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Abstract

La pifia es una fruta tropical con alta demanda para su industrializacién. Sin embargo, sélo entre
en 30y el 50% del peso total del fruto es aprovechable lo que genera un alto volumen de resi-
duos contaminantes. El objetivo de esta investigacion fue extraer compuestos fendlicos de resi-
duos agroindustriales de pifia mediante tecnologias amigables. Se evaluo el efecto del secado
empleando la tecnologia de hidrosecado conductivo (muestra fresca y seca) y el efecto del tipo
de solvente de punto eutéctico profundo (cloruro de colina - acido malico y cloruro de colina —
glicerol) sobre la extraccion asistida por microondas de compuestos fendlicos de cascara de pifa.
Se determin¢ el contenido total de compuestos fendlicos, el rendimiento del proceso, la capaci-
dad antioxidante y el porcentaje de inhibicion del radical DPPH. El secado tuvo efecto significa-
tivo sobre las variables de respuesta y, en general, el tipo de solvente no tuvo efecto. La mayor
concentracién de compuestos fendlicos fue 26.29 + 5.22 mg GAE/g ms, con un rendimiento de
2.6288 + 0.5220 % (g GAE/g ms) y una capacidad antioxidante de 2.4816 + 0.0779 mM TE/g. Los
extractos obtenidos a partir de muestra seca presentaron la mayor capacidad antioxidante (88.08
t 1.44% de inhibicion del radical DPPH). Estos resultados indican que el uso de tecnologias ver-
des de extraccion es una alternativa viable para la valorizacién de residuos de pifia, comparado
con la extracciéon con etanol.

Palabras clave: Capacidad antioxidante, Compuesto fendlicos, Extraccion, Inhibicién, Secado.

Resumen

Pineapple is a tropical fruit with high demand for its industrialization. However, only between 30
and 50% of the total weight of the fruit is usable, which generates a high volume of polluting re-
sidues. The objective of this research was to extract phenolic compounds from pineapple agroin-
dustrial waste using friendly technologies. The effect of drying using conductive hydrodrying
technology (fresh and dry sample) and the effect of the type of deep eutectic solvent (choline
chloride - malic acid and choline chloride - glycerol) on the microwave-assisted extraction of
Phenolic compounds from pineapple peel. The total content of phenolic compounds, the yield
of the process, the antioxidant capacity and the percentage of inhibition of the DPPH radical
were studied. Drying had a significant effect on the response variables and, in general, the type
of solvent had no effect. The highest concentration of phenolic compounds was 26.29 + 5.22 mg
GAE/g ms, with a yield of 2.6288 + 0.5220% (g GAE/g ms) and an antioxidant capacity of 2.4816
+ 0. 0779 mM TE/g. The extracts obtained from the dry sample presented the highest antioxi-
dant capacity (88.08 + 1.44% inhibition of the DPPH radical). These results indicate that the use
of green extraction technologies is a viable alternative for the recovery of pineapple waste, com-
pared to extraction with ethanol.

Keywords: Antioxidant capacity, Phenolic compounds, Extraction, Inhibition, Drying.
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Introduccion

La pifia oro miel (Ananas comosus L. Merr., variedad MD2) es una fruta de alto consumo
en el mundo debido a su alto contenido de sélidos solubles (entre 12 y 16°Brix) , su
aroma y su color. De acuerdo con cifras de FAOSTAT, en Colombia se produjeron
927.000 toneladas de pifia en 2021, ubicandose como el décimo pais con mayor
produccioén a nivel mundial(1)

Segun Trade Map 2019, el 61% de las exportaciones mundiales de pifia corresponden

a pifna fresca, 25% a pifia en conserva o procesada y 10% a jugo (2). La alta
industrializacién de esta fruta genera residuos que corresponden al 50% en peso de la
fruta fresca, con consecuencias ambientales negativas como contaminacion de aguas

y suelos por el pH del residuo y los lixiviados con alta concentracion de nutrientes que
cambian el equilibrio del suelo. Es importante buscar estrategias para la valorizacién de
estos residuos (cascara, corazén y corona) empleando tecnologias de procesamiento no
contaminantes (3).

En los tejidos vegetales, especialmente en la cascara de las frutas, hay un alto contenido
de compuestos fendlicos. Estos compuestos son aproximadamente 278 mg GAE/100

g ms en la parte no comestible de la pifia, comparados con aproximadamente 99 mg
GAE/100g ms en la parte comestible. La extraccién de polifenoles a partir de cascaras de
pifia es de interés y alta aplicacion a nivel industrial debido a la tendencia mundial de
consumo de alimentos con componentes bioactivos (4).

La extraccion solido-liquido y la extraccion por maceracion son los métodos mas
usados para la obtencion de compuestos fendlicos. Estos métodos requieren

tiempos prolongados de proceso y grandes volimenes de solventes, en su mayoria
contaminantes(5). La extraccion asistida por microondas es un método alternativo

de menor impacto ambiental, con el que se obtiene mayor rendimiento del proceso

y mayor capacidad antioxidante del extracto (6). De igual manera, se han estudiado
alternativas para reemplazar los solventes convencionales como etanol y metanol y

se ha demostrado que los solventes de punto eutéctico profundo (en adelante DES),
son una opcion viable, ya que son considerados solventes verdes, son economicos y
eficientes (7-14). Aunque las mezclas eutécticas y su comportamiento de reactividad
cerca del punto eutéctico son muy conocidas, en los Ultimos afios se comenzaron a
considerar como posibles medios de reaccién. Por lo general, los DES estan compuestos
de una sal de amonio cuaternaria (aceptor de enlaces de hidrégeno) que interactta

con compuestos donadores de hidrégeno. La toxicidad de las mezclas eutécticas

es practicamente nula, con una biodegradabilidad alta. La elaboracion de DES es
sencilla y no genera subproductos, por lo que se consideran de baja huella ecolégica.
Adicionalmente, son solubles en agua y su adicidn genera una nueva capa organica
liquida con los productos organicos que permite aumentar la polaridad del solvente (15).

Algunos autores realizan un proceso de secado de la materia prima antes de la
extraccion para facilitar la disponibilidad de compuestos bioactivos en el extracto
(16-20). Uno de los métodos de secado empleados es la liofilizacion que reduce la
degradacion térmica de los polifenoles (17,19). Sin embargo, esta tecnologia es costosa
y requiere largo tiempo de proceso. Una alternativa que no ha sido explorada como
pretratamiento en los procesos de extraccion es el hidro secado conductivo.



El hidro secado conductivo se basa en la transferencia de energia térmica del agua
caliente al producto, el cual se dispone sobre una lamina tipo Mylar™ que esta en
contacto directo con el agua. Este método reduce la pérdida de vitaminas, antioxidantes
y atributos sensoriales (color, aroma) (21-23). Ademas, presenta alta eficiencia
energeética, y el equipo requerido es simple y de bajo costo, comparado con otros
métodos de secado (24).

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del hidro secado conductivo y del tipo de
solvente sobre la extraccion asistida por microondas de polifenoles en cascara de pifa.

Materiales y métodos
Materia prima

Se emplearon pifias (Ananas comosus L., variedad MD2) con grado de madurez entre

1y 2(25) (cascara con tonos verdes y amarillos y un contenido de sélidos solubles de
13.7+£0.06°Brix), obtenidas en la Hacienda La Novillera (Valle del Cauca, Colombia). Las
pifas se lavaron, se desinfectaron con una solucién de 100 ppm de hipoclorito de sodio
en agua y se realizd un enjuague posterior. Se separaron las cascaras para el proceso de
extraccion y se cortaron en trozos de aproximadamente 1x0.5 cm.

Solventes

Se evaluaron dos DES, cloruro de colina (Acros organics) + glicerol (Loba chemie) y
cloruro de colina (Acros organics) + acido malico (Alfa Aesa). El cloruro de colina actla
como aceptor de enlaces de hidrogeno y el glicerol y el acido malico actian como
donantes de enlaces de hidrégeno. El cloruro de colina se sec6 en una estufa al vacio
(VWR 1430D) a 60°C por 24 h. Posteriormente, se mezcld con el donante de enlaces de
hidrégeno. La relacion molar de cloruro de colina y glicerol fue 1:2 (9) y la relacion molar
de cloruro de colina y acido malico fue 1:1.5 (26). Estas soluciones se agitaron a 300 rpm
con un agitador de hélice (Heidolph RZR 2021) a 80°C durante 2 y 6 h, respectivamente
y se secaron en una estufa al vacio a 60°C durante 20 h. Posteriormente, se diluyeron
con agua destilada (10 y 50%, respectivamente). Como tratamiento control se utiliz6 una
solucién de etanol al 90%.

Secado

Las muestras se secaron en un hidrosecador convectivo de laboratorio (CEI Robots,
Colombia) a 80°C durante 4 h hasta una humedad de 8.9 + 1.7%. Posteriormente, se
almacenaron en recipientes sellados hasta su procesamiento.

Extraccion

Se realizé una reduccion de tamafo de las muestras (secas y frescas) en un molino de
cuchillas (Oster) durante 1 min y se mezclaron con el DES en una relacién sélido:solvente
de 1:15. Para la extraccion se utilizd un horno de microondas (marca LG referencia
MS-0746T) con el 60% de la potencia maxima (700 W) durante 1 min. Se separo el
sobrenadante (extracto) mediante filtracion y se almacend en oscuridad hasta su
analisis. Para el tratamiento con la solucién de etanol al 90%, se utilizd la misma relacion
solido:solvente y un tiempo de extraccion de 2 min.
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La metodologia general del proceso se presenta en la figura 1.

Figura 1. Diagrama general del proceso de extraccion de compuesto fendlicos

Contenido total de polifenoles

La determinacion del contenido total de polifenoles se realizd por espectrofotometria
segun el método propuesto por Ainsworth y Gillespie (27) modificado por Ozturk et al.
(9) y los resultados fueron expresados en mg GAE/g ms. Se mezclaron 1560 pL de agua
destilada con 40 pL del extracto diluido y 100 uL de reactivo de Folin-Ciocalteu (Panreac
applichem). La solucidn se agito durante 30 s, se afiadieron 300 uL de solucion filtrada
de carbonato de sodio (loba Chemmie) al 20% y se almacend en un ambiente oscuro
durante 1 h. Se realizo la lectura en un espectrofotometro Genesys™ 20 de Thermo
Scientific, a 750 nm utilizando etanol como blanco. Se realizaron curvas de calibracion
por triplicado con concentraciones de 0.04, 0.1, 0.16, 0.2 y 0.3 mg de acido galico/ml. Se
calculo la concentracion de polifenoles en el extracto, expresada en mg GAE/mL. Se hizo
una dilucién de 1 en 13 del extracto con agua destilada para evitar reacciones adversas
del solvente con el reactivo de FolinCiocalteu (pruebas preliminares realizadas por los
investigadores). El rendimiento (R) del proceso de extraccion se calculé de acuerdo con
la ecuacion 1.

R = (CTP/m,) x 100 (a

Donde CTP es el contenido total de polifenoles (g GAE) y m_es el peso de la materia seca

(9).



Capacidad antioxidante

La neutralizacion de los radicales libres de 2,2-difenil-1-picrilihidrazil (DPPH) se midi6
utilizando el método espectrofotométrico. La reaccion se llevd a cabo usando una
mezcla de 300 pL del extracto obtenido con 3700 uL de solucién de DPPH (Sigma-
Aldrich) al 100 pM, y se dejé en reposo por 1 h en oscuridad. La absorbancia de la
solucion se midié a 517 nm en un espectrofotometro Genesys™ 20 (Thermo Scientific),
empleando metanol como solucidn blanco. Los resultados de capacidad antioxidante se
expresaron como equivalentes de Trolox por g de materia seca. Se realizaron curvas de
calibracion por triplicado con concentraciones de Trolox (Sigma-Aldrich) de 0, 0.10, 0.20,
0.30,0.40 y 0.50 mM y se midio su capacidad para decolorar el radical DPPH. Para el
calculo del porcentaje de inhibicion (I) se utilizo la ecuacion (2)

(28).

2
)
Donde As es la absorbancia de la muestra y Ac es la absorbancia de la solucion blanco.

I=(1-(4s/4)) x 100

Disefio experimental y analisis de datos

Se utilizd un disefio factorial 2x3 en el cual se evaluaron dos niveles de pretratamiento
(muestra fresca y muestra seca) y tres niveles de solvente (cloruro de colina-glicerol,
cloruro de colina acido malico y etanol 90%). Se realizé un analisis de varianza ANOVA
con un nivel de confianza del 95% empleando Minitab 19 ®. Las diferencias significativas
entre las medias se evaluaron utilizando el método de comparacion de Tukey.

Resultados y discusion
Contenido total de polifenoles y concentracion del extracto

En la figura 2 se muestra el efecto del secado y del tipo de solvente respecto al
contenido de polifenoles totales extraidos de las muestras de cascara de pifia,
representado en equivalentes de acido galico, con resultados que varian entre 3.62 y los
3442 mg EAG/g ms.
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Figura 2. Efecto del secado y el tipo de solvente sobre el contenido de polifenoles totales
en cascara de pifa. Las medias que no comparten una letra son significativamente
diferentes. Letras mayusculas indican diferencias entre pretratamiento, letras minusculas
indican diferencias entre solvente.

Se encontré que los extractos obtenidos a partir de muestras frescas con DES
presentaron valores mayores de polifenoles totales: 23.21 + 7.02 mg GAE/g ms para
cloruro de colina — acido malico y 34.42+ 13.6 mg GAE/g ms para cloruro de colina
glicerol. Estos valores fueron estadisticamente superiores a los obtenidos para las
muestras secas. El analisis estadistico mostrd que no existe interaccion entre los factores
estudiados, pero si un efecto significativo de cada uno de los factores analizados
individualmente. En general, se pudo extraer una mayor cantidad de compuestos
fendlicos cuando se usé como solvente cloruro de colina- glicerol. Esta conducta

se debe a que los DES tienen mejor comportamiento en presencia de agua debido

a que esta ayuda a disminuir su viscosidad facilitando el ingreso del solvente a la
matriz y la formacion de puentes de hidrégeno, y como consecuencia la extraccion de
componentes bioactivos (9,29).

Los valores obtenidos son similares a los encontrados en otros tipos de residuos
agroindustriales como cascara de naranja o de fresas (30).

La figura 3 muestra la concentracion de polifenoles en los extractos obtenidos para
muestras frescas y para muestras secas. Estas Ultimas presentaron valores superiores,
especificamente, 0.71 £+ 0.04 mg GAE/mL para cloruro de colina — glicerol y 0.46 + 0.11
mg GAE/mL para cloruro de colina — acido malico.

Figura 3. Efecto del secado y el tipo de solvente sobre la concentracién de
polifenoles totales en cascara de pifia. Las medias que no comparten una letra son
significativamente diferentes.



El analisis estadistico mostré diferencias significativas entre los tratamientos. Por otra
parte, se obtuvieron resultados significativamente superiores en las muestras secas
respecto a las muestras frescas, siendo mayor la concentracion obtenida en el extracto
con cloruro de colina y glicerol.

Los resultados de contenido total de polifenoles (figura 2) revelaron que las muestras
frescas tienen mejores resultados que las secas, mientras que los resultados de
concentracion tienen un comportamiento opuesto. Esto se debe a que, al utilizar un
mismo volumen de solvente para la extraccidbn en muestras secas y frescas, el extracto de
muestra seca presenta mayor concentracién de compuestos fenélicos debido al mayor
contenido de materia seca, y analogamente menor humedad que pueda interactuar en
el proceso.

En cuanto a la concentracidn obtenida en el extracto se obtuvieron valores similares a
los obtenidos por Sepulveda et al. (2018) con el proceso de auto hidrdlisis. Sin embargo,
esta metodologia presenta baja selectividad para polifenoles y mayor afinidad con
compuestos glicosidicos (3).

Rendimiento del proceso

En la figura 4 se observa el efecto del tipo de solvente en el rendimiento del extracto

en crudo de la cascara de pifia (fresca y seca). Se encontro que los extractos obtenidos
con muestras frescas y DES presentaron valores estadisticamente superiores a los
encontrados con etanol. Para cloruro de colina — acido malico, se obtuvo 7.79+ 0.18 % y
para cloruro de colina — glicerol se obtuvo 7+ 0.13 %.

Figura 4. Efecto del secado y el tipo de solvente sobre el rendimiento de extraccion. Las
medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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El analisis estadistico mostré que existe diferencias significativas entre los tratamientos.
Los mejores resultados para el rendimiento se obtuvieron en los extractos con

cloruro de colina-acido malico. Estos resultados muestran que el uso de tecnologias
ambientalmente sostenibles y solventes no contaminantes y GRAS es una alternativa
competitiva frente otros solventes (9). Los resultados presentados en este trabajo fueron
superiores a los encontrados para la extraccion asistida por microondas de compuestos
fendlicos de cascara de granada (31) e inferiores a los reportados en cascara de mango,
extraidos con otros solventes (18).

Se encontré ademas que la metodologia usada presentd entre un 20 y 30 % mas de
rendimiento que estudios similares para cascara de pifia, cascara de naranja y otras
matrices (3,9,26,32). Adicional a esto, es posible inferir que el secado pudo aumentar la
biodisponilidad de los compuestos fendlicos presentes en la pifia.

Actividad antioxidante de los extractos

En la figura 5 se presenta la relacion del efecto del solvente sobre la capacidad
antioxidante de los extractos de cascara de pifia (fresca y seca), representados en
equivalentes de Trolox. Las extracciones con DES en muestras frescas presentaron los
mayores valores de actividad antioxidante, los cuales fueron de 2.48 + 0.08 y 1.73 + 0.22
mM TE/g ms para la extraccién con cloruro de colina — acido malico y cloruro de colina -
glicerol, respectivamente. También se observo que para extraccion con etanol no existen
diferencias significativas entre muestras frescas y secas.

Figura 5. Efecto del secado y el tipo de solvente sobre la capacidad antioxidante
de los extractos de cascara de pifia. Las medias que no comparten una letra son
significativamente diferentes.



El analisis estadistico mostré que para la capacidad antioxidante el mejor tratamiento
fue cloruro de colina acido malico con muestra fresca; al igual que en las variables de
respuesta anteriormente mencionadas los DES tuvieron mejor comportamiento que el
etanol. Esto puede deberse a que los DES disminuyen su viscosidad en presencia de
agua facilitando la extraccion de componentes bioactivos que ademas, al no haber sido
expuestos a altas temperaturas de secado conservan su actividad antioxidante (33).

Porcentaje de inhibicion del radical DPPH

En la figura 6 se presenta el porcentaje de inhibicion del radical DPPH. Los resultados
obtenidos con muestras secas fueron 88.08 + 1.44 y 84.44 + 0.68 %, para cloruro de
colina — acido malico y cloruro de colina — glicerol, respectivamente.

Figura 6. Efecto del secado y el tipo de solvente sobre el porcentaje de inhibicion de del
radical DPPH de extractos de cascara de pifa. Las medias que no comparten una letra
son significativamente diferentes.

Todos los resultados fueron estadisticamente similares a excepcién del obtenido

en muestra fresca con etanol que tuvo un valor mucho menor. Estos resultados

son superiores a los reportados por autores como Sepulveda et al. (2018), quienes
obtuvieron porcentaje de inhibicion entre 34.3 + 7.9y 82.1 + 1.4 % y los encontrados
por Sousa y Correira (2012) quienes reportaron valores entre 76 y 81%

El porcentaje de inhibicion del radical DPPH esta determinado por la reactividad de un
antioxidante ante los radicales libres y se puede caracterizar segun la velocidad de tal
reaccion, en contraste con la actividad antioxidante, que mide la capacidad de retardar la
degradacion oxidativa (35). Debido a esto, el porcentaje de inhibicién puede tener mayor
relacidon con la concentracion del extracto que con el contenido total de polifenoles
obtenidos del proceso.
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La mayor capacidad antioxidante de los extractos obtenidos con DES en muestras
frescas se puede deber a una mejor interaccion del solvente con la matriz permitiendo la
extraccion de mayor cantidad de componentes con efecto antioxidante (29).

Conclusiones

El contenido total de polifenoles, el rendimiento y la actividad antioxidante fueron
mayores para las extracciones realizadas con DES comparadas con las de etanol que es
un solvente de alto costo y de alto impacto ambiental. Se evidencié que el secado como
pretratamiento tuvo efecto negativo, siendo los resultados estadisticamente superiores
para muestras secas para las variables mencionadas. En general, la mezcla cloruro de
colina con acido malico presentd mejores resultados en dicha variable de respuesta.

La técnica utilizada de extraccion combinada con los solventes DES, presentd
rendimientos similares en comparacion a investigaciones anteriores de extraccion de
compuestos fendélicos con diversas metodologias y solventes.

Adicionalmente, se considera que los DES y la extraccion asistida por microondas con
muestra fresca son una alternativa viable para la obtencion de dichos extractos a escala
industrial por ser econémicos, GRAS ecolégicos y eventualmente la metodologia podria
ser implementada a escala industrial.
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