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RESUMEN

En los ultimos afios, la demanda de frutos tropicales ha ido en aumento. El mango
(Mangifera indica L), es la principal variedad de frutas tropicales que se produce en
todo el mundo. Su industrializacion significa la produccién de una gran cantidad de
agroresiduos que son dispuestos al aire libre en vertederos o minimamente
aprovechados en la alimentacién animal, representando un serio problema
ambiental. Mdltiples investigaciones han demostrado que las semillas de mango son
una fuente importante de acidos grasos poliinsaturados, almidon, proteinas,
aminoacidos, antioxidantes y compuestos antimicrobianos, entre otros. Estos
beneficios se ven afectados por la presencia de factores antinutricionales (FANS)
gue generan dafios al organismo cuando son consumidos. En el presente trabajo
se aplicaron tecnologias alternativas (fermentacion en medio solido y fluidos
supercriticos) para el tratamiento de la harina producida con la semilla de mango en
la reduccién de los FANs para facilitar la generacion de un producto con altas
posibilidades de ser empleada como ingrediente o suplemento en la industria de
alimentos, siendo una fuente de nutrientes. La fermentacion en medio solido con A.
niger resulté la tecnologia que presenta una reduccion significativa sobre los FANs
estudiados (taninos, fitatos, oxalatos), hasta casi un 60% en algunos casos, la
combinacion de 30°C por 72 horas fue la condicién que logré dichas disminuciones.
Sin embargo para el contenido de HCN ocurrié el efecto contrario, habiendo un
ascenso. El aumento del contenido proteico (15%) por la fermentaciéon generd un
producto de mayor nivel nutricio. Las concentraciones finales de cada componente
antinutricional en la harina fermentada la hacen parcialmente segura para su uso en
la alimentacion humana, sin embargo es necesario la aplicacion de métodos
complementarios a fin de mejorar la seguridad de consumo, sobre todo en el
contenido de acido cianhidrico. La harina fermentada puede ser usada en productos
como galletas, pasta, pan incluso como suplemento de proteinas en productos que
involucran mezcla de cereales. El uso de fluidos supercriticos (CO2) para la
detoxificacion present6 pocas ventajas de reduccién (30%) con respecto a métodos
tradicionales por lo cual son necesarios mayores estudios con este método.

Palabras  clave: (mango, agro-residuos, aprovechamiento, factores
antinutricionales, fermentacién en medio sélido, fluidos supercriticos)



ABSTRACT

In recent years, demand of tropical fruits has been increased. Mango (Mangifera
indica L.) is the most produced tropical fruit worldwide. Mango industrialization
means production of large amount of agro-wastes that are simply dumped or are
minimally used as animal feed, representing a seriously environmental problem.
Several works have demonstrated that mango seed kernels are good source of
polyunsaturated fatty acids, starch, proteins, amino acids, antioxidants and
antimicrobial compounds, among others. These benefits have been hampered by
the presence of anti-nutritional factors (ANFs) which generate damage to the
organism when are consumed. In this work, alternatives technologies (solid state
fermentation and supercritical fluids) were applied for the treatment of flour produced
using mango seed kernel on reduction of ANFs to generate a product with high
possibilities to be employed as ingredient or supplement in the food industry, being
a source of nutrients. Solid state fermentation with A. niger was the technology which
present a statistically significant decrease (p<0.05) over ANFs studied (tannins,
phytates, oxalates) until 60% in some cases. The combination of 30°C and 72 hours
was the condition that allowed reduction. In contrary, an increase occurred in content
of HCN. Protein content increase (15%) by fermentation, created a product with high
nutritional level. The final concentrations of each antinutritional compounds in the
fermented flour, make it partially safe for the human consumption use. However,
complementary methods to enhanced security consumption are needed, especially
in the hydrocyanic content. Ferment flour can be used in product like biscuit, pasta,
bread even as a protein supplement in mix cereals products. The use of supercritical
fluids (CO2) for the detoxification presented few reductions advantages (30%)
compared with traditional methods. Major research using this method is needed.

Keywords: (mango, agro-wastes, antinutritional factors, solid state fermentation,
supercritical fluids)
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I. INTRODUCCION

La industria alimentaria y agricola producen grandes volimenes de desechos al afio
alrededor del mundo, causando graves dificultades en la eliminacién de residuos, el
problema se acrecenta sobre todo en paises donde gran parte de la economia esta
basada en la agricultura y las practicas agricolas son intensivas. Estos subproductos
por lo general tienen como destino final la incineracién o el vertido a depdsitos de
basura, generando serios problemas ambientales debido a su alta demanda quimica
y bioquimica de oxigeno, a su facil fermentacién y a la presencia de fauna nociva,
es por ello que la industria esta cada vez mas forzada a encontrar un uso alternativo

para su materia residual.

Uno de los agroresiduos que actualmente genera este tipo de incovenientes son los
provenientes de mango (Mangifera indica L.) que involucran la cascara y semilla.
Este fruto tropical es conocido por ser el tercer cultivo producido a nivel mundial y
generador de una gran cantidad de residuos (estos representan el 20-25% del peso
total del fruto) , diversos estudios han demostrado que los agroresiduos son una
fuente rica de enzimas como proteasas, peroxidasas, polifenoloxidasas,
carotenoides, vitaminas C y E e incluso de grasas comestibles, antioxidantes
naturales, almiddn, fibra dietaria, proteinas y aminoacidos esenciales , entre otros.
Sin embargo la presencia de factores antinutricionales reduce su uso como una

fuente alimenticia y de nutrientes, quedando limitada al simple desecho.

Es importante valorar este tipo de agroresiduos obtenidos del procesamiento
industrial para poder promover el desarrollo de nuevos productos a través de las
ventajas que representan sus componentes. Es por ello que el objetivo del presente
trabajo fue la aplicacién de procesos biosustentables que permitan la detoxificacion
de la harina producida con la semilla de mango conservando las ventajas

nutricionales que ésta presenta para ser usada dentro de la dieta humana.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades del mango

El mango es nativo del noroeste de la India, de las laderas del Himalaya.
Hoy en dia se cultiva ampliamente en todos los trépicos y subtrépicos del mundo.
Los espafoles introdujeron este cultivo a sus colonias tropicales del continente
americano, por el trafico entre las Filipinas y la costa oeste de México durante los
siglos XV y XVI. Es considerado el fruto mas antiguo cultivado por el hombre
(Tharanathan et al., 2006; Galan, 2009; CEMANGO, 2010;).

El mango (Mangifera indica L.) es el miembro mas importante de la familia
Anacardiaceae la cual posee 73 géneros, Mangifera es uno de ellos al cual se le
han reconocido alrededor de 69 especies de las cuales solo 15 de ellas producen
frutos comestibles, la especie Indica es la mas comun (Prieto et al., 2005; Galan,
20009).

El mango tipico constituye un arbol de tamafio mediano, de 10-30 m de
altura. El tronco es mas o menos recto, cilindrico, de 75-100 cm de diametro, cuya
corteza de color gris - café tiene grietas longitudinales o surcos reticulados poco
profundos. La copa es densa y ampliamente oval o globular. Los frutos clasificados
como drupas varian en forma: redonda, oval u ovoide-oblongada, asi como en
tamano y color en dependencia de la variedad. Los mangos pueden ser verdosos,
amarillo-verdosos, amarillos, rojos, naranjas o purpuras. El peso va desde unos
pocos gramos hasta kilos (2.3 kg). La cascara, lisa y correosa, rodea a la parte
comestible, de color amarillo palido a naranja oscuro. Los frutos poseen una sola
semilla ovoide, oblonga, alargada, en forma de rifién recubierta por un endocarpo
fibroso y por una membrana papiracea que posee una testa delgada café-oscuro.
Aunque los frutos pueden madurar en los arboles, comercialmente se recolectan
para su embarque cuando todavia estan firmes. La media de la composicion
morfologica de las principales variedades comerciales de mango son de 56.39% de
pulpa, 21.51% cascara y 22.09% de semilla (Crane & Campbell, 1991; Prieto et al.,
2005; COVECA, 2011).



2.2 Importancia econémica

2.2.1 Mundial

Se estima que el mango es el tercer fruto tropical a nivel mundial en cuanto
a su producciéon e importacion (después del platano y la pifia) y el quinto de todos
los frutos que se comercializan alrededor del mundo. De acuerdo con estimaciones
realizadas por la FAO, la produccion mundial de fruta tropical (mango, pifia,
aguacate y papaya) alcanzara 82 millones de toneladas en 2014 representando un
incremento anual del 1.7 % respecto al periodo base <2004>. El 90% de las frutas
tropicales se producen en paises en vias de desarrollo por lo que la produccién de
los mismos es de suma importancia para la generacion de empleos, el aumento a
la renta de los agricultores, a la seguridad alimentaria y a la reduccion de los niveles
de pobreza. Los principales paises productores de mango son India, Tailandia y
México, siendo este Ultimo uno de los mayores exportadores. La FAO estima que la
cosecha de mango rondara los 28.8 millones de toneladas en el ejercicio 2014
representando el 35% de la produccion mundial de frutas tropicales (FAOSTAT,
2011; FAO-Agronaticias, 2012).

Como productor de mango México se encuentra en el quinto lugar (Fig.1)
generando 1.6 millones de toneladas (4.2% a nivel mundial), al mismo tiempo ocupa
el segundo lugar como exportador (269 mil toneladas), abasteciendo mas del 60%
del mercado estadounidense, el principal importador de este fruto (SIAP-DISEMINA,
2012).



Indonesia, 1.3

México, 1.6

India, 16.3

China, 4.4

millones
de toneladas

.
Figura 1. Principales paises productores de mango (SIAP-DISEMINA, 2012)

2.2.2 Nacional

El mango se cultiva en 21 entidades, en un area de 180 mil hectareas en
donde Guerrero, Nayarit, Chiapas, Oaxaca, Sinaloa, Michoacan y Veracruz aportan
en conjunto mas de 1, 384, 000 toneladas (89% de la produccion nacional).
Actualmente, dentro de las 53 especies fruticolas que se cultivan en nuestro pais,
el mango ocupa el tercer lugar en superficie cosechada con el 16.5% del total
nacional (detras de la naranja y el platano) y primer lugar durante los dos ultimos
afos en lo que a productos fruticolas de exportacion se refiere. El Servicio de
Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), reporté una produccion de mango
de 1, 536,654.28 toneladas en 2011. Aproximadamente el 85.8% de la produccion
nacional se destina al consumo interno, mientras que el restante se destina a la
exportacion. La produccion nacional de Mango en 2011 se concentro en los estados
de Guerrero, Nayarit, Chiapas, Oaxaca, Sinaloa, Michoacan, Veracruz, Jalisco,
Colima y Campeche (Fig.2) (SIAP, 2011).
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Figura 2. Principales estados productores de mango en México (SIAP, 2011)

2.3 Industrializacion de mango

El mango es principalmente consumido en estado fresco y una alternativa
de aprovechamiento debido a la produccion es la industrializacion, sin embargo es
muy poca la cantidad de mango que se procesa en Meéxico y se limita a la
elaboracion de jugos, néctares y refrescos, en cantidades menores a mermeladas,
jaleas, cubos congelados, conservas, helados, dulces y polvos de mango las cuales
son consumidas en el mercado externo (SAGARPA-Sistema Producto Mango,
2013; Kittiphoom, 2012).

La Cadena Agroindustrial del Producto Mango en México esta dirigida en
dos terceras partes al sector primario como ventas en fresco y una tercera parte al
sector secundario en la preparacion o envasado de frutas, del cual el 80% se dirige

a la produccion de pulpas, jugos, y néctares (Fig.3 ) (INEGI, 2010).
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Figura 3. Transformacion del mango (Elaboracién propia en base a datos del Sistema Producto Mango)



El puré de mango es el producto mas comun obtenido a partir del fruto,
puede ser usado en la preparacion de gelatinas, bebidas (incluida el néctar) y varios
productos lacteos o de panaderia que contenga al mango como ingrediente. El
mango es excelente para procesamiento como puré debido a su pulpa, buen sabor,
olor y color aunque algunos cultivares son inadecuados para su consumo en fresco
por ser fibrosos o suaves éstos son considerados viables para la industria del jugo
de alta calidad. Actualmente se plantea la posibilidad de utilizar los desechos
industriales para generar otros productos y generar con ello beneficios tanto al
consumidor como al productor e industria (Bea et al., 2005; Hui, 2007).

2.4 Subproductos generados por el procesamiento de mango

En el sector horticola ha habido una creciente demanda en la produccion
agroindustrial para cumplir con la demanda alimentaria mundial. Esta intensidad de
produccion genera grandes cantidades de alimentos vegetales, estimandose
alrededor de 800,000 toneladas/afio de frutos frescos y vegetales. La utilizacion total
de la produccion horticola es un requisito y a la vez una demanda que debe ser
conocida alrededor del mundo para lograr implementar tecnologias que disminuyan
los desechos agroindustriales producidos. En muchos casos el fruto no es
consumido directamente, debido a que pasa por un procesamiento en donde se
separa el producto de interés de las otras partes que lo constituyen, por lo que estas
ultimas son consideradas subproductos, ejemplo de este tipo de alimentos son la
pifia, papaya, taro y mango que son apreciados por su pulpa lo cual involucra una
separacion y remocion de la cascara y semillas. En el caso del mango dependiendo
de la variedad, el hueso (endocarpo) representa el 20 a 60% del peso total del fruto,
la almendra o semilla comprende entre 45 a 75% del peso de todo el endocarpo y
la cascara representa el 7 a 24% del peso completo del fruto (Ayala-Zavala et al.,
2011; Heuzé et al., 2013).

En nuestro pais los subproductos agricolas (cascara, hueso, bagazo, frutas
y vegetales dafiados o con problemas de madurez y calidad) representan un
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problema ambiental por su alta demanda quimica y bioquimica de oxigeno (53.28
g/L y 40.71 g/L, respectivamente) y al no contar con politicas adecuadas para su
manejo son arrojadas a los depdsitos de basura. Dichos subproductos son
generados en grandes volumenes y sb6lo una minima parte es reutilizada en la
produccion de alimento animal de bajo valor agregado. En cada una de las etapas
de la cadena productiva del mango se pueden generar mermas de esta fruta que se
convertiran en desechos debido a las diversas problematicas, por ejemplo; durante
la produccién existe la saturacion del mercado por sobreproduccion, problemas
fitosanitarios y de calidad (Sumaya et al. 2012).

Un importante volumen de desechos se generan en las plantas
procesadoras (deshidratadoras y despulpadoras) de mango; por ejemplo
MexiFrutas S.A de C.V ubicada en Tepic, Nayarit procesa alrededor de 30, 000
toneladas de mango en un periodo de 4 meses durante el afio, lo cual la hace la
empresa despulpadora de mango mas grande del estado. El procesamiento de esta
empresa deja aproximadamente 60% de este fruto en forma de subproductos
(semillas, cascaras y pulpa adherida a éstos) el cual es subutilizado como fertilizante
y alimento para animales. La disposicion de los subproductos de mango es un
problema creciente debido al aumento de la produccién de este alimento (alrededor
de 75,000 millones de toneladas a nivel mundial), desde la perspectiva ambiental
es vital la reutilizacion de este tipo de biodesechos producidos por la agroindustria
(Dorta et al., 2012; Sumaya et al., 2012).

2.4.1 Composicion y propiedades de los subproductos de mango

Si bien la industria los considera como “desechos”, los subproductos
obtenidos del mango representan una fuente importante de compuestos de interés
alimentario y bioactivos; pectina de alta calidad, ciertos polifenoles y manguiferina
se encuentran presentes en la céscara, acidos grasos poliinsaturados, almidén,
compuestos de naturaleza fendlica con actividad antioxidante y antiinflamatoria en
la semilla. Se ha reportado una importante actividad antimicrobiana en extractos de

semilla de mango debido a la naturaleza de los compuestos polifendlicos que
8



contienen, incluso se ha sefialado que las cascaras de diferentes variedades de
mango contienen fibra dietaria con un excelente equilibrio entre fibra soluble e
insoluble por lo que puede ser un ingrediente en alimentos funcionales con actividad
hipoglucemiante, hipocolesterolemica e hipotrigliceridemica (Ajila et al. 2007; 2013;
Sumaya et al.,2012)

Omotubga et al. (2012) reportaron los andlisis proximales realizados a
semilla y cascara de mango (Cuadro 1) destacando el contenido de fibra presente
en los subproductos. Por otro lado Garcia (2003) reportd que las cascaras de mango
criollo presentaron en promedio 4.8% de proteina cruda, 29% de fibra dietética
soluble y 27% de fibra dietética insoluble, dicho balance entre los dos tipos de fibra

son similar al de la avena.

Cuadro 1. Andlisis proximal a semilla y cascara de mango (Omotubga et al., 2012)

Parametros proximales Cascara (%) Semilla (%)
Humedad 9.96 9.89
Cenizas 3.88 2.58
Lipidos 4.80 11.55
Proteina 4.32 6.02
Fibra cruda 16.50 10.60
Carbohidratos 57.92 59.34

De igual manera se ha reportado una importante concentracion de
polifenoles y compuestos antioxidantes en la cascara de mango (flavonoles O- y
xantonas C-glicésidos, galotaninos y derivados de benzofenona), asi también es
una buena fuente de compuestos bioactivos y enzimas como proteasas,
peroxidasas, polifenoloxidasas, carotenoides, vitamina C y E, fibra dietaria; en lo
gue respecta a muestras secas de semilla de mango se ha reportado un contenido
entre 20.80-28.20% de carbohidratos y enzimas (Berardini et al., 2005; Ajila et al.,
2008).



En la semilla de mango se encuentran altas cantidades de potasio,
magnesio, fosforo, calcio y sodio (158, 22.34, 20, 10.21, 2.70 mg/100g
respectivamente), siendo un buen aporte a la salud del consumidor puesto que el
potasio se ve involucrado en la sintesis de aminoacidos y proteinas mientras que el
calcio y magnesio juegan un rol significativo durante el metabolismo de
carbohidratos y acidos nucleicos. Compuestos fendlicos, taninos y flavonoides en
dicho subproducto son los posibles responsables de las propiedades
antimicrobianas que presenta y estaran en funcion del tipo de cultivar y estado de
madurez que presente el fruto. Por otro lado las caracteristicas del almidon presente
en la semilla lo hacen una fuente alternativa para su obtencion e inclusion en
productos alimentarios, al mismo tiempo los lipidos contenidos son un buen sustituto
de la manteca de cacao usado en los productos de confieteria (Ayala-Zavala et al.,
2010; Kittiphoom, 2012; Hassan et al., 2013).

Actualmente en la industria de transformados de frutas y vegetales los
principales destinos de los residuos organicos generados en sus procesos son la
alimentacion animal o el desecho en vertederos, sin embargo, estos subproductos
contienen sustancias como azucares, acidos organicos, colorantes, proteinas,
aceites y vitaminas que pueden ser de interés en la industria alimentaria,
farmacéutica, quimica o cosmeética. Durante las ultimas décadas han aumentado las
investigaciones que permiten el aprovechamiento e industrializacion de estos
recursos; un claro ejemplo el uso de la cascara de mango para la extracciéon de
pectinas y enzimas asi como la recuperacion de fibra dietaria (FD) tomando la
ventaja sobre sus caracteristicas y propiedades fisicoquimicas para mejorar
viscosidad, textura, atributos sensoriales entre otros, sin embargo la adicion de este
tipo de fibra a los alimentos debe ser cuidadosa para evitar cambios indeseables en
las caracteristicas organolépticas. La literatura cientifica tiene suficientes reportes
acerca de la adicion de fibra dietaria en productos como bebidas, confiteria,
productos lacteos, carnes, pastas, sopas, mas comun es la adicién a productos de
panaderia para prolongar frescura gracias a su capacidad de retencion de agua.

Bajo esta perspectiva los subproductos provenientes de frutos exoticos pueden ser
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tomados seriamente como fuentes importantes para la obtencién de fibra dietaria y
emplearla en la industria de alimentos y tener aplicaciones innovadoras en los
productos (Ajila et al., 2010; Elleuch et al., 2011).

Los beneficios previamente citados que conllevan los subproductos de
mango se ven disminuidos o bien son poco aprovechados debido a la presencia de
compuestos que generan dafio a la salud del consumidor y que en muchas
ocasiones representan un serio inconveniente para su uso en el area de alimentos.
Diversos estudios han demostrado que subproductos agroalimentarios como la
semilla de aguacate, pulpa de café, semillas de papaya y la semilla de mango son
fuentes potenciales de proteina y energia asi como de compuestos funcionales para
consumo humano o alimentacion animal, sin embargo muchos de estos
agroresiduos contienen cantidades importantes de anti nutrientes y componentes
toxicos como saponinas, lectinas, taninos, glucésidos cianogénicos, inhibidores de
tripsina, acido fitico (Ravindran & Sivakanesan, 1996; Zein et al., 2005; Fowomola,
2010; Dakare et al., 2012).

Arobga (1997) reportdé que no hay efectos toxicos adversos en la semilla
de mango y que su uso como ingrediente alimentario tanto para humanos como
para animales es seguro, sin embargo Dakare et al. (2012) identificaron en la semilla
de mango cruda algunos componentes antinutricionales como taninos (0.409 %MS),
oxalatos (1192.5 %MS), inhibidores de tripsina (27.5%MS), entre otros. Diarra
(2014) identifica en mayor medida la presencia de taninos y glucosidos cianogénicos
e indica que los oxalatos, saponinas, alcaloides se encuentran en cantidades traza.
Estos factores pueden causar efectos adversos en la salud humana o animal, sin
embargo pueden ser reducidos o eliminados ya sea por medio de remojo y
temperatura, perdiendo con ello algunas propiedades fisicoquimicas y nutricionales
aunque aumentando a su vez la digestibilidad de otras. Por todo lo anterior es
importante su eliminacién o reducciéon con el fin de poder aprovechar el potencial
nutricional y nutracéutico de la semilla de mango. Estudios previos han demostrado

gue el uso de métodos como adicién de hidréxido de calcio, calentamiento, remojo

11



y filtrado asi como la aplicacién de fermentacién y tratamientos térmicos como la
extrusion reducen significativamente los contenidos de dicho factores no nutritivos,
sin embargo es de importancia considerar los tiempos de duracién y temperatura
aplicados para no perder los nutrientes de interés (Batista et al., 2010, Dakare et al.,
2012, Ekundayo et al., 2013).

2.5 Factores antinutricionales

El término antinutriente se utiliza para calificar a aquellos compuestos que
afectan el valor nutricional de algunos alimentos, especialmente semillas, pues
dificultan o inhiben la asimilaciébn de nutrientes que provienen de alimentos
generalmente de origen vegetal (proteinas y minerales); su presencia no implica en
general un problema de toxicidad aguda sin embargo dado que interfieren en la
utilizacion y funcion de nutrientes esenciales, pueden ser consideradas como
sustancias toxicas naturales. Desde el punto de vista bioquimico estos factores son
de naturaleza variada y pueden causar efectos fisiolégicos poco deseables como
flatulencia, distension estomacal, afectaciones pancreaticas, aglutinacion de
glébulos rojos, disminucion en la asimilacion de nutrientes, etc. Los factores
antinutricionales (FAN) son sustancias naturales no fibrosas, generadas por el
metabolismo secundario de las plantas como mecanismo de defensa a condiciones
de crecimiento adversas o contra el ataque de herbivoros, mohos, bacterias,
insectos y aves (Duffus & Slaugther, 1985; Abreu, 1995; D’Mello, 2005).

Asi pues la denominacion de “antinutricional” , dada a estos compuestos,
es adoptada a partir del enfoque que los ve como recursos alimenticios para
animales y humanos y no de las funciones que cumplen en los tejidos de los
vegetales que los contienen, muchos de estos compuestos pueden ser etiquetados
como antinutrientes en la dieta humana debido a su presencia en los alimentos
frescos y procesados. El estudio de los FAN es complicado por la presencia de mas
de un compuesto téxico en una sola fuente de alimento. Los niveles de estas
sustancias varian con la parte de la planta o semilla, la especie, el cultivo, la

variedad, las condiciones de crecimiento, las estaciones del afo, el tratamiento
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postcosecha (secado o lavado) y la germinacién. Los FANs incluyen aquellos
compuestos quimicos generados por las plantas que, inhiben la digestion al afectar
la actividad catalitica de algunas enzimas, producen efectos toxicos y pueden limitar
la absorcion de los alimentos. Esta accidn antinutritiva puede tener lugar a nivel del
tracto gastrointestinal, en los tejidos y en algunos casos incluso fuera del organismo,
en el mismo alimento (Paterson, 1993; Liener, 1997; Delgado, 1998; Midjavila, 1998;
De Dios-Elizalde et al., 2009)

Por su elevada diversidad no todos se encuentran bien estudiados, aunque
existen algunos grupos como polifenoles, glucésidos cianogénicos, alcaloides,
saponinas, fitohemaglutininas, triterpenos, aminoacidos téxicos y el acido oxalico
gue son los mas conocidos, los factores antinutricionales constituyen un grupo muy
variado de compuestos de compleja clasificacion, pues en su estructura pueden
encontrarse funciones fendlicas, proteinas, anillos heterociclicos de naturaleza
variada y glicésidos, donde la gran heterogeneidad de funciones quimicas dificulta

la unificacién de grupos (Cuadro 2) (Delgado, 1998; Garcia, 2004).

Cuadro 2. FANs clasificados teniendo en cuenta el tipo de metabolito con que interactian
(Delgado, 1998)

Factor Metabolito
Factores que afectan la digestion o la utilizacion de Inhibidores de proteasa
las proteinas Lectinas
Saponinas
Taninos
Factores que afectan la digestion o la utilizacién de Inhibidores de amilasa
los carbohidratos Taninos

Factores de flatulencia

Factores que afectan el aprovechamiento de los Acido fitico
minerales Acido oxalico
Glucosinatos

Gosipol
Factores que inactivan las vitaminas o causan el Antivitaminas

incremento de sus requerimientos
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Aunque su presencia en la mayoria de los casos no constituye un riesgo inmediato
para la salud, no deben ser ignorados, especialmente en dietas desequilibradas,
basadas fundamentalmente en un Unico alimento, como ocurre en los paises
subdesarrollados, o en casos de individuos malnutridos o con deficiencias (Febles,
1998)

2.5.1 Principales FANs estudiados

a) Taninos

Son compuestos polifenélicos de un amplio peso molecular (500-3000 D)
gue contienen suficientes grupos hidroxifendlicos que permiten la formacién de
enlaces estables con las proteinas, estos compuestos suelen dejar una sensacion
astrigente seca en la boca. Se dividen en hidrolizables y condensados. Los primeros
contienen un nucleo central formado por glucosa y un grupo hidroxil, el cual esta
parcialmente o totalmente esterificado con acido gélico o elagitaninos, los taninos
condensados son mas complejos que los hidrolizados, su estructura completa adn
no esta determinada, son los productos polimerizados de flavan-3-oles y flavan-3-
4-dioles o la mezcla de los dos. Los taninos forman complejos con el almidon,
enzimas digestivas (tripsinas y amilasas) y hierro causando una reduccion en los
valores nutricionales de los alimentos e incluso pueden causar reacciones de
pardeamiento a través de la accion de polifenoloxidasas afectando la aceptabilidad
del producto. La capacidad de ligar proteinas por los taninos se ha considerado
como un elemento importante para predecir sus efectos en sistemas biolégicos
(Deshpande et al.,1986; Smithard, 2002).

La mayoria de los reportes que contemplan a los taninos por su efecto
antinutricional son realizados sobre el acido tanico u otro tanino hidrolizable, sin
embargo estos Ultimos estan presentes en cantidades traza en los alimentos de
consumo habitual, por lo que los taninos condensados son mas relacionados a los
efectos no deseables, éstos se encuentran dispersos en frutos, vegetales y en
ciertos granos. Las variedades pigmentadas de cereales y leguminosas contienen

del 2 al 4% de taninos condensados. Los seres humanos consumen alimentos que
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contienen cantidades considerables de dichos compuestos (sidra, té, cacao, vino
tinto) conteniendo en ocasiones 1 g/L de taninos. La ingesta de estos compuestos
puede ser de hasta 400 mg/ dia en la dieta humana. Los taninos han estado
implicados en carcinogénesis, diversos estudios sugieren la posible correlacion
entre un consumo inusual de materiales vegetales ricos en taninos condensados
(particularmente con sorgo de concentraciones elevadas de taninos y bebidas
alcohdlicas preparadas a partir de ellos, té, vino tinto) con una frecuencia inusual de
cancer de boca y eso6fago. El mayor efecto en la dieta es debido a su interaccion
con proteinas de la dieta (Deshpande et al. 1986; Chung et al. 1998).

b) Oxalatos

La sal formada del &cido oxalico es conocida como oxalato, por ejemplo el oxalato
de calcio, el cual se encuentra distribuido ampliamente en las plantas. Los oxalatos
estan conformados por dos moléculas de cabono y cuatro de oxigeno con una carga
de -2, que lo hace atractivo a moléculas con cargas +2, especialmente calcio y
magnesio. Forman enlaces fuertes entre el &cido oxalico y diversos minerales como
el calcio, magnesio, sodio y potasio, esta combinacion quimica da como resultado
la formacion de sales de oxalato. Algunas sales como la de sodio y potasio son
solubles mientras que las de calcio son insolubles. El oxalato de calcio insoluble
tiene la tendencia a precipitar o solidificar en los riflones o en el tracto urinario,
formado cristales de oxalato de calcio cuando los niveles son altos. Estos cristales
juegan un rol en la formacioén de calculos renales en el tracto urinario cuando son
excretados en la orina. El oxalato como antinutriente bajo condiciones normales esta
separado por diferentes compartimentos, sin embargo cuando es procesado o
digerido entra en contacto con los nutrientes del tracto gastrointestinal, cuando el
acido oxalico es liberado se une a otros nutrientes (minerales) dejandolos
inaccesibles al cuerpo. Incluso pueden causar debilidad muscular y paralisis al igual
gue irritacion en el tracto gastrointestinal (Holmes, 2002; Soetan & Oyewole, 2009;
Fekadu & Ratta, 2014).
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La ingestion de 4-5 g de oxalatos es considerada la dosis minima capaz de
causar la muerte a un adulto, diversos estudios han indicado que 10-15 g es la

cantidad usual para causar decesos (Noonan & Savage, 1999).

c) Acido cianhidrico

La formacion de acido cianhidrico (HCN por sus siglas en inglés) se debe
a la presencia de glucosidos cianogénicos, por lo que es importante hacer mencién
de ellos. Los glucdsidos cianogénicos pueden ser definidos quimicamente como
glucésidos a-hidroxinitrilos pertenecientes a los metabolitos secundarios de las
plantas; son derivados de aminoacidos constituyentes de los vegetales. Todos los
glucosidos conocidos tienen enlace [, generalmente con D-glucosa. Existen
alrededor de 2650 especies de plantas que producen glucésidos cianogénicos y
usualmente la enzima hidrolitica, las cuales se encuentran juntas solo cuando algun
depredador genera ruptura celular, por lo que se genera un rompimiento hacia un
azucar y una cianihidrina que rapidamente se descompone a acido cianhidrico
(HCN) y un aldehido o cetona. EI HCN se libera a partir de la interaccion entre un
glucosido cianogénico (no tdxico) y una enzima hidrolitica (B-glucosidasa), en un
proceso conocido como cianogénesis. Los glucésidos, cianihidrinas y &cido
cianhidrico son conocidos como ciandgenos. Existen aproximadamente 25
glucésidos cianogénicos conocidos y encontrados en las partes consumibles de
plantas tales como: amigdalina (almendras), durrina (sorgo), linamarina (yuca,
habas), prunasina (hueso o semilla de la fruta), la toxicidad de los cianégenos de
las plantas depende del potencial de concentracion de acido cianhidrico formado
una vez liberado tras su consumo, si el ciandgeno de la planta es eliminado
inadecuadamente durante el procesamiento o preparacion del alimento, puede
guedar como remanente y seguir activo. La dosis letal para un adulto depende el
peso corporal y estado nutricional llevandose entre 30-210 mg de HCN/Kg
(Francisco & Pimenta, 2000; Food Estandar Australia New Zealand, 2004).

Este compuesto formado es considerado como factor antinutricional debido

a su toxicidad, el HCN tiene la habilidad de ligarse a metales como Fe**, Mn** y
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Cu** que son grupos funcionales para diversas enzimas inhibiendo procesos como
la reduccion de oxigeno en la cadena respiratoria, en la actividad de la catalasa,
oxidasa. Se produce un incremento en la glucosa sanguinea y los niveles de acido
lactico, ademas de un decremento en la proporcion de ATP/ADP indicando un
cambio del metabolismo aerobico a anaerdbico y puede llegar a inhibir la glucélisis
(Francisco & Pimenta, 2000).

d) Acido fitico

El acido fitico, mioninositol hexakisfosfato (IP6) y sus sales derivadas constituyen la
mayor reserva de fosforo y mioninositol de las semillas de cereales y leguminosas.
Los fitatos son las sales del acido fitico, se encuentra en las plantas, animales y
suelo. Se acumulan en la semilla durante su crecimiento y maduracién son
considerados la principal forma de almacenamiento del fosfato y el inositol en las
semillas y granos. Los fitatos estan cargados negativamente por lo que su presencia
en la dieta representa un impacto en la disponibilidad de minerales idnicos
(divalentes y trivalentes) como Zn?*, Fe 2*3*, Ca?*, Mg?*, Mn?* y Cu?* disminuyendo
ademds su absorcion intestinal. Asi también estos compuestos interaccionan con
residuos béasicos de proteinas formando complejos, como proteinas-fitato y
proteinas-fitato-mineral, por lo que se paralizan muchas reacciones enzimaticas a
nivel digestivo. En regiones del mundo donde las proteinas provenientes de
cereales son el mayor factor dentro de la dieta, la asociacién de fitatos se vuelve
una prioridad (Wyatt & Triana, 1994; Zhou & Erdman, 1995; Martinez et al. 2002).

Por las caracterisiticas previamente descritas es de suma importancia el
uso de procesos que permitan la remocion parcial o total de dichos compuestos no
nutricionales para poder hacer uso de las ventajas que presenta este sub-producto
agroindustrial y generar con ello nuevas fuentes alimentarias para el consumo
humano sin que represente riesgo para la salud. Los métodos tradicionales (remojo,
coccion, filtrado, tostado) generan reducciones significativas sobre dichos
metabolitos, sin embargo se generan importantes pérdidas de nutrientes. Cabe

sefialar que el uso de tecnologias alternativas que ayuden al tratamiento de los
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factores antinutricionales y que permitan el aprovechamiento de otro tipo de
componentes propios del material de estudio es parte de la propuesta que plantea
ésta investigacion, al aplicarse la fermentacion en medio solido y fluidos

supercriticos como medios de detoxificacion sobre la semilla de mango.
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Figura 4. Estructura quimica de los factores antinutricionales estudiados; a) acido fitico, b)
oxalato, c¢) glucosido cianogénico con sustitucion aromatica, d) flavona (tanino
condensado), e) acido galico (taninos hidrolizables) (King et al., 1998; Noona & Savage,
1999; Vetter, 2000; Schlemmer et al., 2009).
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2.6 Fermentacion en estado sélido (FES)

La fermentacion en estado solido es caracterizada por el crecimiento de
microorganismos sobre un material no soluble que actia como un soporte fisico y
fuente de nutrientes, el cual tiene un bajo contenido de humedad (limite inferior
~12%) y ocurre en estado no aséptico y natural, en ausencia de agua libre. Las
fermentaciones con estas caracteristicas son aquellas en las cuales el sustrato no
esta disuelto ni en suspension en un gran volumen de agua (Nigam & Singh, 1994;
Pandey et al., 1999).

La FES produce una alta concentracién de producto con relativamente bajo
requerimiento energético al emplearse fermentadores pequefios y microorganismos
poco exigentes; por lo que este proceso ha sido explotado para la produccion de
alimentos, alimentos para animales, combustibles, enzimas, degradacion de
colorantes, acidos orgénicos y antibidticos, entre otros. La FES puede ser llevada
a cabo sobre una variedad de residuos agricolas (Cuadro 3), tales como paja de
trigo, cascarilla de arroz, tusa de maiz, bagazo de cafia de azlcar, residuos de
platano, harina de yuca, cascarilla de trigo, paja de arroz (Mudgett et al., 1992;
Pandey et al., 1999a; Robinson et al., 2002).

Cuadro 3. Sustratos usados en la fermentacion en estado solido (Robinson et al., 2002)

Producto Microorganismo Sustrato
Cefalosporina Streptomyces clavuligerusr Cebada
Penicilina Penicillum chrysogenum Bagazo
Acido giberélico Gibberlla fujikuroi Granos de trigo
Tetraciclinas Aspergillus Papa dulce

Al hacer una comparativa entre procesos fermentativos (liquida sumergida
contra medio solido), se pueden citar las ventajas que presenta la sélida; se logran
obtener mejores rendimientos del compuesto de interés, se emplean medios de
cultivo simples (subproductos agricolas), la baja actividad de agua logra evitar
contaminaciones de bacterias y levaduras, el proceso de recuperacion es simple,
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es posible utilizar los productos integralmente como alimento animal, productos para
el control biologico, etc., es considerado como tecnologia verde debido a los
volumenes de efluentes pequefios por lo que no generan contaminacion, ya que se
requiere poco volumen de disolventes para la extraccion debido a la alta

concentracion del compuesto de interés (Sajo et al. 2011).

Sin embargo a pesar de las grandes ventajas que se presentan en medio
sélido también se han reportado ciertas desventajas; la aplicacion se limita a
microorganismos que crecen en bajos contenidos de humedad, la extraccion del
calor metabdlico representa un problema, sobre todo a gran escala y no hay control
del proceso, debido a la naturaleza sélida del sustrato es dificil medir pH,
temperatura, contenido de humedad y la concentracion de sustrato y productos, el
tiempo de fermentacibn es mayor debido a que generalmente se utilizan
microorganismos que presentan bajas velocidades especificas de crecimiento
(Cannel & Moo-Young, 1980; Raimbault, 1998).

2.6.1 Criterios y especificaciones de la fermentacion en medio solido

a) Seleccion del microorganismo

No todos los microorganismos se encuentran capacitados para
desarrollarse sobre un sustrato sélido. Las principales limitaciones son
consecuencia de los requerimientos de actividad de agua de los diversos tipos de
microorganismos y de su capacidad de anclaje y/o a la penetracion en matrices mas
0 menos porosas. En efecto de modo general las elevadas exigencias en cuanto a
actividad de agua de las bacterias hace que practicamente solo puedan crecer en
una fase liquida. Las levaduras por el contrario, menos estrictas pueden ser
utilizadas en fermentacion en estado solido. Algunos ejemplos de uso para cada
categoria de microorganismo con respecto a la fermentacién en estado sélido estan
listados en el cuadro 4, las bacterias se utilizan en la composta, ensilaje y algunos
procesos alimentarios, mientras que las levaduras son empleadas para la

produccion de alcohol o de alimento animal (Pastrana, 1996).
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Desde el punto de visto de la FES, los hongos filamentosos son los mas
importantes debido a sus propiedades fisiolégicas, enzimaticas y bioquimicas.
Presentan la facultad para utilizar mezclas de varios polisacaridos, poseen sistemas
enzimaticos completos que les permiten utilizar indistintamente varias fuentes de
carbono, tienen la capacidad de adherencia y penetracion en las particulas del

sustrato. Es claro que la estructura micelar de los hongos filamentosos les confiere

en este sentido ventaja frente a otros microorganismos (Raimbult, 1998; Sajo et al.

2011).

Cuadro 4. Principales grupos de microorganismos involucrados en la fermentacion en
estado sélido (Sajo et al. 2011)

Microflora

Proceso FES

Bacteria

Clostridium sp.

Lactobacillus sp.

Streptoccus sp.

Pseudomonas sp.

Serratia sp.

Bacillus sp.

Hongos

Alternaria sp.

Penicillium notatum, roquefortii
Pleorutus oestreatus, sajor-caju
Aspergillus niger

Trichoderma sp.

Levaduras

Endomicopsis burtonii
Schwanniomyces castelli

Saccharomyces cerevisiae

Ensilaje, alimentos
Ensilaje, alimentos
Compostaje
Compostaje
Compostaje

Compostaje, amilasa

Compostaje
Penicilina, queso
Champifiones
Alimento animal, proteinas, acido citrico

Control biologico de compostaje, bioinsecticida

Arroz, casava
Etanol, amilasa

Alimentos, etanol
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En este sentido, el hongo mas empleado dentro de la fermentacion en medio sélido
es Aspergillus niger, el cual tiene un amplio uso dentro de la biotecnologia, ha sido
utilizado por décadas para la producciéon de productos extracelulares (enzimas),
acido citrico, etc. Es considerado un microorganismo GRAS por la Food and Drug
Administration, juega un papel importante en la biotransformacion y el tratamiento
de agroresiduos. A. niger se ha convertido en una fuente de diversas enzimas que
son un auxiliar sobre el procesamiento de frutos, productos horneados y en la
industria de almidén. Este microorganismo es un hongo filamentoso que crece
aerdbicamente sobre materia organica. En la naturaleza es encontrado en el suelo,
hojarasca, composta 0 en materiales vegetales en descomposicion. Es capaz de
crecer en un amplio rango de temperatura (6-47°C) con una temperatura Optima de
30-37°C. La actividad de agua es alrededor de 0.88, con un pH de crecimiento de
1.4-9.8 (Schuster et al. 2002).

b) Caracteristicas del sustrato

En la mayor parte de las fermentaciones en estado sdlido el soporte y el sustrato
coinciden. Por ello es frecuente que la formulacién de los medios de cultivo se base
en materiales tales como granos de cereales (0 alguna parte de ellos), semillas
oleaginosas y residuos agricolas o forestales. Con todo y dependiendo del producto
de fermentacion que se desee obtener, los sustratos deben ser insolubles en agua
o en la solucién de humectacion para garantizar las condiciones del cultivo durante
la fermentacion, presentar un elevado contenido de carbohidratos y/o proteinas
puesto que es la fuente de nutrientes del microorganismo, asi como una adecuada
estructura granular que posibilite la adhesién y penetracion del mismo o en caso
contrario facilidad de rotura para conseguir granulometrias adecuadas (Pastrana,
1996).

2.6.2 Variables que condicionan los cultivos en estado soélido

Al igual que en los cultivos sumergidos, una adecuada seleccién y control de las
variables que influencian el proceso, condiciona el éxito de la fermentacion en

estado solido:
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1. Contenido de humedad del sustrato: El nivel adecuado es funcion de la
naturaleza del sustrato, el tipo de producto final y los requerimientos del
microorganismo. Se encuentra relacionado con la actividad de agua (Aw), los
hongos filamentosos son los mas adecuados en funcion de sus bajos
requerimientos de Aw para desarrollarse sobre sistemas en estado sélido.
Asi un alto contenido de humedad del sustrato provoca en numerosas
situaciones descensos de la porosidad y por consiguiente de la difusion del
oxigeno, aumenta el riesgo de contaminacién bacteriana, efectos que deben

ser prevenidos en una FES (Viniegra et al. 2003; Pastrana, 1996).

2. Temperatura: Es frecuente que como consecuencia de la actividad
metabodlica de los microorganismos, se produzca una elevacion de la
temperatura en los fermentadores, especialmente en las zonas internas del
sustrato. Este incremento térmico afecta directamente al crecimiento,
germinacion de las esporas o a la formacién del producto. Por ellos es
conveniente dotar a los fermentadores de mecanismos que permitan disipar
el calor, siendo los mas frecuentes la circulacion de aire en el interior del
reactor, inmersion en bafios de agua o su instalacion en habitaciones de
temperatura controlada. La temperatura ademas interacciona con otras
variables como la actividad de agua, cuyos rangos Optimos para el
crecimiento y la producciéon de metabolitos se ven modificados con las
variaciones de la temperatura. Con el aumento de la temperatura se
favorecen tres inconvenientes: la actividad microbiana se detiene o
desacelera, se deshidrata el medio sélido y el metabolismo se desvia como
un mecanismo de defensa ante el calor o ante la deshidratacién (Pastrana,
1996).

3. pH: Aunque al igual que los cultivos sumergidos el pH es uno de los factores
criticos en un proceso de fermentacion, en estado sélido su control se
dificulta mucho, se puede ver afectado por la secrecién de acidos o algunos

otros metabolitos durante el proceso. Sin embargo los sistemas FES pueden
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poseer una relativa estabilidad frente al pH. Ello es debido a la elevada
capacidad tampon de los sustratos usuales, por lo que mediante el ajuste
inicial del pH del sustrato es posible eliminar la necesidad de su control
(Viniegra et al. 2003; Pastrana, 1996).

2.6.3 Aplicaciones de la fermentacién en estado solido

La FES ofrece varias aplicaciones econdmicas de potencial significativo mejorando
los requerimientos con una tecnologia de bajo costo, diversos autores han realizado
investigaciones que revelan las diferentes aplicaciones de la fermentacion en estado
sélido, la cual se asocia con la produccién de alimentos fermentados tradicionales
como “koji” o “ragi”. Por otro lado también ha sido usado para la produccion de
compuestos de valor agregado como enzimas, acidos organicos, biopesticidas,
biodiesel, colorantes y saborizantes, los cuales son de utilidad en las industrias
alimenticia, quimica y farmaceéutica (Cuadro 5). En los ultimos afios la FES ha tenido
nuevas aplicaciones en la biorremediacion y biodegradacién de compuestos o en la
detoxificacion de residuos agroindustriales, la utilizacion de los residuos
agroindustriales como sustratos en dicho proceso proporciona una alternativa de
utilizacion a lo que parecia no tener alguna (Mitchell, 1992; Rodriguez & Sanroman,
2006; Sajo et al. 2011).

Cuadro 5. Aplicaciones de FES en diversos sectores econémicos (Pérez et al. 2003).

Sector econémico Aplicacion Ejemplos

Produccion de enzimas Amilasas, amiloglucosidasas,
celulasas, proteasas,
pectinasas, xylanasas,
glucoamilasas
Productos bioactivos Micotoxinas, giberelinas,

alcaloides, antibidticos,

Fermentacion industrial

hormonas
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Acido orgénicos Acido citrico, acido fumérico,

acido lactico
Compuestos diversos Pigmentos, biosurfactantes,
vitaminas
Biotransformacion de Alimentos tradicionales
'% residuos de cultivo fermentados (Koji, sake, ragi),
% enriquecimiento de proteinas,
% produccion de hongos
? comestibles
-g Aditivos alimentarios Compuestos aromaticos,
é colorantes, acidos organicos y
- lipidos
Biorremediacion y Pesticidas, biofenil policlorados
% biodegradacion de (PCBs)
E compuestos peligrosos
‘_;5 Detoxificacion biolégica Pulpa de café, cascara de
g de residuos casava, cascara de cafe.
@)

agroindustriales

2.7 Fluidos supercriticos (FSC)

Se denomina fluido supercritico a cualquier sustancia que es sometida a
condiciones de presion y temperatura superiores a su punto critico. Sin embargo
desde el punto de vista de extraccion con fluidos supercriticos (EFS) una definicién
mas especifica es la de un gas pesado con poder de solvencia dependiente de la
densidad y en el cual el estado liquido y gaseoso no se distinguen por lo que el
poder solvente de un FSC es altamente dependiente de su temperatura y presion,

considerandose un cuasi-estado (Cuadro 6) (Mendiola, 2008).
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Cuadro 6. Densidad, viscosidad y difusividad de diferentes fluidos (Mendiola, 2008)

Densidad (g/ml)

Viscosidad (g/cm*s) Difusividad (cm?/s)

Gas 103
Liquido 1
Fluido supercritico 0.2-0.9

104 101
10 106
10+ 103

En un diagrama de fases clasico (Figura 5), las curvas de fusion,

sublimacién y vaporizacion muestran las zonas de coexistencia de dos fases. Se

presenta un punto de coexistencia de tres estados, el llamado punto triple. El cambio

de estado se asocia a un cambio brusco de densidad y para que se produzca es

necesario un aporte extra de energia denominado entalpia de cambio de estado.

Por encima del punto critico este cambio de densidad no se produce por tanto se

define a este punto como aquel por encima del cual no se produce licuefaccién al

presurizar, ni gasificacion al calentar, por ende un fluido supercritico es aquel que

se encuentra por encima de dicho punto (Brunner, 2005; Velasco et al. 2007).

Presion

Fase solida

Presion critica

PCT
\
L]
\
'
'

p, Punto wiple ;

Ttp

Liquido

. Fluido supercritico
compresible

Punto critico
Fase

liquida

Vapor sobrecalentado

Fase gaseosa

Temperatura
critica
T(T

Temperatura

Figura 5. Diagrama de fases soélido/liquido/gas (Mendiola, 2008)

Como se mencion6 anteriormente el estado de la sustancia es considerada

supercritica cuando la temperatura y la presion exceden los valores del punto critico

termodinamico. Este “fluido” toma propiedades de gas y liquido, debido a que los
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dos estados desaparecen para formar una sola fase, es en esta regiéon en donde la
maxima capacidad disolvente y las grandes variaciones en las propiedades del
solvente pueden ser alcanzadas aplicando pequefios cambios en la temperatura y
presion. Esto ofrece atractivas caracteristicas de extraccion, debido a la favorable
difusividad, viscosidad, tensién superficial y otras propiedades fisicas. La difusividad
del fluido supercritico ha emplear es de mayor magnitud que otros liquidos, lo cual
facilita la rapida transferencia de masa, la baja viscosidad y tensién superficial
mejoran con facilidad la penetracion de dicho fluido al material botanico del que se

desea extraer el componente activo (Mukhopadhyay, 2000).

No todas las sustancias pueden ser empleadas para ser sometidas a
condiciones supercriticas, por lo que debe cumplir con propiedades especificas que
permitan su uso en la industria, especialmente la alimentaria (Palmer & Ting, 1995;
Bruner, 2005; Mendiola, 2008) las cuales incluyen:

= Alta capacidad disolvente ademas de selectiva
= Nula o baja inflamabilidad

= F4cil de obtener en elevada pureza

= Bajo precio

= Baja o0 nula toxicidad

= No ser agresivo con el medio ambiente

= No corrosivo

= Condiciones criticas moderadas

= (Gaseoso en condiciones de presion y temperatura ambiente

Multiples estudios han demostrado que el CO2 cumple con todas estas
propiedades al ser inerte, de bajo costo, de facil acceso, sin olor, sin sabor, amigable
con el ambiente, reconocido por ser GRAS no deja residuos en el extracto, posterior
al procesamiento bajo condiciones supercriticas este se vuelve gas en condiciones
ambientales, ademas su punto critico de temperatura cercano al ambiente (31.1°C)
lo hace ideal para la extraccion de productos termolabiles. Debido a su bajo calor

latente de vaporizacién, la energia requerida es menor para realizar la separacion

27



del extracto por lo que favorece las condiciones para que el compuesto de interés

sea de un olor y sabor “mas natural” (Mukhopadhyay, 2000).

Sin embargo el COztiene la limitante de su apolaridad que, en principio,
restringe su poder solvente para sustancias polares (Cuadro 7). En este sentido la
solubilidad y selectividad puede ser mejorada afiadiendo co-solventes o
modificadores en pequefas cantidades (<10%) como el etanol o agua, que
afiadidas al CO: varian enormemente la polaridad del fluido extractante. Los
modificadores no sélo sirven para aumentar la polaridad del CO2 sino que se
emplean con el objetivo de mejorar su capacidad solvente, por lo que también se
emplean sustancias apolares. En general la extrabilidad de los compuestos con
CO2-Supercritico dependera de la existencia de grupos funcionales individuales en
los compuestos, del peso molecular y polaridad (Palmer & Ting, 1995;
Mukhopadhyay, 2000; Beckman, 2004).

Cuadro 7. Solubilidad de ingredientes botanicos en CO,-supercritico (Moyler, 1993)

Muy solubles Moderadamente solubles Practicamente insolubles
Compuestos apolares o Compuestos de medio-alto Compuestos de pesos
poco polares de bajo peso peso molecular moleculares superiores a
molecular (<250g/mol), (<400g/mol), terpenos, 400 g/mol, azucares,
mono y sesquiterpenos, agua, acido oleico, lipidos proteinas, taninos, ceras,

acido acético, saturados de longitud de sales inorganicas,
benzaldehido, hexano, cadena superior a c12. clorofilas, plaguicidas.

glicerol o acetatos.

2.7.1 Proceso de extraccion supercritica

Es importante comprender como funciona el sistema de extraccion
supercritica para poder aprovechar las ventajas que ofrece (Figura 6). Este
comienza con el CO:z procedente de la botella (A) el cual es impulsado por la bomba
(B), hasta la celda de extraccién o carga (C), donde se encuentra la materia prima

a extraer, ahi se alcanza la presion de trabajo la cual es controlada por la valvula
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(D). La celda de extraccion se encuentra termostatizada para poder operar en
condicion de temperatura controlada (superior a la Tc). Los componentes de la
materia prima disueltos o arrastrados por el CO:2 precipitan en el separador (E)
debido a la disminucién del poder solvente del CO: al reducir la presion, en caso de
gue sea necesaria la adicion de modificadores (F), estos suelen mezclarse con la
corriente de didéxido de carbono a “baja presién” antes de la bomba de CO:2 (G).
Dado que los alimentos suelen ser mezclas altamente complejas, es habitual que
los extractos obtenidos también lo sean, por lo que se realiza el fraccionamiento de
los mismos. El fraccionamiento en condiciones supercriticas consiste en una caida
en cascada de la densidad con la consiguiente precipitaciéon en gradiente de los
compuestos extraidos, para poder realizar dicho fraccionamiento seria necesario
afadir un segundo separador (H). Es posible la recirculacion del CO:z (I) (Mendiola,
2008)

Fa

S
ey

Figura 6. Esquema bésico de un extractor de fluidos supercriticos (Mendiola, 2008)

Los procesos de extraccion supercritica se pueden realizar de manera
discontinua o por cargas y continua o de flujo. En la primera se realiza en procesos
de extraccion solido-fluido, en el cual el solido es la materia prima para la extraccion.
El procesado de sdlidos se puede realizar por cargas y descargas, sin posibilidad
de flujo continuo. Este proceso se desarrolla en los extractores, donde se carga la

materia prima y se introduce el fluido supercritico en las condiciones de temperatura
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y presion fijadas previamente, después de un tiempo de contacto se llega al
equilibrio entre las fases y se abren las valvulas de salida y en el extractor queda la
materia prima ya extraida, la mezcla del extracto deseado mas el fluido supercritico
se conducen hacia el separador y mediante una descompensacion se separan
totalmente, ya que el fluido supercritico pierde su poder disolvente. Por otro lado en
la extraccion continua o de flujo se realiza en procesos de extraccion liquido-fluido,
en el cual la materia prima que se ha de extraer esta en fase liquida (Velasco et al.
2007).

2.7.2 Aplicaciones a escala industrial

Algunas aplicaciones comerciales de la extraccion con FSC en la industria
alimentaria incluyen el fraccionamiento y extraccion de aceites y grasas, dirigida
sobre todo hacia la obtencién de aceites vegetales a partir de oleaginosas y la
desacidificacion de aceites con alto contenido de acidos grasos. Por otro lado
permite la extraccion de antioxidantes naturales, donde se ha utilizado el CO:
supercritico para la obtencion de tocoferoles a partir de soya y subproductos de
aceite de oliva, la extraccion de alcaloides, aromas y especias son aplicaciones
clasicas de FSC particularmente sobre la descafeinacién del café y recientemente
sobre la extracciéon de compuestos responsables del sabor amargo y caracteristico
de la cerveza permitiendo conseguir un adecuado balance entre el aroma y el sabor
en la cerveza. Como se observa el panorama de aplicacion de los fluidos
supercriticos como medio de extraccion es muy prometedor, los subproductos que
son obtenidos después de procesos industriales pueden aprovechar dicha
tecnologia con el fin de obtener productos de alto valor agregado, sin embargo aun
faltan estudios que permitan optimizar su uso y con ello evitar problemas como por
ejemplo la degradacion térmica de ciertos compuestos durante la extraccion
(Bruner, 2005; Velasco et al., 2007, Galanakis, 2012).

Se ha comprobado el efecto que tiene el empleo de este sistema para la

separacion de lipidos sobre los componentes restantes del material de extraccion
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dejando una concentracion importante de almidén, proteinas y otros agregados en
el, pudiendo ser utilizados para su posterior estudio y aplicacion. Sin embargo poco
se sabe del efecto que puede tener sobre los factores antinutricionales presentes
en el material sé6lido usado para la extraccion, por lo que esto podria generar una
ventaja al obtener dos productos de valor agregado usando un solo sistema (Jahurul
et al. 2014; Sibakov et al. 2011; Zaidul et al, 2007)
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[1l. JUSTIFICACION

El mango (Mangifera indica L.) es uno de los frutos tropicales mas importantes en
el mundo y durante su procesamiento genera grandes cantidades de subproductos
tales como cascaras y semillas que son considerados como un grave problema de
eliminacién y contaminacion ambiental. La semilla de mango se caracteriza por
presentar compuestos de importancia nutracéutica-nutricional y econémica que no
son totalmente aprovechadas debido a la presencia de factores antinutricionales
gue hacen que el empleo de este recurso se vea limitado por los problemas que
pudiera generar su consumo al organimo humano, sin tratamiento alguno. El trabajo
de investigacién propuesto ofrece la aplicacion de tecnologias alternativas como
medio en la remocién de compuestos no nutricios que permitan la generacion de
materia prima con altas posibilidades de ser empleada como ingrediente o
suplemento en la industria de alimentos y conlleve su aprovechamiento como fuente

de nutrientes.
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IV. OBJETIVOS

4.1 General

Aprovechar la semilla de mango (Mangifera indica L.) para la obtencion de harina
de calidad nutricional que pueda ser usada en la industria empleando procesos
tecnoldgicos alternativos (fermentacién en medio sélido y fluidos supercriticos) que

permitan la reduccién o eliminacion de factores antinutricionales presentes en ella.

4.2 Especificos

= Obtener harina a partir de la semilla de mango y determinar su composicion

quimica.

= Evaluar el efecto de la fermentacién en estado sélido empleando Aspergillus
niger sobre la reduccion o eliminacion de factores antinutricionales en la

harina de semilla mango.

= Evaluar el efecto de CO:2 supercritico sobre la reduccién o eliminacion de

factores antinutricionales en la harina de semilla de mango.
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V. METODOLOGIA

5.1 Materiales

5.1.1 Materia prima

Se recolectaron 13 kg de hueso (endocarpo) de mango Oro (Mangifera

indica L.) desechados durante el procesado industrial de jugo.

5.1.2 Reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico.

5.2 Métodos

5.2.1 Preparacion de harina de la semilla de mango (HSM)

Se realiz6 bajo la metodologia descrita por Medina et al. (2010) con
modificaciones; los huesos de mango fueron descascarados manualmente usando
cuchillos de acero inoxidable mediante corte meridional del endocarpo para la
separacion de la semilla, éstas se cortaron en trozos pequefios menores a 1 cm3y
se colocaron en estufa de aire forzado (Binder F53, Alemania) a 40°C durante 28
horas, posteriormente fueron molidos en un procesador de alimentos doméstico
(Osterizer 450-10, USA) y tamizados usando una malla #50 (0.297mm). La harina
producida fue almacenada a temperatura ambiente en bolsas de polietileno para su

posterior analisis.

5.2.2 Evaluacioén de la harina obtenida
5.2.2.1 Composicion quimica

Se determind la composicion quimica de la harina de la semilla de mango

de acuerdo a los métodos de la AOAC (2000) considerando humedad (14.004),

cenizas (14.006), grasa total (31.4.02), fibra cruda (7.073) y proteina cruda
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(microKjeldahl; 12.1.07) calculada como % nitrégeno multiplicado por el factor 6.25,

mientras que carbohidratos fue calculado por diferencia.

5.2.3 Fermentacién Fungica

Se realizé bajo la metodologia descrita por Martinez (2005), detallada en los
siguientes puntos (5.2.3.1- 5.2.3.5):

5.2.3.1 Microorganismo

Se utilizé la cepa de Aspergillus niger N402, la propagaciéon se realizé en
matraces Erlenmeyer que contenian 25 mL de agar papa dextrosa (PDA) estéril a
los cuales se les adicion6 0.3 g del hongo liofilizado, posterior se sometieron a

incubacién por 6 dias a 30°C.

Transcurrido el tiempo de incubacion se cosecharon las esporas agregando
25 mL de una solucion estéril de Tween 20 al 0.1% (v/v) a cada matraz,
posteriormente se homogenizé la suspension mediante un agitador magnético
estéril, se realizaron movimientos suaves para evitar romper el agar, una vez
homogenizado se tom6 1 mL de la suspension y se realizdé una diluciéon 1:10 en
matraz aforado de 25 mL con agua destilada para realizar el conteo de esporas. Las

esporas se cuantificaron mediante una camara de Neubauer.

5.2.3.2 Medio de cultivo

El medio de cultivo empleado fue Pontecorvo, en el Cuadro 8 se muestra la
composicién y concentracion del medio. Para preparar el medio de cultivo se
disolvieron las sales (una por una) en 200 mL de agua destilada y finalmente los
metales trazas. Se ajust6 el pH a 5.5 para ser completado a un volumen final de 400

mL. A continuacion se esterilizo (121°C por 20 minutos).
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Cuadro 8. Composicién del medio de cultivo Pontecorvo

Compuesto g/|
NaNO3 20.4
KH2PO4 18.7
KCI 5.4
MgSOas-7H20 54
Metales traza 10 mL

5.2.3.3 Soporte sélido

Se utilizé la harina de la semilla de mango previamente preparada (ver
5.2.1)

5.2.3.4 Condiciones de cultivo

Para realizar las fermentaciones se emplearon bandejas de policarbonato
de 2 ¥ de pulgada, en donde se colocaron 130 g de HSM estéril a la cual se le
adicion6 128 mL del medio de cultivo Pontecorvo para proveer la humedad
necesaria (50%) y 2 mL de la suspensiéon de esporas para obtener una
concentracion final de 2.7x107 de esporas/g de HSM, se realizé una completa
homogenizacién procurando cubrir todo el material sélido con los componentes
liqguidos, a continuacién se coloc6 una pequefia capa sobre la bandeja con un
maximo de 2 cm de altura, se cubrié con una bolsa de polietileno alrededor de la
bandeja dejando un pequefio espacio para la circulacion del aire, el cual fue
protegido con un pequefio trozo de algodon. Las bandejas inoculadas se dejaron en
estufas de incubacion (Binder F53, Alemania) a 30 y 40°C por 72 horas sobre
recipientes que contenia agua destilada para preservar la humedad inicial en el

material soélido.
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Figura 7. Inoculacion de harina de semilla de mango

5.2.3.5 Tratamiento de muestras

Se tomaron 32 g de muestra fermentada cada 0, 24, 48 y 72 horas, las
cuales fueron almacenadas a -20 °C para detener la fermentacion. Enseguida
fueron secadas a 55°C por 24 horas y después molidas hasta la obtencién de un

polvo fino siendo almacenadas a 4°C para su posterior analisis (Fadahunsi, 2009)

5.2.4 Extraccion con CO2 supercritico de la harina de semilla de mango

El procedimiento de extraccion se realiz6 en un equipo de altas presiones
MV-10 ASFE System (Waters, USA), el cual incluyé un recipiente de extraccion
(capacidad de 100 mL), con un horno termostatico que controla la temperatura de
extraccién, dos bombas con un caudal maximo de 3 mL/min (uno para el diéxido de
carbono y el otro para el co-disolvente), con una valvula reguladora trasera para
controlar el sistema de presion y separador selectivo que permite la descarga del

material extraido durante el proceso de extraccion. Para todas las pruebas se
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pesaron 11 g de muestra en el recipiente de extraccion, el cual fue colocado en el
horno termostatico. Se trabajo bajo los siguientes parametros de operacion: Para la
primera condicion la presion fue de 150 Bar y temperatura de 70°C (Jahurul et al.,
2014) mientras que en la segunda condicion la presion fue de 250 Bar y temperatura
de 80°C (Datos experimentales no publicados), en ambas condiciones se adicioné
10% de etanol al 95% como cosolvente, con un flujo caudal de CO2 de 1 mL/miny
tiempo de extraccion de 3 horas. El software ChromScope fue usado para controlar
presion y temperatura. La harina sometida al tratamiento se recuperd y almacené

en bolsas de polietileno a 4°C para su analisis.

Figura 8. Equipo de fluidos supercriticos (MV-10 ASFE System, USA

5.2.5 Determinacion de factores antinutricionales
5.2.5.1Taninos

Se empled el método gravimétrico con acetato de cobre descrito por Joslyn
(1970) para la cuantificar taninos totales solubles con modificaciones: Un gramo de
harina de semilla de mango (HSM) fue hervido con 50 mL de agua destilada en
matraces de 250 mL por 20 minutos. Posteriormente la solucion fue filtrada con
papel Whatman No. 1, el filtrado fue recuperado y el residuo fue descartado. Se
adicionaron 10 mL de solucién de acetato de cobre al 4% al filtrado caliente y se

hirvi6 de nuevo por 10 minutos. La solucion se filtro y el residuo soélido fue
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recuperado con el papel filtro, éste se sometié a secado aproximadamente 2 horas
a 60°C para eliminar todo remanente de cobre, el papel seco se coloco en un crisol
previamente pesado, se registro el peso del crisol con la materia. Se incineré en una
mufla a 600°C por 3 horas. A continuacion se sec6é en un desecador y se peso6
nuevamente. La diferencia de peso entre la muestra no incinerada y la muestra

carbonizada represento6 a los taninos solubles totales.

Pérdida de peso después de incineracion

x 100

% Taninos solubles totales: 50 do la muestra

Dentro de la cuantificacion de taninos, se contemplo la determinacion de

taninos condensados para lo cual se realiz6 el siguiente procedimiento:

Para la extraccion de los compuestos fendlicos, se pesé un gramo de HSM
y se colocé en un matraz de 50 mL y se adicionaron 10 mL de metanol. El matraz
fue protegido de la luz y se mantuvo en agitacion por 24 horas a 25°C. Una vez
terminado el proceso anterior, las muestras fueron centrifugadas a 6000 RPM por
10 minutos, el sobrenadante recuperado se considerdé como el extracto metandlico
con el que se realizaron las cuantificaciones. Dicho método fue adaptado a micro
placa para lo cual se tomaron 50 pyL de extracto metandlico por triplicado y se
adicionaron 200 pL del reactivo de vainillina 1%-HCI 8% (1:1). Los compuestos
fueron cuantificados a una longitud de onda de 495 y 549 nm, se us6é como
referencia un estandar de (+) catequina. Se reportaron como miligramos
equivalentes de (+) catequina por gramo de muestra. Una curva de calibracion fue

realizada previamente con estandar de (+) catequina (Desphande et al., 1987).

5.2.5.2 Fitatos

Las determinaciones se realizaron bajo la metodologia de Wheeler & Ferrel
(1971) con modificaciones realizadas por Kayode et al. (2013). Dos gramos de HSM
fueron sometidas a remojo en 50 mL de HCI al 2% por tres horas y posteriormente

filtradas con papel Whatman No. 1. Se recuperaron 25 mL del filtrado al cual se le
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adicionaron 5 mL de tiocianato de amonio 0.3% como indicador. Después se
adicionaron 53.5 mL de agua destilada a la mezcla para generar la acidez
adecuada. La mezcla fue titulada con una solucion de cloruro de fierro (FeCls), la
cual contenia 0.00195 g de hierro por mL. La titulacion se detuvo hasta que un color

café-amarillo aparecio y persistié alrededor de 5 minutos.

% Acido fitico= () (1.19)(100)

Donde (y) es la multiplicacion del volumen de titulacion por 0.00195 g.

5.2.5.3 Oxalatos

Se empled la metodologia propuesta por Ukpabi & Ejidoh (1989). El
procedimiento involucra tres pasos: la digestion de la muestra a analizar, la

precipitacién del oxalato y la titulacién con permanganato.

Digestion: Dos gramos de HSM se suspendieron en 190 mL de agua destilada
previamente acidulada con 10 mL de HCl a 6 M la cual fue llevada a ebullicion por
una hora. La suspensién se enfrio y fue aforada a 250 mL con agua destilada para

ser filtrada.

Precipitacion del oxalato: Porciones duplicadas (125 mL) del filtrado obtenido en la
digestién se colocaron en matraces a los cuales se les afiadié por goteo NHsOH
concentrado hasta que la solucién analizada cambié de un color amarillo claro a
amarillo oro. Cada porcion fue calentada a 90°C por 10 minutos aprox., se enfrio y
filtr6 usando papel Whatman No. 1 para remover el precipitado café que contiene
los iones ferrosos. El filtrado amarillo oro fue calentado a 90°C por 10 minutos aprox.
y se le adicion6 10 mL de CaClz 5% mientras permanecio en agitacion constante.
La solucidn se enfrié y se mantuvo en reposo a 5°C por 12 horas, a continuacion se
centrifugd a 6000 RPM por 6 minutos. El sobrenadante se elimind y el precipitado

se re suspendié en 20 mL de H2SO4 20% (v/v).
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Titulaciébn con Permanganato: La solucion final obtenida en los pasos anteriores fue
titulada con una solucion de KMnO4 0.05 M hasta que la solucidn de interés obtuvo

un color rosa palido y que persistié aprox. 30 seg. Se registré el volumen gastado.

T+[Vme]*DF*2.4x102
MExMf

Contenido de oxalato (mg/100g)=

T=Volumen de titulacion con KMnOa

Vme= Volumen-masa (ej. ImL de KMnO40.05 M es equivalente a 0.00225 g de
acido oxalico anhidro)

DF= Factor de dilucién (VT/A donde VT: Volumen total del filtrado, 300 mL; A:
Alicuota, 125 mL)

ME= Peso equivalente de KMnOg4

Mf= Peso de la muestra.

5.2.5.4 Acido cianhidrico (HCN)

Se empled el método de titulacion alcalino 915.03 (AOAC, 2000) con
modificaciones, el cual consistio en: dos gramos de HSM se colocaron en tubo
Kjeldhal de 800 mL y se adicionaron 50 mL de agua destilada dejandose en reposo
por 2-4 horas. Se realiz6 un destilado con arrastre de vapor para recuperar la
muestra en un destilador automatico (RapidStill 1l, Labconco, USA). Se colectaron
40 mL del destilado en una solucion de NaOH (0.5 g en 20 mL H20 destilada),
enseguida se adicion0 agua destilada suficiente para completar a 100 mL totales.
Se agregaron 8 mL de NH40H 6 My 2 mL de KI 5%. Se titul6 con una solucién de
AgNO30.005 M usando una pipeta serologica. El punto final de la titulacion fue una
débil pero permanente turbidez facilmente reconocible contra un fondo negro (color
gris azulado palido). Se tomd en consideracion la formula original, realizando el
equivalente a la solucion de AgNO3s modificada.

1 mL AgNO30.02 M =1.08 mg HCN
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5.2.6 Determinacion de proteina

Para estimar la proteina presente en la harina de semilla de mango una vez que se
sometio a los tratamientos fue necesario la extraccion de la misma, para lo cual se
pesaron 50 mg de muestra en tubos eppendorf y se afiadieron 1.25 mL de NaOH
0.5 N, los tubos se colocaron en bafio de ebullicion (100°C) por 15 minutos y se
enfriaron con agua destilada. Enseguida se centrifugd a 6000 RPM por 5 minutos
para lograr la separacion recuperandose el sobrenadante, al cual se le aplicé el
método de Bradford (1976) para cuantificar proteina, el cual se describe a
continuacion: A la muestra proteica extraida se le realizé una dilucién 1:10, de ésta
se tomaron 20 L, a la cual se le adicion6é 1 mL de reactivo de Bradford (Gel de
Coomasie, etanol 95% y acido fosforico), se mantuvo en reposo por 5 minutos a
temperatura ambiente. Se ley6 a una longitud de onda de 595 nm, el color es estable
por una hora. Previamente una curva de calibracién fue elaborada usando BSA

(seroalbumina bovina).
5.3 Disefo experimental y analisis estadistico

Para la fermentacion en estado solido se aplic6 un disefio unifactorial
completamente aleatorizado con dos niveles del factor (30 y 40°C) con mediciones
repetidas en el tiempo, mientras que para el uso de fluidos supercriticos se empleé
un disefo unifactorial con 3 niveles del factor, donde los niveles fueron 1.01 Bar-
27°C (Control), 150 Bar-70°C y 250 Bar-80°C. Cada variable respuesta se midio por
duplicado vy triplicado segun la disponibilidad de material, en el caso de la FES se
aplicé la medicion a 2 experimentos independientes. Los resultados se expresaron
como la media + EE, los cuales fueron analizados usando regresion lineal o
polinomial, comparacién de medias por el método de Tukey y Dunnet utilizando el
paquete estadistico JMP version 8.0. (SAS Institute, USA).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Caracterizacion quimica de la harina de semilla de mango

La composicion quimica de la harina producida se determiné con la
finalidad de conocer las limitantes y ventajas que dicho agroresiduo pudiera conferir
a los tratamientos empleados. La grasa total (7.57%), proteina cruda (8.36%) y
carbohidratos (74.37%) fueron los principales componentes de esta variedad
(Cuadro 9). Kayode & Sani (2008) reportaron para la variedad Oori valores menores
en cuanto a grasa total y carbohidratos (6.98% y 64.84%, respectivamente); sin
embargo la cantidad de proteinas fue mayor (15.56%) que la encontrada en este
estudio. Estas diferencias son atribuidas a la condiciones del cultivo, tratamiento

poscosecha e incluso a la variedad empleada (Kayode et al., 2013).

La cantidad de dichos nutrientes presentes en la HSM muestran un alto
potencial como fuente energética para ser empleada dentro de la fermentacién en
estado solido, aunque el contenido proteico presentado conllevo a enriquecer el
medio de cultivo con nitrogeno proveniente de NaNOs, buscandose una relacion
1:30 Carbono/Nitrégeno para evitar la supresion de crecimiento de A. niger por falta
de nutrientes, puesto que una condicion primordial para el uso de la FES es que el

material so6lido sea una fuente rica en carbohidratos y proteinas (Pastrana, 1996).

Cuadro 9. Composicién quimica de la harina de semilla de mango

Componente (%) Contenido
Materia seca 95.18+0.01
Grasa total 7.57+0.04
Cenizas 2.47+£0.02
Proteina cruda 8.36+0.75
Fibra cruda 2.23 +£0.06
Carbohidratos* 74.37

Los resultados son la media de determinaciones por triplicado

expresados en base huimeda + EE. *Por diferencia de peso
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Dentro de esta misma caracterizacién, se cuantificaron los compuestos
antinutricionales presentes en la HSM para conocer su contenido inicial, los
resultados obtenidos se presentan en el Cuadro 10. La concentracién de dichos
componentes evitan el aprovechamiento de los nutrientes que presenta la harina
obtenida, precisamente por las interacciones que ocurren entre ellos, disminuyendo
su valor nutrimental y al mismo tiempo generando efectos nocivos a la salud. Cabe
destacar que el contenido de taninos totales solubles presente en la variedad de
estudio (Oro) es menor que la reportada por Kayode et al. (2013) la cual fue de
15.73 g/100g. Fowomola (2010) reporté la nula existencia de acido cianhidrico en la
semilla de mango caso contario a lo encontrado en este trabajo reportandose un
contenido de 12.48 mg/100g, siendo menor al encontrado por Dakare et al. (2012)
de 14.1 mg/100g. Los efectos dafinos generados por cada factor antinutricional han
sido descritos previamente, por lo que su presencia hace necesario emplear
métodos que permitan su detoxificacion para poder aprovechar los beneficios que

este material ofrece como fuente nutritiva.

Cuadro 10. Factores antinutricionales contenidos en la harina de semilla de mango

Factor antinutricional Contenido
Taninos totales solubles (g/100g) 6.24+0.09
Taninos condensados (mg/g)* 4.50+0.02
Fitatos (%) 0.97+0.05
Oxalatos (mg/100g) 1.03+0.01
Acido cianhidrico (mg/100g) 12.48+0.06

Los resultados son la media de determinaciones por triplicado + EE

*Expresados como mg de (+) catequina/g muestra
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6.2 Efecto de la fermentacién en estado so6lido sobre los factores

antinutricionales y contenido proteico de la harina de semilla de mango

6.2.1 Taninos

El efecto producido por las temperaturas empleadas en la fermentacion en
estado sélido como método de detoxificacion sobre el contenido de taninos se
aprecia en la figura 9. EI comportamiento de los datos analizados refleja que un
modelo polinomial de segundo y tercer orden son signicativos (p<0.0001) para 30 y
40°C, respectivamente, ajustandose adecuadamente a este conjunto de
mediciones. A traves de ello se pudo observar un incremento en dicho compuesto
antinutricional a las 24 horas de tratamiento para ambas temperaturas (6.23+0.09
0/100g), siendo significativamente mayor a 40°C, en donde a partir de las 48 horas
se apreci6 un descenso en la concentracion del componente evaluado consiguiendo
una mejor reduccion al incrementar el tiempo de fermentacién (72 h, 3.09+0.01
g/100g), caso contrario ocurrié a los 30°C, en donde el efecto de reduccion al
finalizar el tratamiento de detoxificacion fue imperceptible. En este mismo sentido la
concentracion de taninos condensados se vio afectada a las 72 horas de
fermentacion a 40°C, observdndose un incremento significativo (p <0.05) con
respecto al tiempo inicial, pasando de 4.49+0.05 a 4.96+0.14 mg de (+) catequina/g
muestra. Osman (2011) reporté un comportamiento similar al ver un aumento
significativo del contenido de taninos del mijo perla a las 8 y 16 horas (0.036 +0.02
y 0.0041+0.001 mg de (+) catequina/g muestra, respectivamente) del periodo de
fermentacion con respecto a la concentracion inicial, pasadas las 20 horas ocurrio
un descenso significativo comparado con la cantidad obtenida a las 16 horas. Este
incremento fue atribuido a la hidrélisis de taninos complejos mientras que el
descenso ocurrio por la unién de los taninos al endosperma del cotiledon pudiendo

ser insoluble en el solvente usado para la cuantificacion.

La fermentacion reduce los enlaces de los compuestos fendlicos e
incrementa de manera libre estos compuestos, el aumento del contenido de taninos
sefiala el rompimiento de los enlaces fuertes formados con las proteinas, almidon,
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hierro y carbohidratos por accion de enzimatica, desacomplejando dicho factor no
nutritivo pudiendo con ello ser facilmente cuantificado. Diversos estudios han
demostrado que A. niger es capaz de producir enzimas durante la fase vegetativa y
de reproduccion del hongo que permiten la degradacion de taninos por lo que se
observan niveles de reduccion en el material que haya sido estudiado, siendo la
enzima tanasa la posible responsable de la reduccién de taninos en la harina de
semilla de mango. (Owenzulo & Nwabugwu, 2009; Ekundayo et al, 2013; Ayuk et
al., 2014; Sharath et al., 2014).

Smalil et al. (1995) observé que A. niger posee un sistema enzimatico capaz
de producir tanasa que le proporciona una ventaja competitiva frente a otros
microorganismos, esta enzima puede romper los enlaces de taninos hidrolizables,
acido tanico, metilgalato, entre otros. Su produccion puede ocurrir incluso en la
ausencia de &cido tanico sin embargo el material de soporte debe ser rico en taninos
para su oOptima actividad. Belmares et al. (2004) concluyeron que la enzima de
interés es producida por algunas cepas de Aspergillus y que trabajan a temperaturas
Optimas de 35 a 40°C y a un pH de 5 a 6. Por lo que esto pudo conllevar a la
reduccion significativa dada a 40°C en este trabajo de investigacion, los resultados
obtenidos demostraron que la cepa empleada degrado los compuestos fendlicos y
los mondmeros obtenidos por la hidrdélisis fueron consumidos por el hongo a partir

de las 48 horas de la fermentacion.

No obstante el efecto que pudo haber producido la enzima tanasa
sobre la reduccion no se ve reflejada en la concentracion de taninos condensados,
en donde resulta un aumento del 10% durante la fermentacion. Un incremento de
42 y 86% en los taninos condensados de la hoja de gobernadora y hoja ancha
sometidos a fermentacion con A. niger PSH a mayor tiempo de fermentacion (72
horas) fue reportado por Ventura et al. (2008), quienes indican que los productos de
la hidrdlisis de los compuestos fendlicos son acumulados y no son degradados por
la enzima generandose el incremento. De igual manera numerosas investigaciones

han indicado que la tanasa actla sobre galotananinos, elagitaninos y taninos
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Contenido de taninos t.s (g/100g)

complejos pero solo rompe enlaces éster sin afectar las uniones carbono-carbono,
por lo cual no actuia sobre los taninos condensados, quienes se componen de dichos
enlaces. Dichos compuestos son mas resistentes a la hidrélisis enzimatica
requiriendo mayor tiempo de tratamiento o bien forma compuestos indigestibles por

las enzimas (Rodriguez et al., 2010, Kumari & Jain, 2012; Medugu et al., 2012).

Se ha demostrado que el consumo de alimentos que contienen taninos es
de 1 g/dia en EE.UU, asi como la ingesta diaria de catequinas y dimeros de taninos
condensados se estima alrededor de 18-50 mg/dia, encontrados en productos como
té, chocolate, manzanas, uvas, vino tinto, durazno, frutos secos, entre otros. Asi
también se ha reportado que un consumo diario de alrededor de 560 mg de acido
tanico procedente de alimentos es aceptable, por lo que la concentracién obtenida
sobre taninos condensados después de la FES en la HSM permitiria su consumo,
incluso se reporta que dosis controladas de dichos compuestos pueden presentar
efectos anticancerigenos, antimicrobianos y antimutagénicos (King et al., 1998; Arts
et al., 2000; Kumari & Jain, 2012).

—e— 30°C
a —v— 40°C b

Contenido de taninos condensados (mg/g)*
w

0 2 ® 72
Tiempo (horas) Tiempo (horas)
Figura 9. Efecto de la fermentacion en estado sélido sobre el contenido de taninos totales
solubles y taninos condensados de la harina de semilla de mango (HSM).
a) Resultados expresados como la media de determinaciones por duplicado de dos
experimentos independientes + EE. b) Resultados expresados como la media de
determinaciones por triplicado = EE. Letras diferentes representan diferencias
estadisticamente significativas por la prueba de Tukey (p <0.05). * Expresados como mg de

(+) catequina/g de HSM.
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6.2.2 Fitatos

Dentro de los factores antinutricionales evaluados se encuentran los fitatos,
para este compuesto un modelo de regresion lineal se ajustdé a los datos
encontrados para ambas temperaturas (p=0.0004) explicando la tendencia
observada a través del tiempo, en donde a mayor tiempo de fermentacion la
concentracion de fitatos disminuyd, siendo mas pronunciada a 30°C. Bajo este
tratamiento se observo a las 72 horas una reduccion del 60%, llegando a 0.40 +0.1%
partiendo de un contenido inicial de 0.98+0.08 %, aunque el comportamiento de
reduccion es similar a 40°C solo se alcanz6 el 30% de disminucion (0.66+£0.02 %)
(Figura 10).
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Figura 10. Comportamiento del contenido de fitatos de la harina de semilla de mango (HSM)
sometida a fermentacion en estado solido. Resultados expresados como la media de

determinaciones por duplicado de dos experimentos independientes + EE. % de &cido fitico.

En un estudio realizado por Gao et al. (2013) se encontr6 que la
fermentacion en estado sélido empleando A. oryzae y usando como soporte harina
de soya incubadas a 28°C por 120 horas produjo una reduccion en el contenido de
acido fitico de 9.4 a 6.4 mg/g materia seca, considerado ese descenso como
resultado de la generacion de la enzima fitasa secretada por el hongo usado. Asi

mismo la fermentacién realizada a 30°C por 24 horas del mijo perla presenté una
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disminucién significativa de dicho factor no nutritivo de 51.9%, concordando con la
tendencia obtenida en este trabajo. De la misma forma se atribuy6 el descenso a la
fitasa producida por la fermentacion e incremento en la cantidad de fésforo libre
(Osman, 2011).

Como se menciond anteriormente, de los datos obtenidos en este trabajo
se encontrd que al usar 40°C como tratamiento el efecto de reduccién es menor,
caso contrario ocurrié en un estudio cuando fue usada harina de trigo como soporte
adicionada de suero de leche empleando temperaturas de 30, 35 y 40°C de
incubacioén por 6, 12, 18, 24 y 48 h en donde se observo la maxima disminucién en
los niveles del compuesto antinutricional a 40°C a las 48 horas. Estos resultados
sugieren que el material usado como medio sélido en la fermentacion, impacta en
el comportamiento de la enzima fitasa para la degradacién del componente no
nutritivo (Nadeem et al., 2010).

Se conoce que el &cido fitico y sus sales son un fuerte agente quelante y
es la principal forma de almacenamiento del fésforo y otros minerales en varios
tejidos vegetales, la estructura Unica del fitato, con 12 protones reemplazables y su
alta densidad de grupos fosfatos cargados negativamente permite formar un
complejo estable con cationes multivalentes (Ca, Mg, Fe, Mn) asi como a proteinas
y aminoacidos. Por consiguiente todo lo que esté unido a este compuesto no estara
biodisponible, para corregir la problematica que los fitatos ocasionan se busca que
la actividad enzimatica fitasica permita remediar este inconveniente de una forma
econdmica y sin alteraciones a las caracteristicas nutricionales del producto (Neira
et al., 2013; Ayuk et al., 2014)

La fitasa es una fosfohidrolasa &cida, que reducen la forma hexamera del
acido fitico (IP6-mioinositol 1,2,3,4,5,6,-hexaquifosfato) a formas mas pequefias
como IP5, IP4, IP3, IP2, IP1 y mioinositol, que son formas donde se presenta baja
capacidad para quelar metales. Esta enzima cataliza la hidrélisis del acido fitico a

fosfato inorgénico y derivados de mioinositol a través del rompimiento de los enlaces
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fosfomonoéster liberando el fosforo inorganico. Las fuentes naturales de fitasas
incluyen algunas variedades de plantas (cereales, legumbres, tubérculos), asi como
los producidos por accién de microorganismos tales como Bacillus, Pseudomonas,
levaduras destacando el género Aspergillus como un fuerte productor de la enzima
de interés. Se ha reportado que A. niger es identificado como el hongo que mejor
produce fitasa de manera exdgena, reduciendo el problema de suplementacién de
fésforo inorganico en alimentos y piensos. La enzima es sintetizada durante la
fermentacion encontrando condiciones favorables de produccion entre los 25y 37°C
a un pH de 5-7, estas caracteristicas coinciden con el intervalo de parametros que
fueron establecidas en este estudio, pudiendo atribuir a ello el efecto de reduccion
por accion de la fitasa cuando se evalud a 30°C, es muy posible que la reduccion
del componente no nutricio también hubiera generado un incremento en los
minerales y fésforo organico al liberarlos de los complejos formados (Mohamed et
al., 2007; Coulibaly et al., 2011; Kaur et al., 2012; Neira et al., 2013; Gupta et al.,
2013).

Los estudios sistematicos acerca del consumo diario del acido fitico en los
humanos son muy escasos, la informacion disponible ha sido reportada en base a
la ingesta por paises y lo aportado por cada alimento obteniéndose valores
estimados. En los paises industrializados se ingieren alrededor de 200-800 mg
mientras que en los que se encuentran en vias desarrollo el consumo estimado es
de 2 g. Los aportes estan proveidos por cereales, oleaginosas, nueces, entre otros,
siendo los maximos permitidos de 1.14, 5.36, 1.97 % respectivamente. Estos
resultados reportados sugieren que la cantidad de 0.40% de acido fitico proveniente
de la HSM fermentada por A. niger puede ser usada dentro de la alimentacion
humana siendo similar a lo que se consume a través de las lentejas (0.50%). Cabe
sefialar que al igual que los taninos, un consumo controlado y balanceado de los
fitatos puede contribuir a la salud, ya que investigaciones han revelado sus
propiedades para prevenir la calcificacion patologica, la eliminacion de metales
toxicos, antioxidantes y aquellas relacionadas con la disminucion de los lipidos y

glucosa en sangre (Reddy et al., 2002; Bohn et al., 2004; Schlemmer et al., 2009).
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6.2.3 Oxalatos

Otro de los compuestos antinutricionales estudiados en este trabajo fueron
los oxalatos, los datos analizados sugirieron que un modelo polinomial cuadratico
(orden 2) se ajusto adecuadamente al conjunto de observaciones. A través de ello
se observé una tendencia de incremento en el contenido de oxalatos a las 24 h del
tratamiento de fermentacion oscilando entre 1.16-1.33+0.03 mg/100g con respecto
al contenido inicial de la HSM (0.97+0.04 mg/100g), no obstante una reduccion
sobre el contenido de dicho compuesto se observé hasta finalizado el tiempo de
fermentacion a temperatura de 30°C, llegando a una cantidad de 0.65+0.03
mg/100g, lo que representd una reduccion del 33%, esta fue mayor comparado con
el 13% de disminucion obtenido a 40°C (Figura 11).

La importancia de Aspergillus niger dentro de la biotecnologia alimentaria
radica en la produccibn de numerosas enzimas y de &cidos organicos de
importancia comercial, uno de ellos es el acido oxalico. Esta sustancia se encuentra
distribuida en animales y plantas, siendo estas ultimas las que contienen mayores
cantidades. El acido oxalico tiene la habilidad de formar fuertes enlaces con varios
minerales y sales, como sodio, potasio, magnesio y calcio, una vez que esto ocurre
los compuestos formados son llamados sales de oxalato u “oxalatos”. Dentro de la
naturaleza los oxalatos se encuentran mas como acido oxalico libre o como oxalato
sbdico o calcico. Ahora bien, la produccion de acido oxalico también puede ser
proporcionada por hongos como A. niger, Penicillium, Mucor, Boletur suplhurens,
entre otros. A. niger ha sido reportado como el mas eficiente para sintetizar dicho
compuesto (4-5 g/100g de materia seca sobre forraje). La biosintesis del acido
oxdlico se ve encuadrada por la estrategia del microorganismo para acidificar su
ambiente via extracelular por medio de la secrecion de acidos organicos que se
acumulan intracelularmente. Van de Merbel et al. (1994) reportaron una produccion
de 13 g &cido oxalico/L usando A. niger durante 45 horas de fermentacion
empleando 20 g azucar/L, asi mismo se indic6 que un pH de 5-8 es 6ptimo para la
obtencion del acido organico de interés. Todo lo anterior ayuda a elucidar el

incremento presentado a las 24 horas de tratamiento en la HSM fermentada (Van
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de Merbel et al. 1994; Noonan, 1999; Ruijter et al. 1999; Caliskan, 2000; Liebman &
Al- Wahsh, 2011).

Bajo la premisa anterior Kayode & Sani (2008), observaron el incremento
en los valores de oxalatos contenido en la semilla de mango sometidos a
fermentacion usando una mezcla de hongos aislados de manera natural por 168
horas, destacando A. niger como el microorganismo que gener6 dicho aumento del
factor antinutricional en las muestras fermentadas (77.41 mg/100g) comparandolas
con las muestras sin tratamiento (70.05 mg/100g). En este sentido el trabajo de
investigacion aqui expuesto muestra un descenso sobre la concentracion de
oxalatos a las 72 horas de fermentacion, ocurriendo lo contrario a lo que se

esperaria en el comportamiento del hongo empleado.

En un breve estudio realizado por Muchoki et al. 2010 con la hoja del frijol
chino se observé que la aplicacion de la fermentacion por 21 dias redujo
minimamente el contenido de oxalatos presentes, indicando que los oxalatos
pueden cambiar de forma durante el procesamiento de la materia prima. Wadamori
et al. (2014) sugiere que los oxalatos se encuentran tanto en forma soluble como
insoluble y que pueden ser afectadas por el pH del medio. A un pH menor a 6, la
proporcion de los iones de oxalato divalentes totalmente desprotonados (C204%)
disminuyen notablemente y esto reduce la capacidad para unirse a compuestos
divalentes (Ca?*) por lo que produce agregados insolubles, esto pudo haber
dificultado la cuantificacion por el método aqui empleado subestimando los datos
por lo que la aparente reduccion es observada. Es probable que la disminucién
representativa a 30°C se debiera al cambio de pH producido por el crecimiento del

hongo, ya que esa temperatura es la 6ptima para su desarrollo.

Si bien es cierto que multiples investigaciones han indicado que el empleo
de la fermentacion ayuda en la reduccién de oxalatos presentes en la muestra de
estudio, estos van acompafnados de la aplicacion de tratamientos previos (remojo,

tostado, hervido, secado al sol) para mejorar la disminucién de los compuestos no
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nutricios, el hervido por ejemplo puede causar una considerable ruptura celular y
facilitar el escape de oxalatos solubles hacia el agua de coccion. Por lo que en este
apartado se sugiere la aplicacion de un pretratamiento de esta indole para lograr
mejores resultados para complementar a la fermentacion en medio sélido (Ajeibe et
al., 2012; Igbabul et al., 2014).

Dentro de la alimentacién las principales fuentes de oxalatos estan dadas
por betabel, espinacas, cacahuates, chocolates y productos de cacao, entre otros
siendo los valores reportados de 600, 600, 187, 117 mg/100 g de alimento,
respectivamente. Se conoce que la ingesta total de oxalatos no debe exceder los
50- 60 mg por dia, aunque se ha reportado que el consumo diario de un adulto oscila
entre los 80-120 mg/dia y en individuos que llevan una dieta tipica del Occidente se
encuentra en 44-1000 mg/dia. La ingestion de 4-5 g de oxalato es capaz de causar
severos dafios al organismo. La concentracion final una vez aplicada la
fermentacion revela que la HSM no es una fuente potencial de oxalatos y que su
uso es seguro para ser empleado dentro de la alimentacién humana (Noonan, 1999;
Fekadu et al., 2013, Shaw, 2014)

—e— 30°C
14 —v— 40°C

0.8 1

06 4

Contenido de oxalatos (mg/100g)

0.4 A

0.2 1

0 .0 T T T T
0 24 48 72

Tiempo (horas)
Figura 11. Comportamiento del contenido de oxalatos de la harina de semilla de mango
(HSM) sometida a fermentacién en estado sdlido. Resultados expresados como la media

de determinaciones por duplicado de dos experimentos independientes + EE.
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6.2.4 Acido cianhidrico

La mayoria de las semillas de frutas producen acido cianhidrico, la
importancia de su cuantificacion radica en el potencial toxico de éste. Los datos
obtenidos permitieron ajustarse a un modelo lineal para el caso de 30°C y a un
modelo polinomial cuadratico para 40°C, el comportamiento observado a través de
estos ajustes permité distinguir que al ser aplicada la fermentacion en estado solido
sobre la harina elaborada no se presenté el efecto de reduccién esperado, siendo
contraria la tendencia en el tratamiento a 30°C, donde un incremento en el contenido
de HCN se observo al avanzar el tiempo de fermentacion. Al aplicar 40°C el
incremento fue perceptible a las 24 h, teniendo un valor de 15.59+0.03 mg/100g en
comparacion al tiempo inicial (12.39+£0.16 mg/100g), posterior a ello el efecto del
tratamiento no impact6 de manera significativa al material de estudio como se

aprecia en la figura 12.

Igbabul et al. (2014) reporté que la harina de taro fermentada presento un
descenso significativo de 0.743 mg/g a 0.01 mg/g al incrementar el tiempo de
fermentacion hasta 72 horas concordando con lo observado por Difo et al. (2014)
sobre el frijol chino también fermentado, el cual tuvo una reduccién promedio del

28%, estos resultados contrastan con lo aqui encontrado.

Como se mencioné en capitulos anteriores el acido cianhidrico es
producido por la accion de la enzima [-glucosidasa sobre los glucosidos
cianogénicos naturales presentes en el material vegetal, liberando también una o
mas moléculas de glucosa, un aldehido o cetona. En este sentido Baraldo et al.
(2014) demostraron la produccion de B-glucosidasa por A. niger bajo fermentacion
en estado sodlido empleando salvado de trigo como soporte, indicando la
temperatura y pH 6ptimo en 40-65°C y 4.5-5.5 respectivamente. Por lo que esto
pudiera explicar el incremento ocurrido a 40°C sobre la HSM fermentada, al haber
produccion de la enzima responsable de la hidrdlisis de los glucésidos cianogénicos
y por consiguiente la formacion de HCN. Considerando que lo que se busca es que

la harina de semilla de mango no cause dafio al organismo una vez consumida, es
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valido rescatar el efecto a los 30°C en donde el incremento en la concentracion fue
menor con respecto a 40°C, aungque no se consiguiera la reduccion esperada. En
este sentido la sola aplicacion de la fermentacién genera una cantidad final de HCN
en la HSM fermentada (14.78-15.08 mg/100g) que no permite su consumo como
ingrediente Unico o suplemento alimentario, la Food Standard Australia-New
Zealand (2004) indica que dosis entre 30-210 mg/Kg de HCN causan toxicidad,
guedando los valores encontrados dentro de este rango no permisible.

Cabe sefalar que al igual que en el caso de los oxalatos, la reduccion del
acido cianhidrico se ve beneficiada al recibir un pretratamiento que incluya alguna
coccion, remojo o secado solar parcial. Soetan & Oyewole (2009) mencionaron que
la combinacién de coccion y fermentacion mejora la calidad de los nutrientes
presentes en las semillas de sorgo y reducen drasticamente los compuestos
antinutricionales, en especial el HCN a niveles seguros en comparacion con el
secado o tostado, ademas menciona que el hervido y remojo mejoran los niveles de
dicho compuesto sobre la papa dulce, por lo que se propone que métodos de este
tipo sean aplicados antes de someter la HSM a fermentacion solida controlado tanto
el tiempo como la temperatura de exposicion a los pretratamientos para lograr
mejores efectos sobre el acido cianhidrico pudiendo incluso contribuir a una mayor

reduccion del resto de los factores analizados en este estudio.
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Figura 12. Comportamiento del contenido de &cido cianhidrico de la harina de semilla de
mango (HSM) sometida a fermentacién en estado sélido. Resultados expresados como la

media de determinaciones por duplicado de dos experimentos independientes + EE.

6.2.5 Contenido de proteina

La fermentacién en estado sélido representa una alternativa tecnoldgica
para el procesamiento de grandes variedades de leguminosas, cereales y semillas
para mejorar su calidad nutricional y obtener productos con buenas caracteristicas,
destacando sobre todo el contenido proteico. Dentro de los resultados obtenidos en
esta investigacion se observo que un modelo polinomial cuadréatico se ajusté a los
datos (p=0.0008), lo que permitié observar un aumento en la cantidad de proteina
en la HSM fermentada, en ambos casos el incremento significativo se registré a
partir de las 24 horas siendo de 12.7% y 14% para 30 y 40°C respectivamente
comparandolas con su contenido inicial del 12%, observandose un mayor

incremento a 40°C (Figura 13).

Ayuk et al. (2014) observaron un aumento en el contenido de proteina del
9.22% a los 7 dias de tratamiento para Enterolobium cyclocarpum usando

fermentacion en medio solido por A. niger siendo una concentracion menor a lo
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reportado en este trabajo. Adjudicaron este incremento a la adicién de proteina
microbiana durante el proceso de fermentacion asi también indican que durante la
fermentacion las enzimas liberan aminoacidos para la sintesis de nuevas proteinas
y rompen los enlaces con los factores antinutricionales unidos a proteinas
haciéndolas disponibles. Un comportamiento similar es reportado por Ojokoh (2011)
al someter a fermentacion una mezcla de residuos de cacahuate y palomitas de
maiz obteniéndose un incremento en el contenido proteico de 24% a 27%,
estableciendo que el aumento se debi6 a la actividad de las cepas que pudieron

haber secretado enzimas extracelulares (proteinas) durante el tratamiento.

Por otra parte, un aumento en el contenido de proteinas durante la
fermentacion puede estar atribuido a la eficiente bioconversion de carbohidratos
altamente polimerizados a proteinas microbianas, asi también a la produccion de
diferentes tipos de enzimas que son de naturaleza proteica, se ha sefialado que
Aspergillus niger puede producir mas de 19 enzimas de dicha naturaleza.
Igualmente se ha sefalado que este hongo filamentoso produce proteinas
unicelulares al emplear como sustrato salvado de arroz a través de FES, utilizando
el nitrégeno disponible para su crecimiento para poder sintetizar nuevas proteinas
al consumir el sustrato, por lo que una adecuada suplementacion con fuentes de
nitrégeno es necesario para un Optimo crecimiento, en donde el aumento de
biomasa representa un incremento en la proteina total (Anupama & Pogaku, 2001,
Imelda et al., 2008).
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Figura 13. Contenido de proteina de la harina de semilla de mango (HSM) sometida a
fermentacion en estado sélido empleando A. niger. Resultados expresados como la media

de determinaciones por duplicado + EE.

De los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion, es importante
hacer mencion a un factor que pasa desapercibido en muchos casos pero que incide
en los efectos que puede ofrecer la fermentacién en medio sélido sobre los factores
antinutricionales y el contenido nutricional, en particular de las proteinas, siendo ese
elemento el tamafio de particula. Durante la FES, la disponibilidad de la superficie
juega un papel importante en la fijacibn microbiana, transferencia de masa,
crecimiento del microorganismo y produccion metabdlica, todo esto asociado al
tamafo de particula del sustrato. Los bajos efectos de A. niger sobre los factores
antinutricionales comparados con estudios previos sugieren la dificultad del
microorganismo para penetrar adecuadamente el material. En general, particulas
mas grandes con menos superficie de contacto causan una tendencia hacia una
pobre accesibilidad del microorganismo, sin embargo la porosidad intra-particular
del material es mucho mejor, mientras que particulas muy pequefas con grandes
superficies de contacto presentan una porosidad intra-particular menor, las
particulas demasiado pequefias pueden disminuir la transferencia de calor, de Oz y

CO: debido a la compactacién del medio. Un estudio realizado con vainas de
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algarrobo fermentadas con A. niger indicaron que un tamafio de particula de 2.5 mm
incrementaba la proteina cruda a 20%, cuatro veces mas comparado con el
contenido inicial, observando que particulas méas pequefias (1.25 mm) presentaban
bajo crecimiento del microorganismo restringiendo la disponibilidad de oxigeno vy
afectando el contenido de proteina (Smail et al., 1995; Prakasham et al., 2006; Ayuk
et al., 2014). Aunque en este trabajo el tamafio de particula no fue objeto de estudio,
es valido hacer mencién de los efectos de reduccion producidos en la HSM por la
fermentacion aplicada, puesto que nuestro tamafo de particula fue mucho menor a

1 mm, seflalando que para estudios posteriores es un factor que se debe considerar.
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6.3 Efecto de los fluidos supercriticos sobre los factores antinutricionales de

la harina de semilla de mango

La extraccidn con fluidos supercriticos es una técnica novedosa que ha sido
estudiada debido al interés de la industria quimica, petroquimica y alimentaria, su
importancia radica en los beneficios que ofrece como medio de extraccién ya que
permite recuperar de manera segura y sin mezcla con los componentes de
extraccién, del analito de interés pudiendo ser usado en materiales termosensibles
y sobre todo este sistema tiene la ventaja de no generar residuos de solventes
siendo considerada como una tecnologia verde. Extractos de alimentos como el
café y té descafeinados, zumos de frutas con potenciadores del aroma, bebidas
alcohdlicas, colorantes, antioxidantes, aromas, lipidos etc. han sido obtenidos por
medio de fluidos supercriticos. Sin embargo, poco se ha estudiado con respecto al
material de extraccion remanente; aquel que se utiliza como materia prima para la
separacion de metabolitos de interés, puesto que la mayoria de los estudios son

realizados a los extractos recuperados (Braga et al., 2006)

Por lo que en este apartado se considera el analisis de la HSM remante del
proceso de deslipidacion utilizando FSC sobre el contenido de factores
antinutricionales, y evaluar el efecto producido por el sistema de extraccion. Bajo
esta misma premisa la discusion de los resultados obtenidos se hizo con respecto
a las técnicas convencionales de tratamiento de FANSs, puesto que hasta la fecha
no hay informacion suficiente que permitiera realizar la comparativa, ya que este

tipo de sistema no ha sido empleado para el propdsito aqui propuesto.
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Contenido de taninos t. s. (g/100g)

6.3.1 Taninos

Dentro de los efectos producidos por la extraccién supercritica sobre la
concentracion de los taninos solubles totales, se observé que la aplicaciéon de la
condicion de 150 Bar-70°C produjo una disminucion significativa con respecto al
control (HSM a condicibn ambiente) pasando de 6.24+0.13 g/100g a 3.55+0.23
0/100g, representando el 43% de reduccién. Sin embargo bajo la condicion de 250
Bar-80°C la concentracién del compuesto no se vio afectada. En el caso de taninos
condensados se presentd un aumento en la cantidad de estos compuestos
comparado con el control, una vez sometidos al tratamiento independientemente
de la condicibn ya que en ambas situaciones ocurrio el incremento, siendo
aproximadamente de 5.58+0.17 para las dos condiciones con respecto a 4.49+0.14

mg de (+) catequina/g muestra para el grupo control (Figura 14).

Contenido de taninos condensados (mg/g)*
w

0 e T
Control 150 Bar-70°C 250 Bar-80°C Control 150 Bar-70°C 250 Bar-80°C

Condiciones supercriticas Condiciones supercriticas

Figura 14. Efecto de fluidos supercriticos (CO,) sobre el contenido de taninos
totales solubles y taninos condensados de la harina de semilla de mango (HSM).
a) Resultados expresados como la media de determinaciones por duplicado + EE. Valores
con asterisco expresan diferencias estadisticamente significativas en relacion al grupo
control por la prueba de Dunnet (p <0.05). b) Resultados expresados como la media de
determinaciones por triplicado * EE. Valores con asterisco expresan diferencias
estadisticamente significativas en relacion al grupo control por la prueba de Dunnet (p
<0.05).
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Embaby (2011) observé el efecto producido sobre cacahuate y semillas de
ajonjoli sometidas a presion de autoclave (121°C, 15 psi equivalente a 1.03 Bar)
durante 20 minutos sobre los taninos presentes, encontrando una reduccién del
68.65% del contenido inicial, adjudicando estas reducciones a la degradacion por
calor del componente no nutricio o bien a la interaccién con las proteinas que forman
complejos insolubles no cuantificables. lbrahim et al. (2002) reporté resultados
similares al usar presién de autoclave sobre frijol chino (49%), sefialando la
formacion de complejos insolubles con otros compuestos propios del frijol. Las
reducciones encontradas en este trabajo son mucho menores que las reportadas
en diversos estudios incluso comparadas con la fermentacion en estado sélido aqui

presentada (50%).

Es posible que la reduccién registrada en este trabajo se deba a la
migracion de los taninos hacia el extracto generado, ya que este método de
extraccion es empleado para la recuperacion de compuestos fendélicos. Markom et
al. (2007) extrajeron los taninos hidrolizables de Phyllanthus niruri encontrando que
al aplicar 60°C como temperatura de extraccion y 100 Bar como presién del sistema
y el uso del 50% de etanol como co-solvente, se lograba recuperar el 18% de los
compuestos presentes en el material vegetal, a medida que la cantidad de co-
solvente incrementé mayor fue la recuperacion. Por lo que esta capacidad de
extraccion del sistema supercritico pudiera reducir parcialmente lo contenido en la
harina de semilla de mango para ser concentrado en el extracto lipidico. Caso
similar pudiera estar ocurriendo con los taninos condensados donde el volumen
usado de co-solvente (etanol 10%) no permite su recuperacion, Da Porto et al.
(2014) reportaron que la combinacion de 100 Bar a 41°C con 15% de etanol
permiten la extraccion de taninos condensados provenientes del orujo de uva (38.8
g/Kg), donde el porcentaje de etanol esta por encima de lo empleado en la

recuperacion de estos compuestos (<10%).
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6.3.2 Fitatos

Dentro de la cuantificacion de fitatos se observé que las condiciones
establecidas en el sistema de fluidos supercriticos no ejercieron efecto alguno sobre
su contenido en la HSM, ya que la concentracion inicial (0.97+0.05%) no mostro
disminucién al variar la temperatura o presion obteniéndose valores entre 0.90 y
0.94% (Figura 15).
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Figura 15. Efecto de fluidos supercriticos (CO-) sobre el contenido de fitatos de la harina de
semilla de mango (HSM). Resultados expresados como la media de determinaciones por
duplicado * EE. Valores con asterisco expresan diferencias estadisticamente significativas

en relacion al grupo control por la prueba de Dunnet (p <0.05). % de &cido fitico.

Algunos de los métodos empleados para la reduccion del &cido fitico son la
presion de coccidn y el hervido, cuando éstos fueron usados sobre la vaina de frijol
chino se obtuvieron reducciones de 44 y 21% respectivamente, demostrando que el
descenso era mejor al aumentar el tiempo de tratamiento. El aparente descenso de
los fitatos durante el tratamiento térmico fue atribuido a la formacion de complejos
insolubles entre las proteinas o bien entre fitato-proteina—mineral o fueron

hidrolizados a formas penta y tetrafosfato (Deol & Bains, 2010).
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De igual forma se observo el descenso en el contenido de acido fitico
durante el procesado de soya usando métodos como remojo, hervido y presion de
autoclave, mostrando reducciones del 20%, 36% y 40% respectivamente, siendo

este ultimo el que mejor resultado mostré (Ramadan, 2012)

Linsberger et al. (2013) estudié el efecto de las altas presiones y coccién
sobre guisantes y frijoles blancos, en donde se registré un descenso del 36% sobre
el contenido de &acido fitico sobre los guisantes al incrementar la presion,
temperatura y tiempo (600 MPa, 60 minutos, 60°C) no afectando al frijol blanco. Sin
embargo la coccion logré mejores efectos de reduccion en ambos materiales
vegetales al disminuir hasta 48%, siendo posible que el factor antinutricional haya
sido liberado en el agua de coccion. Los autores declararon que debido a que no
existen trabajos reportados acerca del uso de las altas presiones hidrostaticas sobre
los factores antinutricionales no pueden indicar que fue lo que provoco ese

descenso.

Por lo tanto es de importancia resaltar que el uso de métodos mas sencillos
permiten la remocion de fitatos hasta en 50%, contrario al nulo efecto provocado por
el COz supercritico para la HSM, incluso la FES aplicada a la misma materia prima
presentd mejores niveles de reduccion (60%) que usando este sistema de

extraccion.

6.3.3 Oxalatos

En el caso de este componente, se observé un efecto contrario en cada
condicion evaluada en el sistema supercritico, ya que el efecto de reduccion se
aprecié a los 150 Bar-70°C con valor de 0.12+0.005 mg/100g comparado con el
control 1.03+£0.01 mg/100g, por otro lado una tendencia contraria ocurrié cuando la
harina producida se someti6é a 250 Bar-80°C, en la cual se gener6 un aumento en
el contenido de oxalatos (1.63+0.005 mg/100g), observandose el resultado en la

figura 16.
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La presencia de oxalatos en diversas fuentes alimentarias ha llevado al uso
de métodos que permitan su eliminacion o reduccion a fin de evitar el dafio que
estos componentes inducen en el organismo. Productos como el taro, soya y
almendras fueron sometidos a mdltiples tratamientos de destoxificacibn como
remojo, coccion a 65°C, escaldado, presion de coccion y la mezcla de ellos para
lograr mejores resultados, en donde encontraron que la disminucion de oxalatos al
50% se lograba al combinar métodos, para el taro la combinacion de presion de
coccion por 7 minutos mas escaldado por 1 hora fue la ideal, para la almendra el
remojo por 8 horas y coccion a 65°C redujeron un mayor porcentaje de los oxalatos
y por ultimo la mezcla de remojo en agua caliente y la presion de coccién por 9
minutos presentd los mejores resultados para la soya (Sekhar & Gurumoorthi,
2011).

Shimi & Haron (2014), sefialaron que al someter los vegetales a hervido, la
concentracion total de oxalatos se redujo aproximadamente al 87% particularmente
debido a la pérdida de oxalatos solubles. La cantidad de oxalatos encontrados en el
agua de coccidén correspondio a la pérdida producida, indicando que este método
fue mas efectivo que la presion de coccion y el horneado. Resultados similares
fueron reportados en un estudio realizado por Raj & Kuwabata (2006) en el cual
usaron tres métodos de coccion: hervido, presion de coccién (1.03 Bar) y horneado
en el fiame silvestre, sus resultados indicaron que los métodos evaluados fueron
efectivos para la reduccion, no obstante el hervido fue el mejor tratamiento con una
disminuciéon del 45%, debido a la solubilidad del componente en agua caliente,
comprendiendo fracciones solubles e insolubles, los autores atribuyen al tratamiento
térmico la ruptura en el tejido y la liberacién del oxalato soluble hacia el agua de

coccion.

El descenso de 88% del contenido de oxalatos en la HSM al aplicar fluidos
supercriticos (COz2), fue mucho mayor al descenso obtenido por la fermentacién en
medio solido en este estudio (43%), sin embargo por la falta de informacion acerca

de las modificaciones que pudieran ocurrir en la estructura quimica de los oxalatos
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bajo condiciones supercriticas se podrian estar subestimando o sobrestimando,
segun sea el caso, los valores reales al finalizar el tratamiento. Por consiguiente se
recomienda el uso de metodologias de cuantificacion mas sensibles que permitan
identificar el efecto real de la combinacion de presion y temperatura, e incluso la

concentracion del co-solvente etandlico dada la solubilidad de los oxalatos en éste.
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Figura 16. Efecto de fluidos supercriticos (CO,) sobre el contenido de oxalatos de la harina
de semilla de mango (HSM). Resultados expresados como la media de determinaciones
por duplicado = EE. Valores con asterisco expresan diferencias estadisticamente

significativas en relacion al grupo control por la prueba de Dunnet (p <0.05).

6.2.4 Acido cianhidrico

El comportamiento del acido cianhidrico fue similar al descrito para los
oxalatos, para la condicion de 250 Bar-80°C sobre la HSM; se presentd un descenso
significativo (8.64+0.13 mg/100g) comparado con el control el cual tuvo un valor de
12.48+0.06 mg/100g, lo que representd una reduccion del 31% mientras que ocurrié
lo contrario al evaluar 150 Bar-70°C ya que se generd un incremento no esperado
(15.93+0.13 mg/100g) una vez finalizado el tratamiento (Figura 17), esto debido a

la ruptura del tejido vegetal y liberando a los glucésidos cianogénicos presentes, asi
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mismo ocurre una posible estabilidad en la termosensibilidad sobre la enzima (-
glucosidasa presente en la HSM que es conferida por la presion aplicada (150 Bar=
15 MPa y 250 Bar= 25 MPa) , generandose la cianogénesis y por lo tanto el
incremento en HCN, por otro lado el descenso se ve relacionado por la temperatura
aplicada en el cual el factor antinutricional es degradado. Shiferaw et al. (2013)
reportaron la estabilidad en la actividad de la enzima B-glucosidasa proveniente de
la almendra cuando aplicaron altas presiones hidrostaticas en un intervalo de
presion de 0.1 a 100 MPa con temperaturas moderadas (50-70°C) no inactivando la
enzima, ocurriendo lo contrario al aplicar 80°C en donde ocurre su degradacion.
Estos autores indicaron que la presion refuerza las interacciones intramoleculares
sobre los puentes de hidrégeno de las proteinas mientras que la aplicacion de calor
genera el efecto contrario debilitando el enlace, por lo que la enzima genera
estabilidad. Por lo que este fendbmeno pudiera estar ocurriendo en el sistema

supercritico.

16 1

14
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10 A1

Contenido de HCN (mg/100g)

Control 150 Bar-70°C 250 Bar-80°C

Condiciones supercriticas

Figura 17. Efecto de fluidos supercriticos (CO2) sobre el contenido de &cido cianhidrico de
la harina de semilla de mango (HSM). Resultados expresados como la media de
determinaciones por duplicado * EE. Valores con asterisco expresan diferencias
estadisticamente significativas en relacién al grupo control por la prueba de Dunnet

(p <0.05).
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Métodos como la biofermentacion y el secado al sol asi como sus
combinaciones han presentado efectos benéficos sobre la reduccion de HCN en la
yuca, sin embargo la disminucion se ve potencializada al combinar otros
tratamientos, ya que la biofermentacion requiere de periodos de inmersion
prolongados donde los microorganismos del medio ambiente fermenten el material
de estudio, sobre todo los carbohidratos causando la formacion de acido lactico por
lo que el pH decrece de 8 a 6, aumentando la suavidad del vegetal e incrementa la
hidrolisis de los glucésidos cianogénicos por accion de la B-glucosidasa
correspondiente, asi el posterior secado al sol genera la reduccion del componente

antinutricional por su volatilidad (Véliz et al., 2002).

Agatemor (2009) empled piezas de yuca para ser tratadas por diferentes
métodos con la finalidad de reducir la concentracion de HCN (coccién, remojo,
secado al sol). La coccion por 40 minutos logré un descenso significativo casi al
90%, sin embargo al aplicar un remojo previo de 18 horas sobre el alimento esta
reduccion se vio incrementada, aunque conllevo a tiempos demasiado prolongados
de calentamiento que tuvieron como consecuencia un descenso en el color final del

material.

En este trabajo, la aplicaciéon de fluidos supercriticos como método para
eliminar o reducir el contenido de HCN en la HSM presentd pocas ventajas en
cuanto a poder de reduccion se refiere, ya que fue mas significativa cuando se
aplicaron métodos tradicionales logrando disminuciones de hasta 95% que usando
esta tecnologia de extraccion. A pesar de eso, el 33% de reduccion logrado por FSC
fue significativo si se compara contra el método de fermentacion aqui empleando.
La falta de estudios sobre las modificaciones que pudiera sufrir la estructura quimica
del HCN al aplicar la extraccion supercritica no permite observar el efecto real del
sistema, por lo que las recomendaciones realizadas para los oxalatos son también

necesarias para el acido cianhidrico.
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Si bien la aplicacion de fluidos supercriticos (CO2) para la reduccién de
componentes antinutricionales no genero resultados satisfactorios, se sugieren mas
estudios para tratar de comprender el rol de cada parametro de extraccion
(temperatura, presion, % cosolvente, tipo de cosolvente) en la remocién de los
factores antinutricionales, ademas de aplicar otras técnicas que permitan identificar
alteraciones a las estructuras quimicas durante la aplicacion de esta técnica y con

ello poder conseguir mayores valores de reduccion.

69



VII. CONCLUSIONES

Reducciones entre 30 y 60% de factores antinutricionales (taninos, fitatos,
oxalatos) por medio de la fermentacién sélida usando A. niger, hacen de este un

método adecuado para la detoxificacion de la HSM.

La FES aplicada a 30°C por 72 horas demostré ser mas efectivo en la
disminucién de la mayoria de los factores antinutricionales, observandose sélo para
el caso de taninos una mejor reduccion a 40° C por el mismo periodo de tiempo.
Esta diferencia pudiera ser atribuida a que dicha temperatura es la 6ptima para la
actividad de la enzima tanasa producida por A.niger permitiendo la degradacién del

compuesto.

Para la reduccion del contenido de acido cianhidrico en la HSM no se
recomienda Unicamente el uso de la FES, ya que no se consiguié el efecto
esperado, es necesario la aplicacion de otro tipo de tratamiento que mejore la

detoxificacion y que conlleve a establecer limites seguros para su uso.

La fermentacion en estado solido empleando A. niger permitio el
incremento en el contenido de proteina de la HSM una vez concluida la

fermentacion, generando un producto de mejor calidad nutricional.

La HSM fermentada es un buen producto para ser consumido como
ingrediente en productos como galletas, bizcochos, pan, pasta o como suplemento
de proteinas en productos que usan mezcla de cereales. El uso de la harina
producida puede resultar benéfica para la nutricibn humana sobre todo en lugares

donde este agroresiduo es abundante.

La aplicaciéon de fluidos supercriticos como método de detoxificacion
produce menos efectos de reduccion en comparacion con métodos tradicionales por

lo que su uso puede ser limitado.
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Son necesarios mas estudios para conocer el comportamiento de los
factores antinutricionales frente a condiciones combinadas de presion, temperatura,
co-solvente empleado y concentracion del mismo en un proceso de extraccion por
fluidos supercriticos, para confirmar la aparente efectividad sobre oxalatos y acido

cianhidrico en la HSM.
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IX. ANEXOS

a) Preparacion de la curva de calibracion para la cuantificacion de taninos

condensados.

Preparacion de reactivos:

Vainillina al 1%: 0.5 g aforado en 50 mL de metanol, proteger de la luz.
HCL/MeOH al 8%: 21.6 mL de HCL aforado a 100 mL con Metanol.
HCL/MeOH al 4%: 10.8 mL de HCL aforado a 100 mL con Metanol.

Vainillina al 1:1 HCL: 20 mL de vainillina al 1 % + 20 mL de HCL/MeOH al 8%.

Solucién stock: 0.20 mg de (+) Catequina aforado en 25 mL de metanol.

Metodologia:

Se prepararon 18 viales color &mbar con tapa (previamente rotulados),
para cada punto de la curva de calibracién se adicion6é a cada vial la cantidad y
proporciones de reactivos que indica la siguiente tabla, cada punto de la curva se
realizé por triplicado, se anexd un punto extra (0.02) a la curva de calibracion para

tener un rango mas amplio de medicion.

Dilucién Reactivos Concentracion (mg/mL)
1 2000pL sol. Stock 0.8
2 1000 pL dil. 1+1000 pL metanol 0.4
3 1000 pL dil. 2+1000 pL metanol 0.2
4 1000 pL dil. 3+1000 pL metanol 0.1
5 750 pL sol. Stock + 250 uL metanol 0.6
6 25 pL sol. Stock + 975 pL metanol 0.02
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Los viales se taparon inmediatamente después de colocar los reactivos, se
monto en microplaca 50 pL de cada vial y se adicion6 200 pL de Solucién Vainillina
1:1 HCI, para el blanco se empled 50 pL de metanol + 200 pL de vainillina 1:1 HCI.

A continuacién se muestra la curva de calibracion obtenida.

Curva de calibraciéon  y=0.1793x+0.0183
R?=0.991

0.18
0.16 ®
0.14
0.12

0.1 -
0.08 e ®
0.06 .

0.04

0.02

Abs

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Concentracién

b) Preparacion de la curva de calibracion con BSA (sero-albumina bovina) para

la cuantificacion de proteina total

Preparacion de reactivos:

Reactivo de Bradford: 100 mg de Coomasie (gel) en 50 mL de etanol al 95%+100
mL de acido fosférico. Se afora a 1 L y se filtra doblemente. Almacenar en frasco

ambar a 4°C.

Metodologia:

Se prepararon 12 tubos eppendorf (previamente rotulados), para preparar
cada punto de la curva de calibracion se adicioné a cada tubo la cantidad y
proporciones de reactivos que indica la siguiente tabla, cada punto de la curva se
realizé por duplicado.
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Dilucion Reactivos Concentracion (mg/mL)

1 100pL de BSA+100 pL de agua destilada 1

2 100pL dil. 1+100 pL de agua destilada 0.5

3 100pL dil. 2+100 pL de agua destilada 0.25
4 100pL dil. 3+100 pL de agua destilada 0.125
5 100pL dil. 4+100 pL de agua destilada 0.0625
6 100pL dil. 5+100 pL de agua destilada 0.03125

En tubo de vidrio previamente rotulados, se colocaron 20 pL de cada punto
y se adicion6 1 mL del reactivo de Bradford. Se dejé en reposo por 5 minutos a
temperatura ambiente. Posterior se leyé a 595 nm, para el blanco se emple6 20 pL
de agua destilada +1 mL del reactivo de Bradford. A continuacién se muestra la
curva de calibracion obtenida.

. . s y =0.1573x - 0.1879
Curva de calibracion R? = 0.9559

0.7

®
0.6
0.5

0.4 e

Abs

0.3
0.2

0.1 e

Concentracidn
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C) Técnicas empleadas para la caracterizacion en la compaosicion quimica de la
HSM (AOAC, 2000)

= Humedad

1. Preparar crisol o capsula limpio, colocandolo a peso constante (60 °C/24 h)

2. Sin tocarlo con las manos pasarlo a un desecador para enfriar hasta llegar a
temperatura ambiente y pesar (P0)

3. Pesar en la capsula 3 g de muestra tamizada en balanza, tomar registro (P1)

4. Colocar capsula con ayuda de pinzas, en estufa de secado, evaporar el agua
a 60°C/24 h 6 105°C/3 h

5. Retirar muestras con ayuda de pinzas, colocar en desecador hasta
temperatura ambiente y pesar (P2)

6. Calcular usando:

P1-P2

% Humedad= * 100

Donde:
P1 es el peso del crisol (Po) mas la muestra hUumeda
P2 es el peso de la muestra seca en el crisol

Pm es el peso de la muestra (>3 g)

= Cenizas

1. Colocar crisol de porcelana a peso constante (60 °C/24 h), posterior pasarlos
a desecador sin tocar, dejar enfriar a temperatura ambiente y pesar (Po)

2. Pesar 2 g de muestra en el crisol previamente pesado (Pm)

3. Carbonizar la muestra sobre patrrilla de calentamiento o mechero, hasta que
deje de liberar humo (cuidar que no se incendie)

4. Colocar mufla a 550°C-600° C por 3 horas, mantener temperatura hasta que
cenizas adquieran un color blanco o gris-blanco

5. Pasado el tiempo necesario, retirar crisol con ayuda de pinzas y dejar enfriar
en desecador, pesar (P2)

6. Calcular usando:
P2-Po

% Cenizas= * 100
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W NP

Donde:
Po es el peso de crisol vacio
P2 es el peso de la muestra incinerada en el crisol

Pm es el peso de la muestra (>2 Q)

Grasa

Muestra seca, molida y tamizada a 1mm

Colocar a peso constante papel filtro (60°C/24 h)

Pesar 3 g de la muestra preparada en el papel filtro secado (Pm)

Colocar matraz d extraccion a peso constante (103°C/30 min), pesar (P1)
Colocar matraz de extraccion al sistema soxhlet, el papel filtro se coloca en
el tubo de extraccion y se adiciona al matraz éter de petrdleo o hexano
Extraer la muestra con el solvente por 6-8 horas a velocidad de condensaciéon
de 3-6 gotas/seg

Una vez terminada la extraccion, eliminar el solvente mediante campana de
extraccion con parrilla a 100°C, hasta no percibir el olor al solvente

Secar el matraz con la grasa en la estufa a 103°C/10 minutos a peso
constante. Enfriar en desecador y pesar (P2)

Calcular usando:

P2-P1

% Grasa= * 100

Donde:
P1 es el peso de matraz de extraccion a peso constante
P2 es el peso del matraz con la grasa recuperada

Pm es el peso de la muestra (>3 g)

Proteina

Pesar 1 g de muestra molida, seca y desgrasada, colocar en matraz kjeldhal
Afadir catalizador (0.4 g de sulfato cuprico, 3.5 g de sulfato de sodio)
Afadir 15 mL de H2SO4 concentrado
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Las muestras son colocadas en el digestor, a una temperatura inicial de
300°C por 1:30 h, posterior incrementar a 400°C hasta que la coloracion sea
verde claro (indica fin de la digestion)

Una vez digerida enfriar a temperatura ambiente en campana de extraccion,
posterior a eso 100 mL de agua destilada y 50 mL de NaOH 40%, colocar en
el destilador

Se recibe destilado en matraz Erlenmeyer con 15 mL de H2SO4 0.2 Ny 2
gotas de indicador rojo de metilo, destilar minimo 50 mL

El destilado se titula con NaOH 0.2 N hasta que la coloracién roja
desaparezca virando a amarillo

Calcular usando:

(mL acido)(Nacido)—(mL NaOH)(N NaOH)(1.4)
Pm

% P= (%N)(F)

% N= * 100

Donde:

mL acido= 15 mL H2S04 0.2 N
N acido= 0.2 N (valorar)

mL NaOH= mL gastado al titular
N NaOH= 0.2 N (valorar)
F=6.25 general

Fibra cruda

Homogenizar y moler la muestra

Extraer con éter de petrdleo si el contenido de grasa es superior a 1%
Pesar 2 g de muestra preparada en un vaso berzelius (m)

Agregar 200 mL de H2S040.255 N, hirviendo

En el equipo conectar a reflujo y hervir exactamente 30 minutos

Filtrar con papel filtro No. 4 previamente pesado (Pp) con embudo biuchner
con bomba de vacio

Lavar con 50 a 75 mL de agua destilada hirviendo, repetir lavado con 3

porciones de 50 mL de agua o hasta el cese de la reaccion acida
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8. Colocar el residuo del matraz con ayuda de una piseta conteniendo 200 mL
de NaOH 0.313 N caliente y dejar hervir 30 minutos

9. Lavar con 75 mL de agua hirviente y repetir lavada hasta neutralidad

10. Secar el papel filtro en estufa 130°C/2 h, enfriar a tempetura ambiente y pesar
(Ps)

11.Incinerar 30 minutos a 600°C, enfriar en desecador y pesar (Pc)

12.Calcular usando

% N= (Ps—Pp)I—VI(Pc—Pcp) + 100

Donde:

Ps que son los gramos del residuo seco a 130°C

Pp que son los gramos del papel filtro

Pcp que son los gramos de cenizas que presenta el papel filtro
Pc que son los gramos de cenizas después de incinerar

M que es el peso de la muestra (29)
= Carbohidratos

R= (% Humedad)(% Cenizas)(% Grasa)(% Fibra)(% Proteinas)
Carbohidratos= 100-R
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d) Fermentacion en medio sélido

Figura 18. Crecimiento de A.niger sobre HSM con respecto a temperatura y tiempo de
fermentacion, a) 30°C/24 h, b) 30°C/48 h, c) 30°C/72 h, d) 40°C/24 h, e) 40°C/48 h,
f) 40°C/72 h

e) Andlisis térmicos

Se realiz6 un andlisis térmico para apreciar si la aplicacion de la
fermentacion en medio sélido asi como el primer tratamiento con fluidos
supercriticos pudo haber afectado directamente al almidén. Esto a su vez ayudoé a
proponer la segunda condicion aplicada para FSC, considerando la temperatura de
gelatinizacion del granulo de almidon para evitar con ello afectar las propiedades

fisicoquimicas que este posee.

Por lo que se pesaron en capsulas de aluminio 3 mg de muestra, se
adicionaron 7 pL de agua destilada a través de una microjeringa evitando que la
punta del dispositivo tocara la muestra directamente, se dejo reposar 5 minutos y
posterior a ello se sell6 herméticamente la capsula. Para la lectura se empled el

DSC 1 Star® System (Mettler-Toledo, Suiza) previamente calibrado con indio, a
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través de Star® Software se programd una rampa de calentamiento de 25 a 100°C

con incrementos de 10°C/min.

De los datos obtenidos a través del analisis, se observé que no hubo efecto
sobre la temperatura de gelatinizacién del almidén para ambas condiciones de
temperatura (30 y 40°C), asi como el periodo de fermentacién tampoco genero
cambio alguno sobre dicha variable, identificandose que la temperatura de
gelatinizacion esta alrededor de los 65-80°C. Esto permiti6é indicar que A. niger no
utilizé el almidon como fuente de nutrientes para su crecimiento y que las
condiciones empleadas no degradaron el granulo. Para el caso de fluidos
supercriticos el comportamiento es similar, sin embargo el granulo de almidon

gueda mas sensible a cualquier cambio posterior.

Dentro de las imagenes recuperadas se logro apreciar un pico alrededor de
los 30-35°C en ambas condiciones de fermentacion, sefialando la presencia de
lipidos naturales de la semilla de mango, la cual es rica en dichos compuestos. Por
otro lado este pequefio pico no se aprecié6 cuando se empledé el FSC como
tratamiento, esto debido a que el sistema supercritico extrajo la materia lipidica

dejando el material sélido libre de ellos.

Con todo lo anterior se propuso emplear la temperatura de 80°C para la
segunda condicion con fluidos supercriticos como tratamiento para la eliminacién
de factores antinutricionales, bajo la premisa de que a dicha temperatura el almidén
esta un poco mas sensible a la gelatinizacion, pudiéndose lograr un almidén pre-
gelatinizado generando beneficios en las propiedades fisicoquimicas del mismo, por
lo que la harina de semilla de mango presentara ventajas para ser usado como

ingrediente.
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Figura 19. Analisis térmico de la HSM sometida a fermentacion sélida a 30°C. a) 0 horas, b) 24 horas, c) 48 horas, d)72 horas
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Figura 20. Analisis térmico de la HSM sometida a fermentacion sélida a 40°C. a) 0 horas, b) 24 horas,

¢) 48 horas, d)72 horas
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Figura 21. Andlisis térmico de (a) HSM sin tratamiento y (b) HSM sometida a fluidos
supercriticos (CO2, 150 Bar-70°C).
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f) Abreviaturas

°C Centigrados

cm Centimetros

cm3 Centimetros cubicos
D Dalton

g Gramos

Kg Kilogramo

L Litros

M Molar

mg Miligramos

mL Mililitros

mm Milimetros

MS Materia seca

nm Nanometros

RPM Revoluciones por minuto
uL Microlitro

viv Volumen-volumen
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