.
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La bondad del modelo se puede comprobar por el coeficiente de determinacién (R?). El
valor ajustado de R? (0.827) indica una buena relacién entre el grupo experimental y

predicciones de los valores de la respuesta.

El efecto estandarizado de las variables independientes y su interaccion sobre la variable
dependiente fue determinado por el diagrama de Pareto (Figura 10) donde se observa que
mientras las variables A y C muestran un aumento del efecto al incrementar sus niveles, la
variable B influye en forma negativa, disminuyendo el efecto en el rendimiento al
aumentar su nivel; corroborando lo expuesto por Martendal et al., 2007 citado por Khajeh,
2011 que sefiala que un valor positivo para el efecto estimado indica un aumento en el
rendimiento de la extraccion si la variable aumenta a su mayor valor o nivel. Un valor
negativo indica que se obtendria un mejor rendimiento en la extraccion a niveles inferiores
de las variables. Corroborando que el tiempo (B) no tiene un efecto significativo en el
rendimiento de la extraccion de compuestos fendlicos ya que a menores tiempos de

extraccion se obtendria mayor rendimiento de compuestos fenolicos extraidos.

El tiempo de extraccion es crucial en la extraccion con disolventes para los compuestos
fenolicos donde pueden ser gobernadas por las concentraciones de equilibrio de
compuestos fenolicos alcanzados antes de su correspondiente reduccion aparente, Spigno
et al. (2007) citado por Thoo et al. (2010). Por lo tanto, el exceso de tiempo de extraccion
de hecho reduce el rendimiento de compuestos fenolicos.

Thoo et al. (2010) experimentaron con tiempos de extraccién, a partir de mengkudu
(Morinda citrifolia), entre 20 a 120 min y hallaron una correlacion negativa
significativamente sustancial entre el contenido de compuestos fendlicos totales y DPPH (-
0,938) para p<0.05. Esta fuerte relacion negativa indicaria que podrian tener un
comportamiento diferente cuando se aumenta el tiempo de extraccion. Este fendmeno es
consistente con lo reportado por Liyana-Pathirana y Shahidi (2005), mencionados por
Thoo et al. (2010), donde el tiempo de extraccion prolongada puede conducir a la
descomposicion de los compuestos bioactivos. Los compuestos fendlicos totales de bajo
peso molecular, son mas susceptibles a la descomposicion debido a la exposicion
prolongada a la temperatura, la luz y el oxigeno, conduciendo entonces a la disminucién de
la capacidad antioxidante. Al tomar en consideracion los aspectos practicos y econémicos,

asi como la optimizacion de la recuperacion de compuestos fendlicos y su capacidad
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antioxidante, eligieron 80 min como el mejor tiempo para la extraccion de compuestos

fendlicos.

Diagrama de Pareto Estandarizada para Fenolicos totales
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Figura. 10: Diagrama de Pareto de los efectos principales obtenidos del disefio
factorial 2°. La linea vertical define el 95% de los intervalos de confianza (A =
Temperatura, B =Tiempo y C = Relacion Materia prima/Solvente)

La interpretacion del diagrama de Pareto (Figura 10) demuestra que los factores relacion
materia prima/solvente y temperatura son altamente significativos. Un aumento en ellos
aumenta el rendimiento de fenolicos en el extracto. El factor tiempo tiene un efecto
insignificante lo que se corrobora con lo hallado por Khajeh (2011) que indica que el factor
tiempo es insignificante en el rendimiento de extraccion de aceite esencial de Satureja

hortensis.

Cujic et al. (2016) estudiaron la influencia del tiempo de extraccion en el contenido de
compuestos fendlicos a partir de frutos secos de chokeberry (Aronia melanocarpa),
experimentaron con tiempos de 60 min y 90 min encontrando que no existia diferencia
significativa entre los tiempos estudiados por lo que eligieron 60 min como tiempo de
extraccion. Estos investigadores realizaron una optimizacién con un disefio factorial 2*
donde el tiempo de extraccion resultd ser el factor menos importante para la obtencién de
altos rendimientos de compuestos fendlicos, por lo tanto éste factor fue excluido de la
etapa de optimizacién y el tiempo 6ptimo de extraccion se fijé en 60min. El tiempo de

extraccion es esencial para economizar energia y el costo del proceso de extraccion.
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En relacidn al efecto de interaccion de las variables, no hay interaccién pues Gutiérrez y de
la Vara (2008) indican que si no hay interaccion las lineas tienen pendientes similares y

son aproximadamente paralelas como se muestra en la Figura 11.

Grafica de Interaccién para Fenolicos totales
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Figura 11: Grafica de interaccion para fendlicos totales obtenidos del disefio factorial
2%,

En el presente trabajo de investigacion se demuestra que la interaccion doble (de dos
factores) no tiene un efecto estadisticamente importante sobre la respuesta y mas bien los
efectos principales si tienen un efecto significativo por lo que los efectos principales

terminan dominando el proceso como lo mencionan Gutiérrez y de la Vara (2008).

En la presente investigacion se determind como tiempo de extraccion 30 minutos por
razones econdmicos Yy el analisis de varianza lo determina como un factor sin significancia

en el rendimiento de fendlicos totales.
Los resultados del disefio factorial demostraron que las variables (relacion materia

prima/solvente y temperatura) en los tratamientos investigados requirieron una

optimizacion.
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4.6 OPTIMIZACION, EMPLEANDO UN DISENO CENTRAL COMPUESTO

En base a los resultados del screening, se determiné que los factores que condicionan el
proceso de extraccion de los compuestos fenolicos totales de los residuos del
procesamiento del camu-camu fueron los siguientes: temperatura (A) y relacion materia
prima/solvente (B). Los que fueron seleccionados para maximizar el proceso de extraccion
mediante la RSM con el disefio central compuesto rotable con 5 réplicas en el punto
central. El tiempo de extraccion (30 min) y solvente (etanol al 50%) se mantuvieron
constantes en la ejecucion de los ensayos.

La matriz del disefio experimental est4 en el Cuadro 10 con lo que se obtuvo los valores
promedios del contenido de compuestos fenodlicos totales ejecutados en el disefio central

compuesto rotable (Cuadro 15). Las repeticiones se encuentran en el anexo 3.

Cuadro 15: Contenido de compuestos fendlicos totales empleando el disefio central

compuesto
. Compuestos fenolicos totales

Tratamiento AP

(mg é&c. gélico /100g m.s.)
DCC1 4334.48+74.46
DCC2 5230.19+221.61
DCC3 4854.93+£45.55
DCC4 5245.58+133.93
DCC5 4167.83+£241.85
DCC6 5939.05+36.93
DCC7 4454,99+12.61
DCC8 5204.64+49.61
V 5055.78 + 171.76
DCC (1,2,...,8): Disefio Central Compuesto.
V (1,2,...., 5): tratamiento punto central (5 réplicas)

Los factores y su forma codificada (Cuadro 9) permiten una interpretacion directa de los
efectos (lineal, cuadratico e interacciones) de los factores independientes, mientras que la
superficie y el ploteo de contornos facilitan la visualizacion de los factores
estadisticamente derivados del anélisis estadistico (Montgomery, 2014). EI modelo fue
adecuado para explicar la mayor variabilidad para los compuestos fenolicos totales. Para el
modelo ajustado, el software genera coeficientes del modelo, valores de R?, valores de F y
probabilidades significativas; y permite justificar la significancia de cada variable
experimental (Montgomery, 2014). La respuesta maxima predicha para los fenolicos
totales fue obtenida basada en un total de 13 experimentos realizados para determinar los 6
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coeficientes de regresion del modelo. Una alta proporcion de variabilidad fue explicada por
el modelo de fendlicos totales como indica el valor de R?. El modelo de regresién fue
altamente significativo (p<0.05) y fue satisfactoria con coeficientes de determinacion (R?)
0.87 (Cuadro 16). La ecuacion de regresion de segundo orden del modelo ajustado a los

datos se observa en el anexo 3.

Cuadro 16: Coeficientes de regresion del modelo predictivo de segundo orden para

las respuestas de compuestos fendlicos totales

Coeficientes de Regresion Valocggifégﬁg: del
Bo 1931.15
Lineal

Temperatura(pB1) 61.7471°
Materia prima /Solvente(2) 52.8502°
Cuadratico

Temperatura (B1z) -0.04803N°
Materia prima /Solvente(f22) -0.29891N°
Interaccion

R? 0.87

Estadisticamente significativo: p < 0.05; NS: no significativo

Para los factores temperatura materia prima/solvente se verificaron efectos lineales
positivos por ser estadisticamente significativo para fendlicos totales tal como lo indica el
valor de p en el Cuadro 16. Estos factores presentaron altos valores estimados de
coeficientes, corroborando el impacto de dichos factores en la respuesta estimada. Lo que
se corrobora con los resultados del ANOVA (Anexo 3) donde se muestra que existen 2
efectos con p - valor menores a 0.05 lo que indica que dichas variables (temperatura,
relacion materia prima/solvente) tienen una significativa influencia sobre la respuesta
(95%).

Efectos cuadraticos negativos, para temperatura y materia prima/solvente, se obtuvo para

fenolicos totales lo que indica que los fendlicos disminuyen con el aumento de dichos

factores pero como estadisticamente resultaron no significativos su impacto es nulo.
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Se observa una interaccion negativa (efecto cruzado) entre los factores: temperatura (x1) y
materia prima/solvente (x;) para fendlicos totales lo que indica que la interaccion entre
ambos factores hace que la cantidad de fendlicos disminuya. Ademas, es estadisticamente

no significativo.

El estadistico de Durbin — Watson fue superior a 1.4, con lo cual se pudo probar, que no

existe auto correlacion o correlacion serial significativa (Anexo 3).

El diagrama de Pareto (Figura 12) muestra que las variables: temperatura (A) y relacion
materia prima/solvente (B) inciden significativamente en la cantidad de compuestos
fenolicos que se han obtenido en el extracto por encontrarse por encima del limite de
significancia. Esto se corrobora con el ANOVA (Anexo 3) donde ambas variables tienen

un p <0.05, lo que indica que son variables significativas.
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Figura 12: Diagrama de Pareto de los efectos principales obtenidos del disefio Central
Compuesto Rotable. La linea vertical define el 95% de los intervalos de confianza (A
= Temperatura, B = Relacion Materia prima/Solvente)

En la Figura 13 se observa la superficie de respuesta estimada con una ligera curvatura y
de acuerdo a ello se ha llegado a maximizar la extraccion de compuestos fenolicos, pues si
bien se puede incrementar la temperatura conllevaria al deterioro de los compuestos

fenolicos disminuyendo la cantidad.
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Figura 13: Superficie de respuesta estimada para la extraccion de compuestos fenoles
totales de los residuos solidos de la industrializacion del camu-camu respecto a la
temperatura de extraccion y relacion materia prima / solvente.
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Figura 14: Lineas de contornos de la respuesta estimada para la extraccion de
compuestos fenolicos totales de los residuos solidos de la industrializacion del camu-
camu respecto a la temperatura de extraccion y relacion materia prima / solvente.
Las lineas de contornos (Figura 14), muestra que el punto central esta por encima de 50°C
y la relacion materia prima/solvente es de 40 a 42, corroborando los valores para los

parametros que optimizan la extraccion de compuestos fenélicos.
Se concluye que el experimento ha finalizado y se deben tomar los valores de estas
variables (Cuadro 17) para maximizar la cantidad de compuestos fenolicos que se obtienen

en los extractos obtenidos bajo estas condiciones de extraccion.
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Cuadro 17: Factores, niveles 6ptimos y respuesta maximizada

FACTOR INFERIOR MAYOR OPTIMO
Temperatura (°C) 19.82 55.18 55.18
Relacion mat. prima/solvente (g/ml) 11.72 68.28 41.70

Respuesta maximizada

(Valor maximo) 5711.67 mg acido galico /100g materia seca

Thoo et al. (2010) investigaron la influencia de la temperatura de extraccion en la cantidad
de compuestos fendlicos extraidos a partir mengkudu (Morinda citrifolia) en el rango de
25 a 65°C, encontrando una relacion lineal entre la temperatura de extraccion y la
recuperacion de compuestos fenolicos. El calor mejora la recuperacion de compuestos
fendlicos como describen Durling et al. (2007) y Silva et al. (2007). EI Aumento de la
temperatura favorece la extraccion debido a que mejora tanto los coeficientes de difusion
como la solubilidad de los compuestos fendlicos (Al-Farsi & Lee, 2008). El aumento de
solubilidad de los compuestos fendlicos también fue reportado por Wang et al.,(2007)
mencionado por Thoo et al. (2010), quien encontré que el aumento de la temperatura
favorece la liberacion de compuestos fenolicos de una muestra originando que se produzca
el desglose de los componentes celulares de las células vegetales que conduce a una mayor

permeabilidad de la membrana celular.

Varios estudios informaron que el calor mejoréd la eficiencia de la extraccion de
compuestos fendlicos Benmeziane et al., 2014; Dorta et al., (2012), Ruenroengklin (2008)
y Vatai (2009) citados por Mokrani et al., (2016). Esto era probablemente debido a la
mayor solubilidad fendlica, velocidad de difusion més rapida, una mejor transferencia de
masa generando un mayor rendimiento de extraccion por la reduccién de la viscosidad del

disolvente y de la tension superficial.

Ademas, se cree que la liberacion de estos compuestos fenolicos podria reducir ain mas

las posibilidades de que coagulen con la lipoproteina aumentando la solubilidad y difusién
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de los compuestos fendlicos mejorando el rendimiento de extraccion de los compuestos

fenolicos (Al-Farsi y Lee, 2008 y Zhang et al., 2007 mencionados por Thoo et al., 2010).

En relacion con el principio de equilibrio de un sistema, al cambiar la temperatura
(perturbacion) del sistema, generard que el sistema alcance una nueva posicion de
equilibrio, por lo que la temperatura elevada podria aumentar la tasa de extraccién y
reducir asi el tiempo de extraccién para alcanzar la maxima recuperacion de contenido de
compuestos fendlicos. Sin embargo, la temperatura elevada puede no ser adecuado para
todo tipo de compuestos. Liyana-Pathirana y Shahidi (2005) mencionado por Thoo et al.,
(2010) informaron que la tasa de extraccion de antioxidantes térmicamente estables a
temperatura elevada es mayor que la velocidad de descomposicién de antioxidantes menos
solubles. Por lo tanto, sélo las muestras con una mayor proporcion de compuestos
fendlicos térmicamente estables son mas apropiadas para extraer compuestos fendlicos a
condiciones de temperatura elevada, tal como M. Citrifolia del que se obtuvo mayor
cantidad de compuestos fendlicos al aumentar la temperatura de extraccion, seleccionando

la temperatura de 65°C como la mejor temperatura de extraccion.

La temperatura de 65°C es cercana a 55.18 ° C, valor que se obtuvo en la presente
investigacién como la temperatura que maximiza la cantidad de compuestos fendlicos a
partir de residuos sélidos del camu-camu deshidratado y molido. Por lo tanto los residuos
solidos del camu-camu son fuente de compuestos fendlicos térmicamente estables lo que
favoreceria los requerimientos industriales de procesamiento (alta temperatura de

extraccion durante un tiempo corto).

Cujic et al. (2016) investigaron la influencia de la relacion materia prima/solvente en el
rendimiento de extraccion de compuestos fenolicos a partir de frutos secos de chokeberry
(Aronia melanocarpa) observando que el rendimiento aumenté gradualmente de 1/10 y
alcanz6 el valor més alto en la relacion 1/20 (27.82mg GAE/g muestra seca) para un
tamafio de particula de 0.75mm y 50% de solucion de etanol. Este resultado esta de
acuerdo con los hallazgos anteriores donde una mayor relacion de materia prima/solvente
conduce al mayor rendimiento de compuestos fendlicos (Galvan D'Alessandro et al., 2012,
citados por Cujic et al., 2016). Se debe considerar que una mayor relacion materia

prima/solvente genera una disminucion en el consumo de material vegetal y disminucion
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en el costo de extraccion. Cujic et al. (2016) concluyeron que la relacion materia prima:

solvente era un factor importante en la extraccion de compuestos fenolicos.

Pinelo et al. (2006) investigaron el rendimiento de extraccion de compuestos fendlicos a
partir de subproductos de la uva en una extraccion continua; reportando que con el empleo
de cantidades de muestras menores favorece la obtencion de extractos con altos
rendimientos de compuestos fenolicos. Esto puede explicarse por la forma de empacado o
lecho que se genera, donde de hecho, las cantidades altas de sélidos podria generar canales
de flujo preferenciales en el lecho, lo que llevaria a una disminucion de la superficie de
contacto entre el solido y el solvente. Como consecuencia de ello, se observd una
disminucion de la transferencia de masa. EI mismo efecto fue reportado por Sineiro, et al.
(1996), citados por Pinelo et al. (2006), en la extraccion de compuestos fendlicos a partir

de la torta prensado de girasol en una extraccion por inmersion.

Belwal et al., 2016, evaluaron el efecto de las variables de extraccion en el contenido de
fenoles totales en los frutos de Berberis (0 agracejo) asiatica. Las variables evaluadas
fueron: relacién materia prima/solvente, temperatura de extraccion, concentracion del
solvente. Encontrando que como la relacién materia prima/solvente aumenta de 1/10 a 1/50
el contenido de compuestos fendlicos aumenta considerablemente, este resultado se basa
en los principios de transferencia de masa cuando se estima que la fuerza motriz para la
transferencia de masa es el gradiente de concentracion entre el sélido y el solvente. En la
presente investigacion la relacion materia prima/solvente de 1/41.7 fue la relacion que
maximiza la cantidad de compuestos fendlicos corroborando lo reportando por los autores

ya mencionados.

4.7 CUANTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS EN EL EXTRACTO
OBTENIDO EN CONDICIONES OPTIMAS

Fueron 5939.05 + 36.93 mg &cido gélico /100 g materia seca (tratamiento DCCg) los que se
obtuvieron con los pardametros mostrados en el Cuadro 17, siendo este valor muy cercano
al valor de 5711.67 mg é&cido galico /100 g materia seca, reportado como respuesta
maximizada. Esta cantidad representa el 6.12% de rendimiento en compuestos fendlicos

respecto al peso de la muestra seca tomada.
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Reynertson et al. (2008) encontraron que los frutos en polvo del camu-camu tienen un
contenido mucho mas alto de compuestos fendlicos totales ( 101.00 £ 0.25 mg acido galico
/ g muestra seca) que la de otros frutos de la Myrciaria vexator ( 44.10 £ 1.21 mg &cido
galico /g muestra seca ) y que de la Myrciaria cauliflora. (31.60 + 0.39 mg &cido galico / g

muestra seca).

Segun Rufino et al. (2010) el contenido de compuestos fenolicos totales fue mayor en
frutos de camu-camu en comparacion con la acerola. Chirinos et al. (2010) reportaron que
el contenido de compuestos fendlicos totales en frutos del camu-camu depende del estado
de madurez. El contenido de fenoles totales en el camu- camu aumentd del estado verde al
pintdn y luego disminuyd en el maduro (fase roja). En plena madurez (fase roja) el camu-
camu mostro un contenido de fenoles totales de 1320 mg GAE/100 g en peso fresco, pero
el que presentd mayor cantidad de fenoles totales fue el estado de madurez pintén con
1420.00 + 193 mg GAE/100 g en peso fresco. Corroborando que es un valor muy alto en
comparacion con los contenidos reportados para las cerezas, ciruelas, fresas (339, 366 y
368 mg GAE/100 FW g, respectivamente) (Wu et al., 2004).

Fracassetti et al., 2013 determinaron el contenido de polifenoles de la pulpa atomizada
(temperatura de entrada 185°C y temperatura de salida 95°C) de camu-camu y de la harina
seca (aire caliente de 45° a 55°C) obtenida a partir de la cascara y semillas que quedan
después del procesamiento de pulpa de camu-camu (Myrciaria Dudia). El contenido
fenolico de la harina de camu-camu fue mayor que la de la pulpa atomizada (4007.95 mg /
100 g peso seco vs. 48.54 mg / 100 g peso seco), cabe indicar que estos resultados no estan
expresados en mg &cido galico sino que resultan de la suma de la cuantificacion de los
espectros obtenidos para cada compuesto fendlico identificado en el HPLC. También
evidencia que temperaturas elevadas generan disminucion en el contenido final de

compuestos fenolicos.

Silva de Azevedo et al. (2014) trabajaron con residuos del despulpado de camu-camu. Los
residuos fueron fresco y seco (aire caliente a 50°C) encontrando una cantidad de

compuesto fendlicos totales de 3738.0 y 1843.6 mg GAE / 100 g DW, respectivamente.

Doroteo et al.; (2012) reportaron valores de 11.7+0,05 mg acido galico/g extracto

hidroalcoholico para frutos maduros de camu-camu, utilizando como solvente una mezcla
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etanol y agua en una proporcion de 7:3 por 4 dias a temperatura ambiente; probablemente

estas condiciones de extraccion generaron un valor bajo de compuestos fendlicos.

48 IDENTIFICACION POR HPLC-PDA DEL PERFIL FENOLICO DEL
EXTRACTO PURIFICADO OBTENIDO A PARTIR DE LOS RESIDUOS
SOLIDOS DE LA INDUSTRIALIZACION DEL CAMU-CAMU

La identificacion se realizd6 en la fracciébn F-Il a 280 y 360 nm, permitiendo la
identificacion de las diferentes familias de compuestos fendlicos presentes en los residuos
del camu-camu (en estado pintén). El perfil cromatografico evaluado a 280nm (Figura 15)

reveld un total de 22 picos principales.

La fraccion F-11 presentd diferentes compuestos fendlicos, tales como: derivados del acido
elagico, derivados del flavan - 3 - ol (o derivados del flavanol) y derivados de las
flavanonas (cuadro 18). Solo se identificd al acido elagico (pico 10). La identificacion se
realizd por comparacion de sus espectros UV-vis y tiempos de retencién con los de
patrones auténticos. Los otros picos no identificados mostraron caracteristicas UV-vis
espectrales similares a los derivados del flavanol del tipo catequina (picos: 1-4, 6, 8, 12, 13
y 17), derivados del &cido elagico (picos: 5, 7, 9, 14-16, 18-20), las flavanonas del tipo

eriodictiol (picos: 21y 22) todos cuantificados a 280nm.

El pico 11 fue cuantificado a 360nm como derivado de rutina perteneciente a la familia de

los flavonoles.
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Figura 15: Perfil de compuestos fendlicos por HPLC — PDA a partir de la fraccion F — 11 del
tratamiento 6ptimo (DCCy) de los residuos solidos de la industrializacion del camu-camu
corridos a 280nm
El &acido elagico y derivados, han sido detectados en las hojas de M. dubia (HBK)

McVaugh (Ueda et al., 2004). EI &cido elagico también ha sido detectado en frutos de
camu-camu en tres estados de madurez (Chirinos et al., 2010). Reynertson et al. (2005)
destacaron la presencia de catequina, epicatequina, epigalocatequina 3-O-galato de
epicatequina y 3-O-galato, taninos y glucosidos de flavonoles en los frutos de la familia

Myrtaceae. Lo que corrobora esta identificacion.

Reynertson et al.(2008) encontraron al acido elagico, quercetina (otro flavonol) y a la
rutina en el fruto de M. dubia. La presencia de la familia de las flavanonas se produjo a

través de la identificacion de derivados del eriodictiol.

Las cantidades de los grupos de acido eldgico, flavan-3 ol (derivados del flavanol) ,
flavonoles y flavanonas cuantificados por HPLC-PDA, mostrados en el Cuadro 16, fueron
0.97, 3.48, 0.04 y 0.06 mg/g materia seca, respectivamente. En orden de importancia de las
familias de compuestos fenodlicos, respecto al nimero de compuestos presentes, se
mostraron de la siguiente manera: grupo de acido elagico > flavan -3-ol > flavanona >
flavonoles para los residuos solidos de la industrializacion del camu-camu en estado

pintén.

Asi, el acido elagico y los grupos flavan-3-ol representan los principales compuestos
fenolicos en el camu-camu (80.96%). Esta caracteristica también ha sido reportada por
Chirinos et al. (2010).

Los flavanoles también son conocidos como flavan-3-ols, flavanos o catequinas. Estos
compuestos existen en la forma monomérica, tanto como en forma de oligomeros y
polimeros, ambos referidos tanto a taninos condensados o protoantocianidinas. Los
principales flavanoles son catequinas y se encuentran en muchos tipos de frutas (por
ejemplo albaricoques, manzanas), asi como en té verde, vino tinto y chocolate (Yang et al.,
2001). Catequinas y epicatequinas son los principales flavanoles en frutas. Los flavan-3-
oles (flavanol monomérico) como: catequina, epicatequina, galocatequina Yy

epigalocatequina se encuentran en frutas, generalmente en forma libre antes que en las
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formas glicosiladas (Robards et al., 1999; Manach et al., 2004). Como el camu-camu es

una fruta, presenta estos compuestos que estan cuantificados como catequina (Cuadro 18).

Fracassetti et al., 2013 reportaron cincuenta y tres compuestos fendlicos diferentes que
fueron identificados por HPLC-DAD-ESI-MS-MS y UPLC-HR-QTOF-MS-MS a partir de
la pulpa atomizada de camu-camu y de la harina seca (aire caliente de 45° a 55°C)
obtenida de la cascara y semillas que queda después del procesamiento de pulpa de camu-
camu. En ambos productos la miricetina y conjugados de flavonoles, acido elagico y
conjugados Yy elagitaninos fueron detectados. Cianidina 3-glucoésido, y la quercetina y sus
glicosidos solo se encontraron en la pulpa atomizada, mientras que las proantocianidinas
solo estaban presentes en la harina seca (3.5g / 100 g peso seco), estas identificaciones se
realizaron a longitudes de onda entre 240 a 374nm y con cromatdgrafos acoplados con
espectrometros de masas por ello la diferencia en cuanto al numero y fenoles detectados.

Silva de Azevedo et al. (2014) trabajaron con residuos secos del despulpado de camu-camu
identificando flavonoides y &cido elagico por HPLC a 280nm. Los flavonoides importantes
que identificaron fueron: quercetina (0.8+0.1 mg / 100 g DW), miricetina (0.7+£0.4 mg /
100 g DW), y catequina (1.1+0.4 mg / 100 g DW), ademés de alta cantidad de acido
elagico (5.8 mg / 100 g DW), y por primera vez en la literatura, la presencia de acido
siringico (3.1 mg / 100 g DW) en el residuo de camu-camu. La catequina y el acido eldgico
también fueron identificados en el presente trabajo.

Belwal et al., 2016 realizaron la identificacién y cuantificacion de compuestos fendlicos
del extracto de los frutos de Berberis asidtica en condiciones optimizadas utilizando
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) con las siguientes longitudes de onda:
254, 280 y 320nm. El orden de los compuestos fendlicos identificados fueron: acido
clorogenico > rutina > 4cido vanillico > acido 3-hydroxybenzoic > acido caffeico > acido
p-coumaric. En el presente trabajo se identificé al derivado del flavonol (a 360nm) que fue
cuantificado como rutina (Cuadro 18). Los flavonoles pueden variar en el nimero y la
distribucion de grupos hidroxilos, asi como en su grado de alquilacion o glicosilacién. La

formacion de glucésidos de flavonol
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Cuadro 18: Cromatograma de compuestos fenolicos detectados a 280nm en residuos
solidos de la industrializacion del camu-camu por HPLC — PDA

Pico N° ret-glnecriT:S?\O((rjr?in) Compuesto Fendlico Asignado mg/g ms
1 18.215 Derivado del flavanol® 0.6302
2 23.049 Derivado del flavanol® 1.6975
3 35.908 Derivado del flavanol® 0.1735
4 38.213 Derivado del flavanol® 0.2988
5 47.325 Derivado del 4cido elagico® 0.1154
6 51.078 Derivado del flavanol® 0.1659
7 54.101 Derivado del 4cido elagico® 0.1500
8 55.494 Derivado del flavanol® 0.0807
9 56.11 Derivado del 4cido elagico® 0.0941
10 57.424 Acido elagico 0.2133
11 58.111 Derivado del Flavonol© 0.0408
12 60.771 Derivado del flavanol® 0.1135
13 61.53 Derivado del flavanol® 0.1856
14 63.025 Derivado del 4cido elagico® 0.0434
15 63.863 Derivado del 4cido elagico® 0.0384
16 64.825 Derivado del 4cido elagico® 0.0175
17 65.723 Derivado del flavanol® 0.1394
18 68.223 Derivado del 4cido elagico® 0.1297
19 70.954 Derivado del 4cido elagico® 0.0447
20 74.466 Derivado del 4cido elagico® 0.1314
21 77.751 Derivado de flavanona® 0.0204
22 85.009 Derivado de flavanona® 0.0440

(a): cuantificado como catequina a 280nm.
(b): cuantificado como &cido elagico a 280nm.
(c): cuantificado como rutina a 360nm.

(d): cuantificado como eriodictiol a 280nm.

depende de la accion de la luz; por tanto, se encuentran principalmente en hojas y pieles de
frutas. Los flavonoles estan presentes principalmente como mono-, di- y triglicésidos. Los
monoglicésidos se dan principalmente como 3-O-glicosidos. Los 3-O-diglicésidos y 3,7-
di-O-glicosidos son también frecuentes. La rutina, que presenta una molécula rutinosa (6-
O-a-ramnosil-D-glucopiranosa) en su estructura, es un ejemplo de diglicosido de
quercetina (Shahidi y Nackz, 2004). El presente trabajo se realizd con cascara y pepa del

camu-camu lo que justifica la presencia de flavonol (ver Cuadro 18).
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49 ESTIMACION DEL BENEFICIO AMBIENTAL Y ECONOMICO PARA
LA PRODUCCION DE EXTRACTOS FENOLICOS A PARTIR DE RESIDUOS
SOLIDOS PROVENIENTES DE LA INDUSTRIALIZACION DEL CAMU-
CAMU

En esta seccion se presenta una estimacion del beneficio ambiental y econdmico de las
alternativas de aprovechamiento de residuos considerando que la valorizacién de residuos
es ampliamente reconocida como una solucién de mayor aceptacion dentro de la gestién
integral de residuos porque permite la reduccion de la carga contaminante del material
vertido y proporciona oportunidades para el desarrollo de productos nuevos y naturales
(Amyrgialaki et al., 2014). En ese sentido se comprobd (item 4.1) que los residuos solidos
del camu-camu, provenientes del proceso de industrializacion, consisten principalmente de
cascara y pepa, y como la generacion es alta (42.2%) se justificaria optar por alternativas

de aprovechamiento y/o disposicion.

Es importante resaltar que, en paises como Dinamarca, Alemania, Suecia, Italia, Austria 'y
Francia, los residuos se emplean para la produccion de biogés (mezcla de CH, y CO,) ya
que dichos residuos tienen un potencial energético muy interesante y con unas
caracteristicas de composicion adecuadas para la co-digestion anaerobia, y generados en
cantidades que hacen viable la aplicacion de esta tecnologia para la valorizacion de
residuos (Ros et al., 2012). El hecho es que éste biogas tiene en su composicién metano y
dioxido de carbono que tienen un efecto invernadero y en ese sentido no seria una buena

alternativa por lo que se descarta.

En la agroindustria peruana los residuos generados en la industrializacion del camu-camu
se destinan al relleno sanitario o para alimentacion animal o peor aun son vertidos al aire
libre generando una contaminacién ambiental directa. Por lo que se plantea dar un valor
afiadido a los desechos de frutas ya que se cuenta con un recurso barato y facilmente
disponible por lo que es altamente rentable ademéas de reducir al minimo el impacto
ambiental. Una de las alternativas mas beneficiosas es la recuperacion de constituyentes
bioactivos, especialmente los compuestos fendlicos, los que se pueden usar en la industria
alimentaria, farmacéutica, asi como la industria cosmética. Por lo tanto, la utilizacion de
los residuos de frutas como fuente de compuestos bioactivos tiene beneficios econdémicos
considerables y es cada vez mas atractivo pero ligados a la recuperacion eficiente de dichos

compuestos (Deng et al., 2012; Amyrgialaki et al., 2014).
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En el Cuadro 19 se presentan las alternativas de aprovechamiento y/o disposicion de

residuos sélidos generados en la industrializacién del camu-camu.

Alternativa_a: Destinar los residuos para alimentacion animal, seria mediante un
acopiador, que tiene interés en adquirir los residuos. El acopio es diario y cuando termina
el proceso productivo asi por ejemplo la Granja de Cuyes de Cieneguilla — UNALM
(2017) acopia residuos de brocoli (ver anexo 4) donde el costo es de S/. 224 por tonelada
de residuos. Es necesario indicar que segun la informacion se toma residuos de brocoli
como referencia ya que para residuos de camu-camu, propiamente dicho, no hay
informacién. Entonces mediante esta alternativa la empresa procesadora no incurre en
ningun gasto por lo que no se veria perjudicada, pero pierde la oportunidad de tener mayor
rentabilidad que en la tercera alternativa se expone.

Cuadro 19 Alternativas de aprovechamiento y/o disposicion de residuos sélidos

generados en la industrializacion del camu-camu

Alternativa Caracteristica Costo Precio de Venta
(S/./Ton) (S/./Ton)
a.Alimentacion | Recojo de residuos mediante un 00.00 224.00%
animal acopiador
b.Disposiciénen | Tomar los servicios de una
relleno sanitario | empresa que se encarga del 227.709 00.00

traslado de residuos hacia el
relleno sanitario

c.Extraccion de Obtencion  de  compuestos
compuestos fendlicos con solucion 20 000.00®) 92 200.00%
fenolicos. hidroalcohtlica a partir de
residuos  sélidos de la
industrializacion  del  camu-
camu

(1): Granja cuyes Cieneguilla (2017); (2): ECOGLOBO S.A.C. (2017);
(3): Quintana y Rubio (2012); (4): Vergamini et al., 2015.

Alternativa b: Disposicion de los residuos organicos en el relleno sanitario donde la
empresa agroindustrial procesadora de camu-camu tendria que tomar los servicios de una
empresa que se encarga del traslado de residuos hacia el relleno sanitario, por ejemplo,
la empresa ECOGLOBO S.A.C. (EPS-RS-DIGESA), 2017, cobraria 227.7 soles por
tonelada de residuos (ver anexo 5), el servicio esta articulado en transporte del residuo y
la disposicion final en el relleno de Petramas (Relleno de Huaycoloro). Es necesario

sefialar que los servicios de éste tipo de empresas varian segin el municipio donde se
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encuentren ubicadas y por la cantidad de residuos a trasladar dado que si la cantidad de
residuos es grande se disminuyen los costos operativos de traslado (Yepes et al., 2008).
Mediante ésta alternativa la empresa procesadora incurre en gastos al hacerse
responsable de la gestion de los residuos que genera.

Alternativa c: Si los residuos se destinaran para la obtencion de compuestos fendlicos,
implicaria que el procesador se interese en la recuperacion de estos compuestos y en base
a que el costo de produccion seria de 20 soles / kg; (valor basado en la informacion de
Quintana y Rubio, 2012, quienes reportan que el costo de produccién de pulpa congelada
de camu-camu para mercado japonés es 17.77 soles / kg, ver anexo 6). Considerando,
ademas que los extractos de polifenoles tienen un precio aproximado de €23 / kg
(Vergamini et al., 2015) que es equivalente a 92.2 soles / kg constituyendo una fuente
sustancial de ingresos para el procesador y que segun lo que se detall6 en los items 2.8 y
2.9, estos residuos son una fuente importante para la recuperacion de compuestos
fenolicos, con lo que se daria valor a estos residuos. Esta valorizacion se reforzaria aln
mas con que la cascara y semilla de los residuos de jugo de camu-camu contienen
significativamente mas abundantes fenoles, que otras frutas tropicales (Myoda et al., 2010
citado por Arellano-Acufia et al., 2016). Mostrando una ventaja mas que reforzaria el
objetivo de este trabajo de investigacion. Esto justificaria tomar la tercera alternativa para
valorizar los residuos procedentes de la industrializacion del camu-camu. Es importante
resaltar que los residuos sélidos no tendrian un costo para el procesador ya que seria un sub
producto de la linea principal del proceso y que los residuos y subproductos organicos
serian utilizados en la recuperacion de compuestos fendélicos; es valioso indicar que los
compuestos fendlicos serian obtenidos con soluciones hidroalcohdlicas, amigables con el
medio ambiente (Cujic et al., 2016), y que son de uso permitido en la industria
alimentaria y no causarian efectos perjudiciales a la salud de las personas ni al medio

ambiente (Zuorro et al., 2015).
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V. CONCLUSIONES

Por la industrializacién del camu-camu se generaron 42.2% de residuos soélidos

respecto al peso inicial del fruto.

Las variables que maximizan la extraccion de compuestos fenolicos a partir de
residuos sélidos generados en la industrializacion del camu-camu son: temperatura,

relacién materia prima/solvente.

Las condiciones que maximizan la cantidad de compuestos fendlicos fueron: 55°C
para temperatura y 1/42 para relacion materia prima/solvente conjuntamente con
tiempo de extraccion 30 minutos obteniéndose un valor de 5939.1 mg de acido gélico

equivalente (GEA)/100 g materia seca.

El valor de 59.39mg de &cido géalico equivalente / g, en el perfil cromatdgrafo a 280
nm, reveld un total de 22 picos principales los que estuvieron agrupados en: derivados
del acido elagico, derivados del flavan -3- ol (o derivados del flavanoles) y derivados
de las flavanonas, ademas se identificd el acido elagico tal cual. A 360 nm se

identifico rutina.

El &cido elagico y los derivados de flavan-3-ol representan los principales compuestos

fenolicos en los residuos de camu-camu (80.96%).

De los residuos solidos de la industrializacion del camu-camu adn se pueden recuperar
compuestos fendlicos y que el beneficio de dicha recuperacion seria una oportunidad
de ingresos monetarios adicional para el procesador de frutas lograndose valorizar los

residuos y se plantea una solucion dentro de la gestién integral de residuos.

0o



V1. RECOMENDACIONES

Estudiar la influencia de otras variables que afectan al proceso de extraccion que

repercutirdn en la cuantificacion e identificacién por HPLC de compuestos fendlicos.

Realizar las pruebas a mayor escala y observar como se ve afectado el rendimiento en
la extraccion debido a que no es lo mismo trabajar a nivel de laboratorio. Esto

permitird evaluar los costos operativos, asi como los costos energéticos.

Evaluar las propiedades funcionales de los compuestos fendlicos extraidos probando
su capacidad antioxidante en una aplicacion directa.

Estudiar con residuos solidos provenientes de la industrializacion de otros alimentos

nativos con el fin de valorarlo.
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VIIIl. ANEXOS
ANEXO 1

Cuadro 1: Analisis Granulométrico de residuos solidos (cascara y pepa) deshidratada
y molida del camu-camu

Repeticién 1
Numero Luz Malla|Masa  pdto % Rech % Rechazo|% Cernido
de malla | (mm) retenido () 0 RECNAZ0 | A cumulado | Acumulado
10 2.00 0.31 0.31 0.31 99.69
20 0.85 6.17 6.17 6.48 93.52
30 0.60 16.61 16.61 23.09 76.91
40 0.42 20.11 20.11 43.2 56.80
Plato 56.80 56.8 100 0.00
TOTAL 100.00 100
Repeticion 2
Numero Luz Malla|Masa  pdto % Rech % Rechazo|% Cernido
de malla | (mm) retenido () 0 RECNAZ0 | A cumulado | Acumulado
10 2.00 0.28 0.28 0.28 99.72
20 0.85 6.23 6.23 6.51 93.49
30 0.60 16.53 16.53 23.04 76.96
40 0.42 21.29 21.29 44.33 55.67
Plato 55.67 55.67 100.00 0.00
TOTAL 100.00 100.00

ANEXO 2: Etapa del Screening
Cuadro 2: Resultados de Contenidos de Compuestos Fendlicos totales en la etapa del

Screenin
mg ac. galico
TRAT Ry R Rs /100g m.s.
F1 5238.04 3639.18 3493.41 |4123.55 + 967.93
F, 4532.34 4507.61 4750.92 |4596.96 + 133.91
F3 3428.07 4101.02 3067.40 |3532.17 +£524.61
F4 4839.10 4675.09 4696.80 | 4737.00 £ 89.09
Fs 5736.71 4730.08 5047.70 |5171.50 = 514.60
Fs 6158.77 6679.46 6945.59 |6594.61 + 400.22
Fs 4650.21 4172.02 4743.21 |4521.81 + 306.48
Fs 6598.98 6722.03 6365.02 | 6562.01 + 181.35

F: Factorial (1,2, ......, 16).
R: Repeticién (1,2,3).
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del Screening

Cuadro 3: Analisis de varianza del contenido de Compuestos Fendlicos en la Etapa

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razoén-F|Valor-P
Cuadrados Medio

A:Temperatura |9.91339E6 1 [9,91339E6 45,82 |0.0000
B:Tiempo 481899.00 1 481899.00 2.23 0.1563
C:mp:ste 1.28786E7 1 |1,28786E7 59,52 |0.0000
AB 681913.00 1 [681913.00 3.15 0.0961
AC 1.1949E6 1 |1.1949E6 5.52 0.0329
BC 20002.3 1 [20002.3 0.09 0.7653
blogues 338834.00 2 (169417.00 0.78 0.4748
Error total 3.24555E6 15 (216370.

Total (corr.) |2.87551E7 23

R-cuadrada = 88.7131 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 82.6934 porciento

Error estandar del est. = 465.156
Error absoluto medio = 290.157

Estadistico Durbin-Watson = 2.17793 (P=0.4745)
Autocorrelacion residual de Lag 1 =-0.23344

ANEXO 3: Etapa de optimizacion
Cuadro 4 : Resultados de Contenido de Compuestos Fenolicos totales mediante el
disefio central compuesto rotable

TRAT R R Rs R4 Rs m/‘-ig‘gg ?ﬁ"éco
DCC1 4370.14 4248.9 4384.41 4334.48+74.46
DCC2 4974.36 5363.21 5352.99 5230.19+221.61
DCC3 4829.35 4907.52 4827.91 4854.931£45.55
DCC4 5349.68 5093.78 5290.27 5245.58+133.93
DCC5 4228.12 3901.54 4373.84 4167.83+£241.85
DCC6 5913.47 5922.29 5981.38 5939.05+£36.93
DCC7 4450.23 4469.29 4445.46 4454,99+12.61
DCC8 5149.58 5210.45 5247.88 5204.64+49.61

V 5034.64 5287.91 5103.16 5045.03 4808.17 | 5055.78 +171.76

DCC (1,2,.....,8): Tratamiento disefio central compuesto

V(1,2,.....,5): Tratamiento punto central (5 réplicas).
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Cuadro 5: Andlisis de varianza del contenido de compuestos fendlicos mediante el
disefio central compuesto rotable

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razén-F|Valor-P
Cuadrados Medio

A:Temperatura |1.79574E6 1 |[1.79574E6 37.03 |0.0005

B:MP_STE 317447.00 1 |(317447.00 6.55 0.0376

AA 391.804 1 |391.804 0.01 0.9309

AB 64024.2 1 64024.2 1.32 0.2883

BB 99448.5 1 99448.5 2.05 0.1953

Error total 339502.00 7 148500.3

Total (corr.) 2.61663E6 12

R” = 87.0252 %

R? (ajustada por g.l.) = 77.7575 %

Error estandar del est. = 220.228

Error absoluto medio = 137.321

Estadistico Durbin-Watson = 2.13444 (P=0.4807)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0.0899615

Coeficientes de la regresion para compuestos fendlicos totales

Constante 1931.15
A: Temperatura 61.7471
B: Materia prima/solvente | 52.8502
AA -0.04803
AB -0.50606
BB -0.29891

La ecuacion del modelo ajustado es:

Fenolicos totales = 1931,18 + 61,7457*Temperatura + 52,8496*mp:ste -
0,0480185*Temperatura”2 - 0,50604* Temperatura*mp:ste - 0,298913*mp:ste”2

Respuesta optimizada (objetivo: maximizar fendlicos)
Valor 6ptimo = 5711,67

Factor Bajo Alto Optimo
Temperatura 19,8223 55,1777 |55,1777
mp:ste 11,7157 68,2843 (41,6958
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ANEXO 4
Precio de venta de forrajes para alimentacion animal
Los residuos del procesamiento del brocoli (hojas y tallo):
Precio de venta residuos: 10m°de residuos: 640.00 soles.
p = 286.41 kg/m® (Olascoaga, 2016)
Masa= p x Volumen = 286.41 kg/m® x 10m* = 2864.10 kg

Precio de venta residuos:

S/. 640.00/2864.10kg = S/. 0.224/kg
(G — S/. 0.224

1000kg = 1 Tonelada-----X = S/. 224.00

Entonces el precio de venta de residuos: S/. 224/Ton de residuos de broccoli.

ANEXO 5

Costo de traslado de residuos sélidos organicos al relleno sanitario

ECOGLOBO: %S

EPS - RS - DIGESA
EPS RS — DIGESA — EMPRESA DE RESIDUSO SOLIDOS

Mz A Lte. 10 Otr. Seccidn N2 1,
Parcelacién Semi Rustica — Canto
Grande — San Juan de Lurigancho — Lima.

(LIMA)

UNIVERSIDAD AGRARIA LA MOLINA
RESIDUOS SOLIDOS NO PELIGROSOS ORGANICOS
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Codigo Documenta

Aevision:

Fecha:

EPS~—DIGESA 2017

oo

18/12/2017

2. COSTOS

ECOGLOBO: &%

EPS - RS - DIGESA

CANT

DESCRIPCION DEL SERVICIO

COSTO

1

Servicio de Transporte ( NO PELIGROSOS ,)

v

RN K

Carga de punto de acopio ( lima )

Servicio de Transporte Segin Ley 27314. Con VOLQUETE
Seguro de Responsabilidad Civil con Terceros
Personal con SCTR - Salud y Pensiones.

Incluye Carga y descarga de residuos.
ECOGLOBO SAC - SJL recojo , transporte y disposicion

§/. 750 + IGV X VIAJE
TRANSPORTE

( Aprox a recoger 5TN )
con un volguete de 15 M3

§/.200 +IGV X 2 HORA de
mini cargador
{ minimo 2 horas aldia )

Servicio de Disposicion Final
Costo por derecho de relleno de PETRAMAS (Relleno Huaycoloro), de residuos

§/.115.00+ IGV X 5TN
S/23.00XTN
( disposicién final RESIDUOS )

DOCUMENTOS A ENTREGAR AL CLIENTE

INCLUYE EL CERTIFICADO y todo los
documentos de acuerdo a ley

¥ Certificado de disposicion
¥ Certificado de EPS de transporte DISPONIBILIDAD
¥ Ticket original de disposicion final DE LUNES A DOMINGO
v SCTR del personal Horario : las 24 horas
v Informe técnico del servicio ( con fotos )
¥ Acta de conformidad

COSTO APAGAR S/ 965.00. + 1GV

pag. 3
EPS - DIGESA— TRANSPORTE DE SOLIDOS

Anélisis econémico- Flujo de caja econdémico para la produccion de pulpa congelada
de camu-camu para exportacion al mercado japones.

Detalle 2012 2013 2014 2015 2016
Costo de produccion (USD*) | 45938.73 | 65921.14 | 89929.67 | 110371.8 | 138274.25
Cantidad producida (kg) 8325.18 | 11885.78 | 15919.59 | 20318.12 | 26489.46
Costo de produccion
(USD*/kg) 5.52 5.55 5.65 5.43 5.22
Costo promedio de produccion (USD*/kg) 5.47

Fuente: Quintana y Rubio, 2012. (*):1USD = 3.249 soles.
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