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RESUMEN

Buscar alternativas para el aprovechamiento de los subproductos constituye una prioridad
para disminuir la contaminacion ambiental y generar valor agregado a la actividad
agroindustrial. El objetivo de esta investigacion fue extraer y evaluar los compuestos fenolicos
en subproductos de mango (Mangifera indica L.) variedad Tomy Atkins. A partir de la piel y
pulpa agotada se obtuvo extractos con etanol, etanol-agua (50:50 v/v) y agua a 20, 40y 60°C,
en los que se determiné el contenido de fenoles totales mediante el método Folin Ciocalteu,
capacidad antioxidante por los métodos DPPH y FRAP, ademas se valor6 el pardmetro ICso.
Los extractos etanol-agua (50:50 v/v) presentaron mayor contenido de fenoles totales
(1421,11-1701,35 mg EAG/100 g) y capacidad antioxidante que los otros extractos: 137,51-
178,00 uM ET/g por DPPH y 97,23-122,14 uM ET/g por FRAP; resultados que confirman las
propiedades de los subproductos de mango como buenas fuentes de compuestos fendlicos

con capacidad antioxidante.

PALABRAS CLAVE: Capacidad antioxidante, etanol-agua, fenoles totales, subproductos de

mango.



ABSTRACT

Search for alternatives to use the by-products is a priority to reduce environmental pollution
and generate added value to the agroindustrial activity. The aim of this research was to extract
and evaluate the phenolic compounds in by-products of mango (Mangifera indica L.) variety
Tomy Atkins. The extracts were obtained from skin and exhausted pulp with ethanol, ethanol-
water (50:50 v/v) and water at 20, 40 and 60 °C, in which the total phenol content was
determined by the method Folin Ciocalteu, antioxidant capacity by DPPH and FRAP methods,
additionally the ICso parameter was valued. The ethanol-water (50:50 v/v) extracts showed
higher total phenol content (1421,11-1701,35 mg EAG/100 g) and antioxidant capacity than
the other extracts: 137,51-178,00 uM ET/g by DPPH method and 97,23-122,14 uM ET/g by
FRAP method; results prove the properties of mango by-products as good sources of phenolic

compounds with antioxidant capacity.

KEYWORDS: Antioxidant capacity, ethanol-water, total phenols, mango by-products.



INTRODUCCION

El mango (Mangifera Indica L.) es una fruta rica en compuestos bioactivos, la parte comestible
constituye unicamente del 40 al 65% del peso total del fruto (Ajila et al., 2010; Barreto et al.,
2008; Kim et al., 2010); la piel, pulpa agotada y semilla (subproductos) derivadas del consumo
directo o procesamiento, forman parte de los 1300 millones de toneladas de pérdidas y
desperdicio de alimentos generados anualmente a nivel mundial, que contaminan el medio
ambiente; pues los alimentos en desintegracion producen metano que es 25 veces mas
potente que el diéxido de carbono (FAO, 2012; FAO 2016). El potencial de los subproductos
de mango como fuente promisoria de compuestos hioactivos, motivd esta investigacién con
el objetivo de evaluar los compuestos fendlicos y su capacidad antioxidante en extractos
obtenidos de la piel y pulpa agotada mediante maceracion dindmica utilizando solventes

verdes (etanol y agua) y diferentes temperaturas de extraccion (20, 40 y 60 °C).

Los resultados logrados indican que la mezcla etanol-agua (50:50 v/v) permite obtener
extractos con compuestos fendlicos y capacidad antioxidante superiores a los reportados por
otros autores y comparables a los de la pulpa de acai, considerada con buenas propiedades
antioxidantes benéficas para la salud (Rufino et al., 2011; Schauss et al., 2006); esto abre la
posibilidad a la Universidad Técnica Particular de Loja de generar alternativas transferibles a
la industria para el aprovechamiento de los subproductos como ingredientes alimentarios. El
uso de los subproductos potenciard el desarrollo econémico del sector agroindustrial y

contribuird a la disminucion del desperdicio de alimentos y contaminacién ambiental.

El capitulo 1 de este trabajo muestra una revision bibliogréafica de las caracteristicas de los
subproductos de mango, definiciones de compuestos fendlicos, actividad antioxidante y
fundamentos de los métodos analiticos para su cuantificaciéon. El capitulo de Materiales y
Métodos se centra en detallar el procedimiento de obtencion de los extractos, el método
colorimétrico Folin Ciocalteu para la cuantificacion de fenoles totales, los métodos DPPH y
FRAP para medir actividad antioxidante, y el de ICso por el método DPPH. El andlisis del
comportamiento de los extractos obtenidos con los diferentes tratamientos y la comparacion

de los resultados con datos bibliograficos se indican en el capitulo de Resultados y Discusion.



1. REVISION DE LITERATURA



1.1. Subproductos de mango

En paises tropicales el mango (Mangifera Indica L.) es una de las frutas més comercializadas
y consumidas en forma fresca y procesada; a nivel mundial se cultivan mas de 1000
variedades (Oliveira et al., 2016). Asimismo, la cantidad de subproductos de mango
generados por la industria es muy alta, Berardini et al. (2005) afirman que dependiendo de la
variedad, estos constituyen del 35% al 60% del peso total del fruto; la piel representa entre el
15y 20%, la semilla del 13 al 29% (Ashoush & Gadallah, 2011; Sumaya et al., 2012).

Varios estudios atribuyen al mango y a sus subproductos propiedades antiinflamatorias,
antioxidantes, antimicrobianas, anticancerigenas, analgésicas e hipoglucemiantes (Masibo &
He, 2009; Olivera, 2013; Vega-Vega et al., 2013), ligadas al contenido de compuestos
bioactivos como polifenoles (antocianinas, catequina, epicatequina y mangiferina),
carotenoides y fibra dietaria; siendo la mangiferina el compuesto fendlico con mayor presencia
(1690,4 + 134,8 mg/kg de piel de mango en BS) (Berardini et al., 2005; Olivera, 2013). Los
principales compuestos encontrados en los subproductos de mango (piel y semilla) se

exponen en la Figura 1.

Almidon, fibra, lipidos,
esteroles (campesterol,
estigmaesterol, - sitosterol),
tocoferoles.

— Semilla

Mango

Fibra antioxidante, minerales,
polifenoles (mangiferina,
guercitinas, antocianinas,

isomangiferina, mangiferina
galato, isomangiferina galato,
acido eleagico), mono y di
terpenos.

— Piel

Figura 1. Compuestos nutricionales y funcionales en subproductos de mango
Fuente: Berardini et al. (2005); Jahurul et al. (2015)
Elaboracion: La autora

En la actualidad se ha incorporado subproductos de mango como ingredientes en pastas y
productos de panaderia; convirtiéndolos en alimentos con bajo contenido calorico, ricos en
fibra y con posibles propiedades funcionales (Ajila et al., 2010; Ajila et al., 2008; Ashoush &
Gadallah, 2011; Vergara-Valencia et al., 2007).



1.2. Compuestos fendlicos

Son productos secundarios del metabolismo de las plantas (Pérez-Jiménez & Torres, 2011),
su propiedad de 6xido-reduccién (redox) les permite actuar como agentes secuestrantes de
radicales libres, ademas, actlan como agentes quelantes, inactivan cadenas de radicales
libres de lipidos y previenen la conversion de hidroperdxidos a oxiradicales reactivos
(Afanas’ev et al., 1989; Martinez et al., 2012).

Usando diferentes combinaciones de agua y solventes organicos se puede obtener,
dependiendo de su polaridad, extractos con especificos compuestos fendlicos “compuestos
fendlicos extraibles” como flavonoides (catequinas, antocianinas, flavonas e isoflavonas),
acidos fendlicos, estilbenos, ligninas y otros polifenoles. Los “compuestos fendlicos no
extraibles” que permanecen en la matriz alimentaria (residuos de la extraccién), son las
proantocianidinas, taninos hidrolizables y oligdmeros de &cidos fendlicos (Pérez-Jiménez &
Torres, 2011).

1.2.1. Cuantificacion de fenoles totales.

Es un analisis colorimétrico basado en el reactivo Folin Ciocalteu (FCR). La reaccién entre los
compuestos fendlicos y el FCR es producida a través del mecanismo de transferencia de
electrones en un medio alcalino (pH ~ 10) que causa la disociacién de un protdn fendélico que
da lugar a un anién fenolato, el cual es capaz de reducir el FCR, formando asi complejos de
coloracién azul que son independientes de la estructura del compuesto fenélico (Huang et al.,
2005; Singleton et al., 1999); su absorbancia se mide a una longitud de onda de 725 nm
(Thaipong et al., 2006). La naturaleza quimica del FCR no ha sido exactamente definida, sin
embargo el ensayo es reproducible y de facil aplicacion (Huang et al., 2005). Este parametro
se puede utilizar como un indicador preliminar de la capacidad antioxidante de frutas y
vegetales (Martinez et al., 2012; Viuda-Martos et al., 2011).

1.3. Radicales libres y antioxidantes

Los radicales libres son especies de oxigeno reactivas (ROS), que se producen
espontaneamente en sistemas bioldgicos como consecuencia de procesos metabdlicos y del
medio ambiente (Singh & Singh, 2008). La acumulacién de ROS puede aumentar el estrés
oxidativo (Mishra et al., 2012), provocando dafios en moléculas bioldgicas, principalmente en
el ADN, lipidos y proteinas (Guo et al., 2003), desencadenando enfermedades degenerativas
como Alzhéimer, diabetes, arteriosclerosis, inflamatorias y otras (Noguchi & Niki, 2000; Singh
& Singh, 2008).



Benzie y Strain (1996) definen a un antioxidante como “una sustancia que, cuando esta
presente en concentraciones bajas en comparacion con las de un sustrato oxidable, previene
significativamente o retrasa la oxidacion de dicho sustrato”, de esta manera combaten los
radicales libres interviniendo en cualquiera de las tres fases del proceso oxidativo (iniciacion,
propagacion y terminacion) (Cui et al., 2004). Los antioxidantes se clasifican en enzimaticos
y no enziméticos, dentro de éste ultimo se encuentran los flavonoides, acidos fendlicos,
carotenoides, vitaminas como &cido ascoérbico, tocoferol, y otros (Carocho & Ferreira, 2013);
cuyas principales fuentes son los vegetales, frutas y algunos aceites vegetales (McDermott,
2000).

1.3.1. Cuantificacion de capacidad antioxidante.

El mecanismo de accion de un antioxidante para captar radicales libres puede ser la
transferencia de un electron (SET) o de un atomo de Hidrégeno (HAT). Los métodos analiticos
basados en SET miden la habilidad del antioxidante para transferir un electron, reduciendo
asi un compuesto en especifico, que pueden ser metales, carbonilos y radicales; y los basados
en HAT miden la capacidad del antioxidante para captar radicales por donacion de hidrégeno
(Huang et al., 2005; Prior et al., 2005; Wright et al., 2001).

Cada uno de los métodos generalmente utilizados para la cuantificacion de la capacidad
antioxidante miden diferentes parametros. FRAP mide la capacidad de reduccion de metales,
DPPH y ABTS la capacidad de reduccion de radicales organicos y TRAP y ORAC la capacidad
de reduccion del radical peroéxilo; por lo que es necesario combinar al menos dos de éstos
para obtener datos precisos sobre la actividad antioxidante en un sistema (Alves et al., 2010;

Pérez-Jiménez et al., 2008).
1.3.1.1. DPPH.

Este método fue descrito por Brand-Williams et al. (1995), para evaluar la actividad
antioxidante de un compuesto mediante su reaccion con el radical estable DPPH (2,2-difenil-
1-picrihidracil). Inicialmente se consider6 que el principio de éste método se basaba en la
transferencia de un &tomo de hidrogeno del antioxidante al radical libre DPPH, provocando la
reduccion del cation DPPH™ a DPPH2; pero actualmente, varios estudios han demostrado que
la reaccion consiste en la transferencia de un electron desde los aniones fenéxido al radical
DPPH, provocando una decoloracion de purpura a amarillo (Foti et al., 2004; Huang et al.,
2005; Kedare & Singh, 2011; Mishra et al., 2012), que es evaluada a una longitud de onda de
515 nm (Thaipong et al., 2006).



1.3.1.2. FRAP.
Es un método SET que cuantifica el poder de reduccion férrica de un antioxidante, basado en
la habilidad de éste en un medio de pH bajo, para reducir el complejo férrico 2,4,6-tripiridil-s-
triazina (TPTZ-Fe*®) a su forma ferrosa (TPTZ-Fe*?), generando una coloraciéon azul con una
méxima absorbancia a 593 nm. Es un método de aplicacion rapida y sencilla, ya que no es
necesario un pretratamiento de las muestras, los factores estequiométricos son constantes y

la linealidad se mantiene en un rango amplio (Benzie & Strain, 1996; Benzie & Strain, 1999).

1.3.1.3. Concentracién media inhibitoria (ICso).

El parametro ICso, €s una forma muy usada para expresar la capacidad antioxidante y se
define como la concentracion requerida del antioxidante para reducir en un 50% la cantidad
inicial de DPPH (Brand-Williams et al., 1995; Pérez-Jiménez et al., 2008), mientras mayor
capacidad antioxidante tenga una muestra menor sera su ICso (Pérez-Jiménez et al., 2007).
Su calculo se realiza mediante una curva en la que se grafica la concentracion del extracto
antioxidante (eje x) frente a su porcentaje de inhibicién de DPPH (eje y) (Ajila et al., 2010;
Scherer & Godoy, 2009).

1.3.1.4. indice de actividad antioxidante (AAI).

A pesar de que el método DPPH es usado universalmente, el cotejo de los resultados se
complica debido a la falta de uniformidad al expresarlos; por otro lado el parametro ICso
obtenido en extractos de origen vegetal esta en funcién de la concentracién final de DPPH
utilizada, lo que tampoco permite comparar resultados de forma adecuada; por lo que Scherer
y Godoy (2009) plantean utilizar el indice de actividad antioxidante (AAI) como un mecanismo
para estandarizar la forma de expresar los resultados de la actividad antioxidante. El AAl
muestra la relacién entre la concentracién de DPPH en la solucion de trabajo y el parametro
ICs0. LOs autores clasifican a los extractos que muestran un AAl < 0,5 como de baja actividad
antioxidante, a aquellos con AAl entre 0,5 y 1 con actividad moderada; mientras que los que
presentan un AAl entre 1y 2 se consideran con alta actividad antioxidante y con actividad muy

alta a los extractos con un AAl > 2.



2. MATERIALES Y METODOS



2.1. Muestras y preparaciéon de las muestras

Para el presente trabajo se utilizé la mezcla de pulpa agotada (posterior a la extraccion del
jugo) y piel de mango (Mangifera indica L.) variedad Tomy Atkins, procedente de la provincia
de Guayas. La deshidratacion de los subproductos se realizé en una estufa de conveccion
forzada a 60 °C £ 1 °C para evitar la pérdida significativa de capacidad antioxidante (Pérez-
Jiménez & Saura-Calixto, 2007), durante 48 horas. Para facilitar la molienda se aplicé una pre
trituracion en un molino mecanico manual y luego se utilizé el molino ultracentrifugo marca

Retsch ZM 200, hasta obtener un tamafio de particula final <355 um.
2.1.1. Determinacién del contenido de humedad.

Segun lo descrito en la norma AOAC 934.06 para humedad en frutas deshidratadas, se
colocaron 5 g de muestra (Pinicia) €n capsulas previamente secadas. Las muestras fueron
sometidas a un tratamiento de deshidratacion al vacio (- 0,05 MPa) a 70°C + 1°C durante 6
horas, luego fueron enfriadas en un desecador por 1 hora y pesadas; se aplicé el mismo
procedimiento hasta que la muestra presenté un peso constante (Pina). ElI contenido de
humedad (Anexo A) se obtuvo por pérdida de peso, utilizando la siguiente férmula:

Contenido de Humedad = Zicial=Prinal + 1 0

inicial
2.2. Obtencién de extractos

Los tratamientos aplicados (Tabla 1) fueron definidos mediante un disefio experimental
estadistico factorial, utilizando el programa STATGRAPHICS CENTURION XVI. Etanol, agua
y mezcla de éstos en proporcion 50:50 fueron utilizados como solvente, en funcién de su

inocuidad para el uso en alimentos.

Tabla 1. Tratamientos definidos para la obtencién de extractos

Solvente Temperatura (°C)
Etanol 20
Agua 20
Etanol-agua (50:50 v/v) 60
Etanol 40
Agua 60
Etanol-agua (50:50 v/v) 40
Etanol 60
Etanol-agua (50:50 v/v) 20
Agua 40

Elaboraciéon: La autora
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Se colocd 1 g de subproducto en un frasco boeco y se adicionaron 20 mL de solvente
(muestra-solvente 1:20) (Rojas Jiménez, 2014; Sogi et al., 2013); la mezcla fue calentada en
bafio maria con agitacion constante (maceracion dinamica) de 2500 rpm durante 1 hora y 30
minutos y sometida a centrifugacion a 2790 rpm por 30 minutos en una centrifuga marca CLAY
ADAMS® Brand DYNAC® (Becton, Dickinson and Company, MD, USA); se registrd el peso
tanto del sobrenadante como de la fraccidbn sdlida, ésta ultima fue desechada. El
sobrenadante fue almacenado en congelacion en tubos de centrifuga, previamente forrados

con papel aluminio, hasta su uso.
2.2.2. Determinacién de la concentracion inicial de los extractos.

Se colocaron 2 mL de cada extracto a analizar (alicuota) en viales previamente secados y
pesados (Pvial), se realizé un tratamiento de evaporacién en una estufa de conveccion forzada,
con incremento progresivo de temperatura desde 40°C hasta 100°C + 1°C, manteniéndolos a
100°C durante 6 horas, luego fueron enfriados en un desecador por 1 hora y pesados; se
aplic6 el mismo procedimiento hasta que presentaron un peso constante (Pfna). La
concentracion inicial (Anexo B) se obtuvo por pérdida de peso, utilizando la siguiente formula:

Prinal—Pyial
o = fmal_vial

Concentracién de extract -
alicuota

2.3. Cuantificacién de fenoles totales

El método colorimétrico de Folin Ciocalteu en base a lo descrito por Swain y Hills (1959) con
modificaciones de Thaipong et al. (2006), fue aplicado para determinar el contenido de fenoles
totales en las muestras, utilizando acido galico como estandar; la lectura de las absorbancias
se efectud en un espectrofotometro Visible 6400, JENWAY ®, calibrado previamente con agua
destilada. El procedimiento que se empled se detalla en la Figura 2 y los célculos en el Anexo
C.

a. Preparacion de solucion madre de acido galico

Pesar 20 mg de &cido galico en un balén de aforo
de 10 mL

Aforar a 10 mL con metanol
(Solucién madre de &cido gélico. Co=1,95 mg/mL)
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b. Preparacion de estandares para la curva de calibracion

Thaipong et al. (2006) establecen que la linealidad del método para la curva de

calibracion estd en el rango de 0 a 0,1 mg/mL, por lo que se tomé alicuotas de tal

forma que las concentraciones de los estdndares estén dentro de ese rango.

Tomar alicuotas de la soluciéon
madre de acido galico en balones
de 10 mL

OmL

0,05 mL 0,1 mL 0,2 mL 0,3 mL 0,4 mL

0,5mL

\

J J J

J

J

Aforar a 10 mL con metanol

c. Lectura de absorbancias

Colocar 150 L de estandar en un vial ambar

J

Adicionar 2400 uL de agua destilada

\

Adicionar 150 pL de Folin Ciocalteu 0,25 N

J

Agitar durante 5 minutos

Dejar reaccionar durante 3 minutos

Adicionar 300 uL de carbonato de sodio 1N

Dejar reaccionar 2 horas en oscuridad, a
temperatura ambiente

Realizar la lectura a 725 nm

Figura 2. Procedimiento empleado para el método Folin Ciocalteu
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Con los valores de las absorbancias se construy6 la curva de calibracion, graficando la
concentracion calculada del estandar (Anexo C) en el eje X vs la absorbancia en el eje Y, cuyo
coeficiente de correlacion (R?) debe ser mayor a 0,99.

Para la lectura de las absorbancias de los extractos se sigui6 el mismo procedimiento indicado
en el literal ¢ de la Figura 2; recalcando que en lugar de tomar 150 pL de estandar, se tomaron
150 puL de cada extracto a analizar. Los valores de las absorbancias de los extractos deben
ubicarse dentro del rango de los valores de la curva de calibracion, siendo lo éptimo que no
estén en los extremos de ésta. Los resultados fueron calculados mediante un retroceso,
iniciado con la ecuacion de la recta dada por la curva de calibracién:

y=mx+b
Donde:
y = absorbancia (nm)
m = pendiente
X = concentraciéon
b = interseccion

Los resultados se expresaron en miligramos equivalentes de Acido Gaélico por cada 100

gramos de muestra en base seca (mg EAG/100 g de muestra BS).
2.4. Determinacién de actividad antioxidante

Considerando que la actividad antioxidante de un extracto viene dada por interacciones
sinérgicas entre varios compuestos y por el modo de acciéon de cada uno de ellos (Pérez-
Jiménez et al., 2007), se aplicaron los métodos DPPH y FRAP para evaluarla de manera

adecuada.
2.4.1. Método DPPH.

Se utilizo la técnica descrita por Brand-Williams et al. (1995) con modificaciones de Thaipong
et al. (2006), que mide en el extracto antioxidante la capacidad para atrapar el radical libre
DPPH (2,2-difenil-1-picrihidracil) (Sharma & Bhat, 2009). Trolox fue utilizado como estandar y
la lectura de las absorbancias se llevé a cabo en un espectrofotometro Visible 6400,
JENWAY®, previamente calibrado con metanol. El procedimiento seguido se detalla en la

Figura 3 y los calculos realizados en el Anexo D.
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a. Preparacién de solucion madre DPPH

Pesar 24 mg de DPPH en un Aforar a 100 mL con metanol
balén de aforo de 100 mL (solucion madre DPPH)

b. Preparacion de solucion de trabajo DPPH

Colocar 10 mL de solucién
madre en un frasco boeco

\}

‘ Adicionar 45 mL de metanol ‘

\’

‘ Medir la absorbancia a 515 nm ‘

\’

Ajustar la  absorbancia a
1,1+0,02 con metanol o solucion
madre

Si la absorbancia es:

21,12 nm adicionar metanol
<1,08 nm adicionar solucion
madre

c. Preparacion de solucion madre de Trolox

Pesar 12,5 mg de Trolox en un balén de
aforo de 50 mL

Aforar a 50 mL con metanol
(Solucién madre de Trolox. Co= 968,88 uM)

d. Preparacion de estandares para la curva de calibracién
La linealidad de éste método para la curva de calibracién esta aproximadamente
en el rango de 25 a 800 uM Trolox (Thaipong et al., 2006), por lo que se toméd

alicuotas de tal forma que las concentraciones de los estandares estén dentro de

ese rango.

Tomar alicuotas de la solucién madre

de Trolox en balones de 10 mL

v \ v v v v v \’

0,2 mL 1mL 2 mL 3mL 4 mL 5mL 6 mL 7 mL 8 mL

\’ \’ \’ \’ \’ \’ \’ v

Aforar a 10 mL con metanol
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e. Lectura de las absorbancias

Colocar 150 pL de estandar en un vial ambar

\/

Adicionar 2850 uL de solucién de trabajo DPPH

\/

Dejar reaccionar durante 24 horas en oscuridad,
a temperatura ambiente

\/

Leer las absorbancias a 515 nm

Figura 3. Procedimiento para método DPPH.

Con los valores de las absorbancias se construyd la curva de calibracién, graficando la
concentracion calculada del estandar (Anexo D) en el eje X vs la absorbancia en el eje Y, cuyo

coeficiente de correlacion (R?) debe ser mayor a 0,99.

Para la lectura de las absorbancias de los extractos se siguié el mismo procedimiento indicado
en el item e de la Figura 3; recalcando que en lugar de tomar 150 pL de estandar, se tomaron
150 pL de cada extracto a analizar. Los valores de las absorbancias de los extractos deben
ubicarse dentro del rango de los valores de la curva de calibracion, siendo lo 6ptimo que no
estén en los extremos de ésta. Los resultados fueron calculados mediante un retroceso,
iniciado con la ecuacion de la recta dada por la curva de calibracion y se expresaron en
micromoles equivalentes de Trolox por gramo de muestra en base seca (UM ET/g de muestra
BS).

y=mx+Db
Donde:
y = absorbancia (nm)
m = pendiente
X = concentracion
b = interseccién
2.4.2. Método FRAP.

El método descrito por Benzie y Strain (1996) con modificaciones de Thaipong et al. (2006)
fue aplicado para cuantificar el poder de reduccion férrica en los extractos antioxidantes. Se

utilizé como patrén de referencia el reactivo Trolox y la lectura de las absorbancias fue
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realizada en un espectrofotometro Visible 6400, JENWAY ®, previamente calibrado con agua
destilada. El procedimiento aplicado se encuentra en la Figura 4 y los calculos realizados en
el Anexo E.

a. Preparacion de solucién madre de Trolox

Pesar 12,5 mg de Trolox en un balén de
aforo de 50 mL

Aforar a 50 mL con metanol
(Solucién madre de Trolox. Co= 968,88 uM)

b. Preparaciéon de estandares para la curva de calibracion
La linealidad de éste método para la curva de calibracion esta aproximadamente en el
rango de 25 a 800 uM Trolox (Thaipong et al., 2006), por lo que se tomé alicuotas de

tal forma que las concentraciones de los estandares estén dentro de ese rango.

Tomar alicuotas de la soluciéon madre

de Trolox en balones de 10 mL

v v v v v v v \’

0,2 mL 1mL 2 mL 3mL 4 mL 5mL 6 mL 7 mL 8 mL

\’ \’ \’ \’ \’ \’ \’ v

Aforar a 10 mL con metanol

c. Preparacion de solucién de trabajo

Pesar 3,1 g de acetato
de sodio + 16 mL de Pesar 78 mg de TPTZ

acido acético

\’ \’ \’

Pesar 134 mg de
cloruro férrico

Aforar a 1000 mL con Aforar a 25 mL con Aforar a 25 mL con
agua destilada acido clorhidrico 40 mM agua destilada
Solucién 1: Solucién 2: Solucién 3:
Buffer de acetato (pH 3,6) TPTZ 10 mM Cloruro Férrico 20 mM

Mezclar las soluciones 1,2y 3
en proporciones 10:1:1

\’

Calentar hasta 37°C
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d. Lectura de absorbancias

Colocar 150 pL de estandar en vial ambar

\

Adicionar 2850 pL de solucién de trabajo

\’

Dejar reaccionar durante 30 minutos en
oscuridad a temperatura ambiente

\’

Leer absorbancias a 593 nm

Figura 4. Procedimiento aplicado para método FRAP

Con los valores de las absorbancias se construy6 la curva de calibracion, graficando la
concentracion calculada del estandar (Anexo E) en el eje X vs la absorbancia en el eje Y, cuyo

coeficiente de correlacion (R?) debe ser mayor a 0,99.

Para la lectura de las absorbancias de los extractos se siguié el mismo procedimiento indicado
en el item d de la Figura 4; recalcando que en lugar de tomar 150 pL de estandar, se tomaron
150 uL de cada extracto a analizar. Los valores de las absorbancias de los extractos deben
ubicarse dentro del rango de los valores de la curva de calibracion, siendo lo 6ptimo que no
estén en los extremos de ésta. Los resultados fueron calculados mediante un retroceso,
iniciado con la ecuacién de la recta dada por la curva de calibracion y se expresaron en
micromoles equivalentes de Trolox por gramo de muestra en base seca (UM ET/g de muestra
BS).

y=mx+b
Donde:
y = absorbancia (nm)
m = pendiente
X = concentracion
b = interseccion
2.4.3. 1Cso y AAL

La concentracién media inhibitoria (ICso) se determind Unicamente en los extractos obtenidos
con los tratamientos etanol-agua (50:50 v/v) a 20 y 40°C; los mismos que presentaron mayor

capacidad para disminuir el radical libre DPPH y mayor poder de reduccién férrica que los
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demés. Se utiliz6 el procedimiento descrito por Scherer y Godoy (2009), usando como
estandar DPPH y la lectura de las absorbancias fue realizada en un espectrofotémetro Visible
6400, JENWAY ®, previamente calibrado con etanol. El procedimiento seguido se detalla en
la Figura 5 y los célculos realizados en el Anexo F.

a. Preparacion de estdndar 1 (E1) de DPPH para curva de calibracion

Pesar 2,76 mg de DPPH en un Aforar a 100 mL con etanol
balén de aforo de 100 mL (Estandar 1. Co= 27,60 pg/mL)

b. Preparacion de estandares para la curva de calibracion

E2: 8,57 mL

E3: 7,14 mL

E4: 571 mL

ES: 4,29 mL

vobov v
v v b b

E6: 2,86 mL

Tomar alicuotas
del estandar 1 . Aforar a 10 mL

(E1) de DPPH en Er:143mL con etanol

balones de 10 mL

E8: 1,29 mL

E9: 1,07 mL

E10: 0,93 mL

v v by

E11: 0,86 mL

b b

—> E12:0,71 mL

c. Lectura de absorbancias de estandares*

Colocar una alicuota de cada
estandar (E1-E12) en una Leer las absorbancias a 517 nm

celda para espectrofotdmetro

d. Preparacion de solucion madre DPPH

Pesar 11,83 mg de DPPH en Aforar a 50 mL con etanol
un balén de aforo de 50 mL (solucion madre DPPH)
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e. Preparacién de solucion de trabajo DPPH

Colocar 2,5 mL de solucién madre
en un balén de aforo de 25 mL

%

Aforara 25 mL con etanol
(solucién de trabajo DPPH)

i

Leer absorbancia a 517 nm

f. Preparacion de concentraciones de extracto antioxidante

Tomar 0,5 mL de extracto y
adicionar 0,5 mL de etanol

Concentracién 1 (C1)

Tomar 0,5mLde Cly
adicionar 0,5 mL de etanol

Concentracion 2 (C2)

Tomar 0,5mL de C2y
adicionar 0,5 mL de etanol

Concentracion 3 (C3)

Tomar 0,5 mL de C3y
adicionar 0,5 mL de etanol

Concentracion 4 (C4)

Tomar 0,5 mL de C4y
adicionar 0,5 mL de etanol

Concentracion 5 (C5)

Tomar 0,5mL de C5y
adicionar 0,5 mL de etanol

Concentracién 6 (C6)

Tomar 0,5 mL de C6 y
adicionar 0,5 mL de etanol

Concentraciéon 7 (C7)

g. Lectura de absorbancias de concentraciones de extracto

Colocar 90 pL de cada concentracion de extracto
en un vial ambar

\’

Adicionar 3510 uL de solucién de trabajo DPPH

\’

Leer la absorbancia a 517 nm **

Figura 5. Procedimiento para ICso

*Realizar la lectura de absorbancias de los estandares para curva de calibracion inmediatamente después
de su preparacion.
** | eer las absorbancias cada 30 minutos, hasta que ésta no varie (dato que se utiliza para los célculos).
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Con los valores de las absorbancias de los estandares (Figura 5 literal d.) se construyo la
curva de calibracion, graficando la concentracion del estandar (Anexo F) en el eje X vs la
absorbancia en el eje Y, cuyo coeficiente de correlacion (R?) debe ser mayor a 0,99.

En la ecuacion de la recta dada por la curva de calibracion:
y=mx+b

Donde:

y = absorbancia (nm)

m = pendiente

X = concentracion

b = interseccion

Para obtener la concentracion de DPPH en el tiempo 0 se reemplazé en (y) el valor de la
absorbancia de la solucién de trabajo DPPH, y la concentracién de DPPH en el tiempo (t) fue
calculada reemplazando en (y) las absorbancias de las concentraciones de los extractos, se
trabajé con las absorbancias medidas a los 90 minutos las mismas que deben ubicarse dentro

del rango de la curva de calibracién.
El % de inhibicion de DPPH fue calculado con la siguiente férmula:
Concentracién de DPPH en el tiempo (t) (mol/L)

% de inhibicion de DPPH = *100
Concentracion de DPPH en el tiempo 0 (mol/L)

El valor de ICs se determind gréaficamente, construyendo una curva con la concentracion
calculada del extracto antioxidante en el eje X, obtenida a partir de la concentracion inicial de
los extractos analizados, vs. el % de inhibicion de DPPH en el eje Y; de esta curva se obtuvo

una ecuacion polindbmica:
y=ax’+bx+c

Se despejo x para conocer la concentracion del extracto que disminuye en un 50% la
concentracion de DPPH. La concentracién calculada del extracto fue determinada a partir de
la concentracion inicial de los extractos analizados, obtenida mediante el método detallado en

el literal 3.2.1. de éste capitulo; los valores obtenidos se indican en la Tabla 2.
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Tabla 2. Concentracion inicial de los extractos utilizados para I1Cso

Temperaturade Concentracion

Sec))(lt\? 22:;?édne extraccion del extracto
() (Hg/mL)
Etanol-agua 28655
(50:50 viv) 20 29100
28850
Etanol-agua 28750
(50:50 VIv) 40 28740
28565

Elaboracion: La autora

El indice de actividad antioxidante (AAl) fue calculado con la siguiente férmula:

Concentracion de DPPH en el tiempo 0 (ug/mL)
I1Cso (pg/mL)

AAl =

2.5. Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron expresados como media + desviacion estandar y utilizando
el programa Minitab 16 fueron estadisticamente tratados mediante un andlisis de varianza
(ANOVA), y la aplicacién del test de rango multiple (Tukey) con 95% de intervalo de confianza
(Anexo G) permitié determinar la diferencia significativa del contenido fendlico y capacidad

antioxidante entre los tratamientos aplicados para la obtencion de extractos.

21



3. RESULTADOS Y DISCUSION



3.1. Concentracion inicial de extractos
La concentracion inicial de los extractos analizados se encuentra expuesta en la Tabla 3.

Tabla 3. Concentracion inicial de los extractos de subproductos de mango

Temperaturade Concentracion inicial de los
Solvente de

extraccion extraccioén extracto
(°C) (hg/mL)
20 9228,33 + 379,3
Etanol 40 11980,00 + 1996,8
60 12868,33 + 8537
20 28868,33 + 223,1
E(g%rjggfl%a 40 28685,00 + 104,0
60 20833,33 + 11485
20 27625,00 + 23797
Agua 40 30293,33 + 1194,4
60 33426,67 + 18989

Elaboracion: La autora
Los valores presentados corresponden a la media + desviacion estandar de tres repeticiones.
3.2.  Fenoles Totales

Los extractos obtenidos con etanol-agua (50:50 v/v) a diferentes temperaturas presentaron el
mayor contenido de fenoles totales (Tabla 4), no existiendo diferencia significativa entre ellos;
mientras que los obtenidos con etanol fueron diferentes entre si, de éstos el tratamiento a
60°C fue el que mostré mayor contenido de compuestos fendlicos. En los extractos acuosos
se observo un comportamiento diferente, el mayor valor se obtuvo en la extraccién a 40 °C, y

no existi6 diferencia significativa entre las extracciones a 20 y 60°C.

En el caso de las extracciones con etanol, el contenido de fenoles totales fue influenciado
positivamente por el incremento de la temperatura de extraccion; con etanol-agua (50:50 v/v)

no se observé una clara relacion entre la temperatura y los valores de fenoles totales.

La extracciéon etanol-agua (50:50 v/v) fue la mas eficiente, debido a que los solventes se
complementan entre si, el etanol extrae el grupo de compuestos fendlicos menos polares
(taninos, flavonoles), mientras que el agua extrae los compuestos mas polares (antocianinas,
terpenoides) (Azmir et al., 2013; Cowan, 1999; Dorta et al., 2012; Dorta Pérez, 2014).

En todos los tratamientos el contenido de fenoles de subproductos de mango fue superior al
de subproductos (piel y pulpa) de guayaba (85 mg EAG/100 g) (Jiménez-Escrig et al., 2001)
y al reportado por Vasco, et al. (2008) para la fraccion comestible de mango (60 mg EAG/100
g), guayaba (462 mg EAG/100 g) y maracuya (61 mg EAG/100 g); sin embargo fue inferior al

23



de semilla de mango deshidratada (12535 mg EAG/100 g), subproductos de uva blanca (7850
mg EAG/100 g) y tuna verde (2760 mg EAG/100 g) (Bensadon et al., 2010; Sanchez-Alonso
et al., 2008; Sogi et al., 2013). Es importante resaltar que el contenido de fenoles totales
determinado en los extractos etanol-agua (50:50 v/v) fue similar al reportado para la pulpa
(1500 mg EAG/100g) y mezcla liofilizada de pulpa y piel de acai (1390 mg EAG/100g),
considerado como fruto antioxidante con un importante rol para la salud humana (Rufino et
al., 2011; Schauss et al., 2006). Hay que considerar que los datos bibliograficos mencionados
corresponden a extracciones con mezclas acuosas de solventes organicos diferentes al

etanol, y en algunos casos incluso se utiliz6 acidos fuertes.

Tabla 4. Contenido de fenoles totales en subproductos de mango

Temperatura de

Solvent(_a,de extraccion Fenoles Totales
extraccion C) (mg EAG/100 g muestra BS)
20 473,78 + 70,62
Etanol 40 842,96 +104,1°b
60 1325,77 £241,0¢
20 1421,11 + 11,04
E(tS%’?ggav%a 40 1464,04 + 83,1
60 1701,35 + 76,2 ¢
20 679,74 + 60,3 b2
Agua 40 1287,44 +166,7 ¢
60 905,27 + 44,6°

EAG: Equivalentes de &cido gélico. BS: Base seca

Los valores seguidos por la misma letra dentro de la misma columna no

son significativamente diferentes (p>0.05)

Elaboracion: La autora
Los resultados de la presente investigacion fueron mayores que los reportados por Martinez,
et al. (2012), para extractos obtenidos con etanol a temperatura ambiente a partir de
subproductos de mango variedad Tommy Atkins y Haden cultivados en Ecuador (283 mg
EAG/100g), esto podria deberse a que la temperatura potencid la extraccion de los

compuestos fendlicos (Dorta et al., 2012).
3.3. Capacidad antioxidante

La capacidad de reduccion del radical libore DPPH y reduccion férrica (FRAP) (Tabla 5) fue
mayor en los extractos obtenidos con etanol-agua (50:50 v/v); Meneses et al. (2013) afirman
gue la mezcla entre éstos dos solventes extrae mayor cantidad de antioxidantes que
solamente etanol. Entre los extractos obtenidos a 20 y 40 °C no existio diferencia significativa;
a 60°C se evidencié una disminucién de la capacidad antioxidante. Aunque generalmente las

extracciones se realizan entre 20 y 30 °C, algunos autores afirman que el aumento de
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temperatura potencia la extraccion debido al incremento de la solubilidad y velocidad de
difusion de los compuestos fitoquimicos en los solventes utilizados, sin embargo las altas
temperaturas pueden provocar pérdidas por volatilizacion, degradacion de los compuestos
fitoquimicos, o por la reaccion entre otros componentes de la materia prima y los
antioxidantes, dificultando su extraccion (Dorta et al., 2012; Gonzalez & Gonzélez, 2010; Yap
et al., 2009).

Tabla 5. Capacidad antioxidante de subproductos de mango

Temperatura de

Solvente de extraccion DPPH FRAP
extracciéon (°C) (UM ET/ g muestra BS) (UM ET/ g muestra BS)
20 39,27 £ 1,02 2496 £ 0,772
Etanol 40 67,47 + 450 69,68 + 1,2°b
60 57,56 + 10,8 b2 71,71 + 3,0°
20 167,75 +139°¢ 122,14 +128°¢
Etanol-agua
40 178,00 + 0,1¢ 118,73 + 9,6°¢
(50:50 viv)
60 137,51 +20,34 97,23 +10,1¢
20 48,50 + 2,8 4182 + 2,6
Agua 40 67,68 + 9,1°b 63,40 + 58P
60 63,08 + 1,5ba 58,61 + 4,3be

ET: Equivalentes de Trolox. BS: Base seca

Los valores seguidos por la misma letra dentro de la misma columna no son significativamente diferentes
(p>0.05)

Elaboracion: La autora

Martinez et al. (2012) cuantificaron la capacidad de reduccién del radical DPPH en extractos
de subproductos de mango obtenidos con etanol a temperatura ambiente y reportd un valor
de 31,7 £ 0,99 uM ET/g; éste es inferior a los obtenidos en la presente investigacion. La
capacidad antioxidante cuantificada mediante el método DPPH fue mayor a la de la pulpa
comestible (3,1 = 0,6 uM ET/g) (Vasco et al., 2008) y menor a la reportada por Sogi et al.
(2013) para la semilla de mango (1799,54 uM ET/g). La capacidad antioxidante de los
extractos etanol-agua (50:50 v/v) fue mayor a la de la cascara de banano y cacao (119 + 0,4

y 122 + 0,2 uM ET/g respectivamente) (Espinosa Cumbicus, 2014).

La actividad antioxidante cuantificada por método FRAP fue superior a la de subproductos de
tuna roja y verde (47,35 y 40,39 uM ET/ g respectivamente) (Bensadén et al., 2010); pero
menor a la reportada por Rojas Jiménez (2014) para subproductos de guayaba (173 uM ET/
g). Los extractos obtenidos con etanol-agua (50:50 v/v) a 20 y 40 °C evidencian un poder de
reduccién férrica similar al de la pulpa de acai (128,44 uM ET/ g) considerada de alto poder
antioxidante (Rufino et al., 2011).
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Sogi et al. (2014) reportaron que la capacidad antioxidante de reduccién férrica en extractos
de pulpa deshidratada de mango (a 60°C) obtenidos con metanol-agua (80:20 v/v) es 71 uM
ET/g, similar a la cuantificada en ésta investigacion en los extractos de etanol a 60°C, superior
a la de los extractos acuosos, pero inferior a la de los obtenidos con etanol-agua (50:50 v/v).
Martinez et al. (2012) exponen que la capacidad antioxidante cuantificada por método FRAP
en extractos de subproductos de mango obtenidos con etanol a temperatura ambiente es 13,7
+ 0,17 uM ET/ g, inferior a la obtenida en la presente investigacion.

La mejor capacidad antioxidante de los extractos de etanol-agua (50:50 v/v), se puede vincular
con el alto contenido de fenoles; pues éstos son los principales responsables de la capacidad
antioxidante de frutas y vegetales (Martinez et al., 2012; Scherer & Godoy, 2009; Silva et al.,
2005); y aungue el contenido de fenoles fue mas alto en el extracto obtenido a 60°C, éste
reporté una menor capacidad antioxidante con respecto a los tratamientos a 20 y 40 °C, lo
que permite deducir que la temperatura (60°C) influyé negativamente sobre ésta
caracteristica; situacién que fue diferente en los tratamientos con etanol y agua, los cuales
presentaron valores similares de capacidad antioxidante para todas las temperaturas de

extraccion.

Los extractos obtenidos con etanol y agua se pueden utilizar para la elaboracién de productos
de consumo directo o para enriquecer matrices alimentarias; los resultados obtenidos en éste
trabajo permiten tener un panorama del contenido de compuestos fendlicos y capacidad

antioxidante que pudiera tener el producto que se elabore industrialmente.

3.4. ICsoy AAI

El parametro ICso fue medido a partir de una concentracion de DPPH de 24,87 y 25,42 pug/mL,
los resultados no presentaron diferencia significativa entre los tratamientos de extraccién. Los
extractos analizados en ésta investigacion (Tabla 6) mostraron una capacidad inhibitoria del
radical DPPH mucho menor que compuestos puros como el acido galico (1,12 pg/mL) y
guercitina (1,90 ug/mL) determinados con una concentracion inicial de DPPH de 30,75 pg/mL
(Scherer & Godoy, 2009); y similar a la del acido ascérbico (62,40 pg/mL) (Shirwaikar et al.,
2006) que tiene un bajo poder antioxidante en comparacion con los polifenoles (Jiménez-
Escrig et al., 2001).

La variedad de unidades utilizadas para expresar el ICsg, dificulta la comparacion del poder
antioxidante entre diferentes extractos obtenidos de vegetales y frutas. Jiménez-Escrig et al.
(2001) reportaron una alta capacidad de inhibicion del radical DDPH para pulpa y piel de
guayaba (1,92 y 3,70 g/g de DPPH respectivamente); mientras que para la pulpa de acai se
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reportd una capacidad inhibitoria menor (10,20 g/g de DPPH) (Rufino et al.,, 2011).
Relacionando los resultados de ésta investigacion con los mencionados anteriormente se
puede deducir que el poder inhibitorio de los subproductos de mango es moderado, y el indice
de actividad antioxidante inferior a 0,5 catalogado como bajo de acuerdo a lo propuesto por
Scherer y Godoy (2009).

Tabla 6. ICso y AAl en subproductos de mango

Temperatura
Solvente de )
» de extraccion ICs0
extraccion
(°C) (ng/mL) AAI
Etanol-agua 20 68,31+6,22 0,37 +0,032
(50:50 viv) 40 65,26 +1,22 0,38+0,01¢2

ICs0: Capacidad media inhibitoria AAI: indice de actividad antioxidante

Los valores seguidos por la misma letra dentro de la misma columna no son significativamente
diferentes (p>0.05)

Elaboracién: La autora

Los hallazgos de éste trabajo pueden constituir un aporte significativo para la utilizacién de
los subproductos de mango en la industria alimentaria, considerando que se logro establecer
gue la mezcla etanol-agua (50:50 v/v) permite obtener extractos ricos en compuestos fendlicos
y de alta capacidad antioxidante comparables a los resultados reportados para la pulpa de
acai; el contenido de fenoles totales fue entre 2 y 3 veces superior al de los extractos de
subproductos de mango (Tommy Atkins y Haden) obtenidos con metanol y acetona (550 mg
EAG/100 g) (Martinez et al., 2012), de igual manera la capacidad antioxidante fue mucho

mayor que la de los extractos mencionados.
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CONCLUSIONES

De los tratamientos aplicados, la mezcla etanol-agua en proporciones 50:50 v/v
permitié la mejor extraccion de compuestos fendlicos que también presentaron la

mayor capacidad de reduccién de metales y del radical libre DPPH.
Los extractos obtenidos con la mezcla etanol-agua (50:50 v/v) poseen un alto

contenido de fenoles totales y buena capacidad antioxidante, resultados que potencian

el valor funcional de los subproductos y su utilizacion como ingredientes alimentarios.
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ANEXOS



Anexo A. Determinacion del contenido de humedad de subproductos de mango

Pinicial P capsula + Prinal Contenido de
P capsula muestra muestra muestra humedad
Muestra (@) (9) (9) (@) (g/100q) Media
1 91,5504 5,0035 96,3483 4,7979 4,1091
2 123,0127 5,0207 127,8150 4,8023 4,3321 4,17+0,1
3 127,0613 5,0625 131,9172 4,8559 4,0810

La férmula aplicada es:

Contenido de Humedad = Zinicial = Pfinal « 75

inicial
Pfinal = Pcépsula+muestra - Pcépsula

Reemplazando los valores obtenidos en la primera muestra se tiene:

5,0035g—-4,7979 g
Contenido de Humedad = *100

5,0035 g

Contenido de Humedad = 4,1091 g/100g

Se aplicé la misma férmula para las tres muestras y se obtuvo la media = desviacion estandar

para el contenido de humedad de la materia prima.

% de Sdlidos Totales (%ST):

Muestra 9% So6lidos Totales Media
1 95,8909
2 95,6679 95,83+ 0.1
3 95,9190

El % de Sdlidos Totales de la muestra (%ST) fue calculado de la siguiente manera:

% ST = 100% ST — contenido de humedad
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Al reemplazar el valor del contenido de humedad de la primera muestra, tenemos:
% ST =100 - 4,1091
% ST = 95,8909% ST

Se aplicé la misma férmula para las tres muestras y se obtuvo la media + desviacion estandar

para el % de solidos totales de la muestra.
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Anexo B. Determinacion de la concentracion inicial de los extractos

Temperatura L
Solvente de | de extraccién Pvial Pextracto seco + vial Concentracion del extracto
extraccion (°C) (9) (9) (g/mL) (ug/mL)
10,14991 10,16921 0,00965 9650
20 20,73408 20,75191 0,00892 8915
21,54231 21,56055 0,00912 9120
9,87016 9,89871 0,01427 14275
Etanol 40 10,12527 10,14655 0,01064 10640
9,83745 9,85950 0,01103 11025
10,00979 10,03439 0,01230 12300
60 10,08149 10,10919 0,01385 13850
10,12790 10,15281 0,01246 12455
9,83109 9,88840 0,02866 28655
20 10,05475 10,11295 0,02910 29100
9,83464 9,89234 0,02885 28850
10,09820 10,15570 0,02875 28750
e 40 10,05659 |  10,11407 0,02874 28740
10,04627 10,10340 0,02857 28565
22,16543 22,22248 0,02853 28525
60 10,24370 10,30505 0,03067 30675
9,89059 9,95119 0,03030 30300
9,97385 10,02778 0,02696 26965
20 9,90871 9,96924 0,03027 30265
10,18842 10,23971 0,02564 25645
10,11000 10,17311 0,03156 31555
Agua 40 10,01520 10,07549 0,03015 30145
26,98473 27,04309 0,02918 29180
10,03988 10,11110 0,03561 35610
60 9,90455 9,96887 0,03216 32160
10,04420 10,10922 0,03251 32510

Para obtener la concentracion inicial de cada extracto se aplico la siguiente formula:

- P final—Pui
Concentracion de extracto = Lzl vial

alicuota

La alicuota tomada fue 2 mL para todos los extractos.

Al reemplazar los valores obtenidos del primer extracto con etanol a 20°C, se tiene:

Concentracioén del extracto =

10,16921 g - 10,14991 g

2 mL

Concentracién del extracto = 0,00965 g/mL
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Se aplico la misma férmula para obtener la concentracion inicial de todos los extractos y los

resultados se expresaron como media + desviacion estandar.
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Anexo C. Cuantificacion de fenoles totales
Cl. Preparacion de reactivos
Folin Ciocalteu 0,25 N

El reactivo Folin Ciocalteu es liquido por lo tanto se aplica la siguiente formula:

Clvl = Csz
De donde:
Cu: Concentracion inicial del reactivo
Vi Alicuota a tomar para la obtencion de la concentracion deseada
Ca: Concentracién deseada
Vo Volumen preparado del reactivo a la concentracion deseada
Se despejo Va:

CoVs
Vi-
C:1
0.25 }* 10 mL
Vi-
2 X
Vi-1,25 mL

Al tomar 1,25 mL de Folin Ciocalteu 2 N y aforar a 10 mL con agua destilada obtenemos el

reactivo Folin Ciocalteu 0,25 N.

Carbonato de sodio (Na:CO3) 1 N

PM (Na2co3) Equivalente quimico nazcosy ~ Volumen a preparar

(g/mol) (g/mol) (mL)

106 53 25

Al trabajar con la definicién de normalidad se emplea el equivalente quimico del reactivo:

53 g>< 1000 MI —— 1IN
X 25 Ml IN
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53g*259xf*1)(
= 1000+ 1

x= 1,325¢g

Al pesar 1,325 g de carbonato de sodio y aforar a 25 mL con agua destilada obtenemos el

reactivo carbonato de sodio 1N.
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C2. Preparacion de solucion madre de acido gélico y estandares

Para conocer la concentracion de la solucién madre de acido galico se hizo una relaciéon entre

la cantidad pesada, su porcentaje de purezay el volumen preparado; de la siguiente manera:

m*p
Csu=—"
v
De donde:
Cswm: Concentracién de la solucién madre (acido galico)
m: Cantidad pesada de acido galico
p: Pureza de &cido galico
Vi Volumen preparado de la solucién madre
Cantidad pesada Volumen Concentracion
de acido gélico  Pureza Acido galico  de aforo solucion madre
(mg) (%) (mL) (mg/mL)
20 97,50 10 1,95
Asi tenemos:
20 mg * 0,975
Csu=
10 mL

Csw= 1,95 mg/mL
Al transformar las unidades de mg/mL a mg/L, tenemos:

Csm = 1,95 mg/mL * 1000 mL
Csm = 1950 mg/L

A partir de este valor se calcularon las concentraciones de los estandares, utilizando la

siguiente férmula:
Csm Vsm= Ce Ve

De donde:
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Csm: Concentracion de la solucion madre (acido galico)

Vswu: Volumen de la solucion madre
Ce: Concentracién del estandar (acido galico)
VE! Volumen preparado del estandar (4cido galico)

Thaipong et al. (2006) establecen que la linealidad del método para la curva de calibracion
esta en el rango de 0 a 0,1 mg/mL, por lo que se deber& tomar alicuotas de tal forma que las
concentraciones de los estandares estén dentro de ese rango. Entonces al tomar una alicuota
de 0,05 mL de la solucion madre y aforar a 10 mL con metanol, obtenemos la siguiente

concentracion:

Csm™* Vsm
CE =
Ve
1,95 mg/mL * 0,05 mL
CE=

10 mL

Ce = 0,00975 mg/mL

Tomando alicuotas equidistantes, tenemos las siguientes concentraciones:

Alicuota  Aforo Concentracion del estandar
(mL) (mL) (mg/mL) (mg/L)
0,00 10 0,00000 0,00
0,05 10 0,00975 9,75
0,10 10 0,01950 19,50
0,20 10 0,03900 39,00
0,30 10 0,05850 58,50
0,40 10 0,07800 78,00
0,50 10 0,09750 97,50
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Cs3. Curva de calibracion

Se construy6 la curva de calibracién, graficando la concentracion calculada del estandar
(mg/L) en el eje X vs la absorbancia del estandar en el eje Y, cuyo coeficiente de correlaciéon

(R?) debe ser mayor a 0,99.

Estandar Alicuota Aforo Concentracion Absorbancias

(mL) (mL) (mg/L) (nm)
1 0,00 10 0,00 0,017
2 0,05 10 9,75 0,044
3 0,10 10 19,50 0,095
4 0,20 10 39,00 0,139
5 0,30 10 58,50 0,239
6 0,40 10 78,00 0,336
7 0,50 10 97,50 0,407

Pendiente 0,0041
Interseccion 0,0064
R2 0,992

R 0,9960

Curva de calibraciéon para cuantificacién de fenoles totales

0,45 -
0,40 -

0,35 -

0,30 -

y = 0,0041x + 0,0064
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0,20
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Lectura de absorbancia (nm)
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Concentracion de estandares mg/L
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C4. Resultados de la cuantificacion de fenoles totales

Peso Factor de
Temperatura muestra dilucion del

de para extracto
Solvente de  extraccion extracto para el Absorbancia Fenoles Fenoles
extracciéon (°C) (9) andlisis? (nm) Totales?® totales®
1,020 1:20 0,053 442,53 461,81
20 1,000 1:20 0,047 392,85 409,96
1,030 1:20 0,062 526,64 549,58
1,020 1:20 0,085 751,79 784,54
Etanol 40 1,000 1:20 0,101 922,93 963,13
1,020 1.20 0,085 748,61 781,21
1,030 1:20 0,120 1072,86 1119,59
60 1,020 1:20 0,133 1214,09 1266,98
1,030 1.20 0,167 1524,35 1590,75
1,010 1:10 0,290 1371,33 1431,06
20 1,030 1:10 0,294 1363,64 1423,04
1,010 1:10 0,286 1350,40 1409,22
Etanol- agua 1,000 1:10 0,289 1376,91 1436,89
(50:50 vIv) 40 1,000 1:10 0,312 1492,36  1557,36
1,000 1:10 0,281 1339,51 1397,86
1,020 1:10 0,356 1673,52 1746,42
60 1,020 1:10 0,330 1545,99 1613,33
1,030 1:10 0,359 1671,48 1744,29
1,030 1:10 0,152 687,98 717,95
20 1,070 1:10 0,135 584,76 610,23
1,040 1:10 0,152 681,36 711,04
1,020 1:10 0,294 1375,42 1435,33
Agua 40 1,010 1:10 0,268 1265,07 1320,18
1,010 1:10 0,226 1060,61 1106,81
1,020 1:10 0,185 852,54 889,68
60 1,010 1:10 0,196 915,72 955,61
1,060 1:10 0,188 834,18 870,51

1El factor de dilucion esta en funcién de la concentracion del extracto inicial, éste debe permitir que las
absorbancias estén dentro del rango de la curva de calibracion; si estd muy concentrado se diluye y si esta
muy diluido se concentra por rotaevaporacion. Para la dilucion se utiliza el mismo solvente usado para obtener

el extracto inicial. Para encontrar el factor de dilucién adecuado se usa la prueba ensayo-error.

2 Los resultados estan expresados en mg EAG/100 g muestra BH

3 Los resultados estan expresados en mg EAG/100 g muestra BS, para su calculo se utilizo el % de Solidos
Totales (ST) indicado en el Anexo A.

El volumen de extracto (sobrenadante) de todos los tratamientos fue 20 mL.
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Los resultados fueron calculados mediante un retroceso, iniciado con la ecuacion de la recta

dada por la curva de calibracion, que en éste caso es:
y=mx+Db

y =0,0041x + 0,0064

Donde:

y = absorbancia (nm)
m = pendiente

X = concentracion

b = interseccién

De donde se despeja la concentracion (x):

y — 0,0064

0,0041

Se reemplaza en (y) el valor de la absorbancia, para este ejemplo tomaremos el valor de la

primera muestra (Etanol 20°C):

0,053 - 0,0064

0,0041

x =11,285 mg EAG/L

Por definicion esta concentracion esta dada en un litro de solucién, pero la muestra fue diluida

en un volumen final de 20 mL:

11,285 mg EAG >< 1000 mL
X 20 mL

x=0,226 mg EAG

La dilucion se realizé tomando una alicuota de 1 mL de un volumen total de sobrenadante de
20 mL:
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0,226 mg EAG >< 1mL

X 20 mL
X =4,514 mg EAG

Esta concentracion esta presente en el valor pesado de la muestra de subproducto de mango.
Con el fin de comparar resultados se lo reporta en un peso de referencia (100g):

4,514 mg EAG 1,020 ¢
X 100 g
X = 442,531 mg EAG/100 g de muestra BH

Este valor esta expresado en base humeda. Utilizando el porcentaje de sdélidos totales de la

muestra, podemos transformarlo a base seca:

442,531 mg EAG 95,83% ST
X 100% ST
X = 461,808 mg EAG/100 g de muestra BS

Este mismo procedimiento fue aplicado para obtener el contenido de fenoles totales en todas
las muestras.
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Anexo D. Cuantificacion de capacidad antioxidante. Método DPPH.

D1. Preparacion de solucion madre de Trolox y estandares

Para conocer la concentracion de la solucion madre de Trolox se hizo una relacion entre la

cantidad pesada, el peso molecular del reactivo y el volumen preparado de solucion. De la

siguiente manera:

Cantidad pesada Volumen de Concentracion
de Trolox Pureza trolox ~ PM Trolox aforo solucion madre
(9) (%) (9/mol) (mL) (HM)
0,0125 97 250,29 50 968,88
250,29 g 1000 mL —— 1M
0,0125¢g >< 50mL —— X
) 0,0125 g* 1000 pal. * 1M
250,294 * 50 il
x =0,000998 M
De donde:
0,0125 g: Cantidad pesada de Trolox
50 mL: Volumen preparado de solucidon madre de Trolox
250,29 g: Peso molecular del Trolox
1000 mL: Volumen por definicion de molaridad
1M: Concentracion por definicion de molaridad

Al transformar las unidades de M a pM tenemos:

X =0,000998 M *

X = 998,84 uM
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Como el reactivo no es 100% puro, se realiza la correccion con el porcentaje de pureza:

998,84 pM 100%

X ><97%

998,84 pM * 97%

100 %

X = 968,88 UM

A partir de éste valor se calcularon las concentraciones de los estandares, utilizando la

siguiente férmula:

Csm Vsm = Ce VE

De donde:

Cswm: Concentracién de la solucion madre (Trolox)
Vswu: Volumen tomado de la solucién madre

Ce: Concentracion del estandar (Trolox)

VE: Volumen preparado del estandar (Trolox)

La linealidad éste método para la curva de calibracion esta aproximadamente en el rango de
25 a 800 uM Trolox (Thaipong et al., 2006). Entonces al tomar una alicuota de 0,2 mL de la

solucion madre y aforar a 10 mL con metanol, obtenemos la siguiente concentracion:

Csm* Vsm
CE =
VE
968,88 uM * 0,2 mL
CE=
10 mL
Ce= 19,38 pM
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Tomando alicuotas equidistantes, tenemos las siguientes concentraciones:

Alicuota solucién madre Aforo Concentracion de Trolox

(mL) (mL) (HM)
0,2 10 10,38
1,0 10 96.89
2,0 10 193,77
3,0 10 290,66
4,0 10 387,55
50 10 484,44
6,0 10 581,33
7,0 10 678,21
8,0 10 775,10
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D2. Curva de calibracion

Se construy6 la curva de calibracion, graficando la concentracion calculada del estandar (UM)
en el eje X vs la absorbancia del estandar en el eje Y, cuyo coeficiente de correlacion (R?)

debe ser mayor a 0,99.

Estandar Alicuota Aforo Concentracion Absorbancias

(mL) (mL) (HM) (nm)
1 0,2 10 19,38 0,876
2 1,0 10 96,89 0,785
3 2,0 10 193,77 0,699
4 3,0 10 290,66 0,573
5 4,0 10 387,55 0,462
6 5,0 10 484,44 0,370
7 6,0 10 581,33 0,248
8 7,0 10 678,21 0,121
9 8,0 10 775,10 0,096

Pendiente -0,0011
Interseccion 0,8923
Rz 0,994
R 0,997

Curva de calibracién para cuantificacién de actividad antioxidante.
Método DPPH.

1,00
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y =-0,0011x + 0,8923
R2=0,994

Lectura de absorbancia (nm)

Concentracion de estandares (UM)
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D3. Resultados de la cuantificacién de capacidad antioxidante

Peso Factor de
Temperatura muestra dilucién del
de para extracto _ Capacidad antioxidante
Solvente de  extraccién  extracto para el Absorbancia
extraccién (°C) (9) andlisis? (nm) (UM ET/g BH) (UM ET/g BS)?
1,020 1:10 0,675 38,73 40,42
20 1,000 1:10 0,689 36,96 38,57
1,030 1:10 0,682 37,18 38,80
1,020 1:15 0,656 63,27 66,03
Etanol 40 1,000 1:15 0,668 61,17 63,84
1,020 1:15 0,632 69,51 72,54
1,030 1:20 0,746 51,65 53,90
60 1,020 1:20 0,705 66,77 69,68
1,030 1:20 0,759 47,06 49,11
1,010 1:20 0,488 145,56 151,90
20 1,030 1:20 0,422 166,04 173,27
1,010 1:20 0,418 170,65 178,08
1,000 1:20 0,423 170,65 178,09
E(tggg'(') f‘/%a 40 1,000 1:20 0,423 170,65 178,09
1,000 1:20 0,424 170,41 177,84
1,020 1:25 0,746 109,31 114,08
60 1,020 1:25 0,705 142,59 148,80
1,030 1.25 0,759 143,41 149,66
1,030 1:10 0,623 47,48 49,55
20 1,070 1:10 0,607 48,54 50,65
1,040 1:10 0,644 43,41 45,30
1,020 1:10 0,543 62,20 64,91
Agua 40 1,010 1:10 0,478 74,58 77,83
1,010 1:10 0,571 57,78 60,30
1,020 1:10 0,548 61,31 63,98
60 1,010 1:10 0,566 58,74 61,30
1,060 1:10 0,535 61,29 63,96

1 El factor de dilucion estd en funcién de la concentracion del extracto inicial, éste debe permitir que las
absorbancias estén dentro del rango de la curva de calibracidn; si esta muy concentrado se diluye y si estd muy
diluido se concentra por rotaevaporacion. Para la dilucion se utiliza el mismo solvente usado para obtener el
extracto inicial. Para encontrar el factor de dilucion adecuado se usa la prueba ensayo-error.

2 Para su célculo se utilizé el % de Sélidos Totales (% ST) indicado en el Anexo A.

El volumen de extracto (sobrenadante) de todos los tratamientos fue 20 mL.
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Los resultados fueron calculados mediante un retroceso, iniciado con la ecuaciéon de la recta
dada por la curva de calibracion:

y =-0,0011x + 0,8923

y=mx+b
Donde:
y = absorbancia (nm)
m = pendiente
X = concentracion
b = interseccién

De donde se despeja la concentracion (x):

y — 0,8923

-0,0011

Se reemplaza en (y) el valor de la absorbancia, para este ejemplo tomaremos el valor de la

primera muestra (Etanol 20°C):
0,675 -0,8923

-0,0011

x =197,545 uM ET/L

Por definicion esta concentracion esta dada en un litro de solucién, pero la muestra fue diluida

en un volumen final de 10 mL:

197,545 uM ET >< 1000 mL
X 10 mL

x=1975uM ET
La dilucién se realizé tomando una alicuota de 1 mL de un volumen total de sobrenadante de
20 mL:

1,975 uM ET >< 1mL

X 20 mL
X =39,509 uM ET
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Esta concentracion esta presente en el valor pesado de la muestra de subproducto de mango.
Con el fin de comparar resultados se lo reporta en un peso de referencia (19):

39,509 uM ET >< 1,020 g
x = 38,734 uM ET/ g de muestra BH

Este valor est4 expresado en base humeda. Utilizando el porcentaje de soélidos totales de la

muestra, podemos transformarlo a base seca:

38,734 UM ET 95,83 %ST
X 100% ST
X = 40,422 uM ET/ g de muestra BS

Este mismo procedimiento fue aplicado para obtener la capacidad antioxidante en todas las

muestras.
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Anexo E. Cuantificacion de capacidad antioxidante. Método FRAP.
E1. Preparacion de solucién madre de Trolox y estandares

Para conocer la concentracion de la solucion madre de Trolox se hizo una relacion entre la
cantidad pesada, el peso molecular del reactivo y el volumen preparado de solucion. De la

siguiente manera:

Cantidad pesada Volumen de Concentracion
de Trolox Pureza trolox PM Trolox aforo solucion madre
(9) (%) (g/mol) (mL) (HM)
0,0125 97 250,29 50 968,88
250,29 g >< 1000 mL — 1M
0,0125¢ 50 mL — X

0,0125 g~ 1000?7& * 1M

X =
250,29 4 * 50 L
x = 0,000998 M
De donde:
0,0125 g: Cantidad pesada de Trolox
50 mL: Volumen preparado de solucion madre de Trolox
250,29 g: Peso molecular del Trolox
1000 mL: Volumen por definicion de molaridad
1M: Concentracion por definicion de molaridad

Al transformar las unidades de M a uM tenemos:

10°uMm

Y

x=0,000998 * 10‘4)0(*

X = 998,84 uM

56



Como el reactivo no es 100% puro, se realiza la correccion con el porcentaje de pureza:

998,84 pM 100%

X ><97%

998,84 PM * 97%

100 %

X = 968,88 UM

A partir de este valor se calcularon las concentraciones de los estandares, utilizando la

siguiente férmula:

Csm Vsm = Ce VE

De donde:

Cswm: Concentracién de la solucién madre (Trolox)
Vswm: Volumen de la solucion madre

Ce: Concentracion del estandar (Trolox)

VE: Volumen preparado del estandar (Trolox)

La linealidad éste método para la curva de calibracion esta aproximadamente en el rango de
25 a 800 uM Trolox (Thaipong et al., 2006). Entonces al tomar una alicuota de 0,2 mL de la

solucion madre y aforar a 10 mL con metanol, obtenemos la siguiente concentracion:

Csu*V sm
CE =
Ve
968,88 UM * 0,2 ml
CE=
10;?{
Ce= 19,38 pM
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Tomando alicuotas equidistantes, tenemos las siguientes concentraciones:

Alicuota solucién madre Aforo Concentracion de Trolox

(mL) (mL) (HM)
0,2 10 10,38
10 10 96,89
2,0 10 193,77
3,0 10 290,66
4,0 10 387,55
5,0 10 484,44
6,0 10 581,33
7,0 10 678,21
8,0 10 775,10
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E2. Curva de calibracion

Se construyé la curva de calibracion, graficando la concentracion calculada del estandar (UM)
en el eje X vs la absorbancia del estandar en el eje Y, cuyo coeficiente de correlacion (R?)

debe ser mayor a 0,99.

Estandar Alicuota Aforo Concentracion Absorbancias

(mL) (mL) (M) (nm)
1 0,2 10 19,38 0,207
2 1,0 10 96,89 0,310
3 2,0 10 193,77 0,482
4 3,0 10 290,66 0,703
5 4,0 10 387,55 0,787
6 50 10 484,44 0,962
7 6,0 10 581,33 1,241
8 7,0 10 678,21 1,391
9 8,0 10 775,10 1,634

Pendiente 0,0019
Interseccion 0,128
R2 0,9916
R 0,996

Curva de calibracién para cuantificacién de actividad antioxidante.
Método FRAP.
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E3. Resultados de la cuantificacion de capacidad antioxidante

Peso Factor de
Temperatura muestra dilucion del Capacidad antioxidante
de para extracto
Solvente de  extraccidn  extracto para el Absorbancia
extraccion (°C) (9) analisis? (nm) (MM ET/g BH) (UM ET/ g BS)?
1,020 1:10 0,367 24,70 25,77
20 1,000 1:10 0,354 23,75 24,79
1,030 1:10 0,356 23,30 24,32
1,020 1:10 0,787 67,97 70,93
Etanol 40 1,000 1:10 0,752 65,68 68,55
1,020 1:10 0,774 66,67 69,57
1,030 1:10 0,787 67,31 70,25
60 1,020 1:10 0,826 72,07 75,21
1,030 1:10 0,781 66,77 69,68
1,010 1:10 1,245 116,41 121,49
20 1,030 1:10 1,397 129,65 135,30
1,010 1:10 1,136 105,05 109,63
1,000 1:10 1,141 106,60 111,24
E(tgg%'é "\"/%a 40 1,000 1:10 1,307 124,11 129,51
1,000 1:10 1,179 110,63 115,45
1,020 1:15 0,685 86,27 90,03
60 1,020 1:15 0,703 89,06 92,94
1,030 1:15 0,808 104,19 108,73
1,030 1:10 0,537 41,80 43,62
20 1,070 1:10 0,546 41,15 42,95
1,040 1:10 0,496 37,28 38,90
1,020 1:10 0,733 62,44 65,16
Agua 40 1,010 1:10 0,754 65,24 68,08
1,010 1:10 0,652 54,58 56,95
1,020 1:10 0,655 54,35 56,72
60 1,010 1:10 0,712 60,90 63,55
1,060 1:10 0,664 53,23 55,55

1 El factor de dilucion estda en funcion de la concentracion del extracto inicial, éste debe permitir que las
absorbancias estén dentro del rango de la curva de calibracion; si esta muy concentrado se diluye y si estad muy
diluido se concentra por rotaevaporacion. Para la dilucion se utiliza el mismo solvente usado para obtener el
extracto inicial. Para encontrar el factor de dilucion adecuado se usa la prueba ensayo-error.

2 Para su calculo se utilizé el % de Sélidos Totales (% ST) indicado en el Anexo A.

El volumen de extracto (sobrenadante) de todos los tratamientos fue 20 mL.
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Los resultados fueron calculados mediante un retroceso, iniciado con la ecuacion de la recta
dada por la curva de calibracion:

y=mx+b
Donde:
y = absorbancia (nm)
m = pendiente
X = concentracion
b = interseccién
En este caso la ecuacion de la recta es:

y =0,0019x + 0,128

De donde se despeja la concentracion (x):

y—0,128

0,0019

Se reemplaza en (y) el valor de la absorbancia, para este ejemplo tomaremos el valor de la

primera muestra (Etanol 20°C):

0,367 - 0,128

0,0019

x = 125,965 puM ET/L

Por definicion esta concentracion esta dada en un litro de solucion, pero la muestra fue diluida

en un volumen final de 10 mL:

125,965 uM ET >< 1000 mL

X 10 mL
x=1,260 pM ET
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La dilucién se realizé tomando una alicuota de 1 mL de un volumen total de sobrenadante de
20 mL:

1,260 pM ET ~ 1mL

X 20 mL
x=25,193 uM ET

Esta concentracion esta presente en el valor pesado de la muestra de subproducto de mango.

Con el fin de comparar resultados se lo reporta en un peso de referencia (19):
25,193 uM ET >< 1,020 ¢
X = 24,699 uM ET/ g de muestra BH

Este valor esta expresado en base humeda. Utilizando el porcentaje de sdélidos totales de la

muestra, podemos transformarlo a base seca:

24,699 uM ET 95,83 %ST
X 100% ST
X = 25,775 uM ET/ g de muestra BS

Este mismo procedimiento fue aplicado para obtener el contenido de fenoles totales en todas

las muestras.
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Anexo F. Determinacién del parametro ICspy AAl
F1. Preparacion de estandares para curva de calibracién

Para conocer la cantidad de DPPH necesaria para preparar el Estandar 1 se utilizo la siguiente

formula;

Cer= —

De donde:
Ce1:  Concentracion del Estandar 1
m: Cantidad pesada de DPPH

v Volumen preparado

PM ppeH Aforo Concentracién Estandar 1
(g/mol) (mL) (mol/L)

394,32 100 0,00007

Mm=Cg1*V
m = 0,00007 mol/f. * 0,1 X
m = 0,000007 mol

Para transformar las unidades de mol a g utilizamos el peso molecular del DPPH:
0,000007 w6l * 394,32 g/m6l = 2,76024*10° g de DPPH = 2,76 mg de DPPH
Se deben pesar 2,76 mg de DPPH y aforar a 100 mL de etanol para obtener el Estandar 1.

A partir del Estdndar 1 se prepararon los demas estandares, para conocer el volumen a tomar

se utilizé la siguiente férmula:

Ce1Ver = Ce2Ve2

De donde:
Ce1 Concentracion Estandar 1
Ve Volumen tomado de Estandar 1
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Ce2: Concentracién Estandar 2

VEez: Volumen preparado de Estandar 2

Ce2* Ve
Ve =

CEl

0,00006 mokA*0,1 L
0.00007 metft”

Ve =

Ve1=8,57 * 10 L
VEL = 8,57 mL

Se aplica el mismo procedimiento para preparar los demas estandares:

Alicuota  Aforo  Concentracion del estandar

Estandar (mL) (mL) (mol/L) (Hg/mL)
1 - 100 0,00007 27,60
2 8,57 10 0,00006 23,66
3 7,14 10 0,00005 19,72
4 571 10 0,00004 15,77
5 4,29 10 0,00003 11,83
6 2,86 10 0,00002 7,89
7 1,43 10 0,00001 3,94
8 1,29 10 0,000009 3,55
9 1,07 10 0,000008 3,15
10 0,93 10 0,000007 2,76
11 0,86 10 0,000006 2,37
12 0,71 10 0,000005 1,97

Para transformar las unidades de la concentracion del estandar de mol/L a pg/mL, se utiliza

el peso molecular del DPPH:

1000000 94
0,00007 %ﬁl «30432 & HI . = 27,602 pg/mL

J220] 1g 1000 mL
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F2. Curva de calibracion

Se construy6 la curva de calibracion, graficando la concentracion del estandar (ug/mL) en el

eje X vs la absorbancia del estandar en el eje Y, cuyo coeficiente de correlacion (R?) debe ser

mayor a 0,99.
Concentracion
Alicuota Aforo del estandar Absorbancias
Estandar (mL) (mL) (ug/mL) (nm)
1 - 100 27,60 0,670
2 8,57 10 23,66 0,555
3 7,14 10 19,72 0,470
4 571 10 15,77 0,386
5 4,29 10 11,83 0,281
6 2,86 10 7,89 0,191
7 1,43 10 3,94 0,086
8 1,29 10 3,55 0,075
9 1,07 10 3,15 0,069
10 0,93 10 2,76 0,055
11 0,86 10 2,37 0,046
12 0,71 10 1,97 0,037
Pendiente 0,0244
Interseccién -0,0095
R2 0,9992
R 11,0000
Curva de calibracion para determinacion de ICg,.
0,80
E 070
S
o 0,60
(&)
3
3 0,50
(@]
2 040 y = 0.0244x - 0.0095
(U —
R2 = 0.9992
2L 0,30
o
5 0,20
5
9 0,10
0,00
0 5 10 15 20 25 30

Concentracion de estandares (ug/mL)
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F3. Calculo de concentraciones preparadas de extracto

Las concentraciones preparadas de los extractos (Figura 5. literal f) se calcularon a partir de

las concentraciones iniciales de éstos:

Temperatura de Concentracion
Solvente de extraccion inicial del extracto
extraccion (°C) (ug/mL)
28655
Etanol-agua
(50:50 vIv) 20 29100
28850
28750
Etanol-agua
(50:50 vIv) 40 281740
28565

Fueron calculadas con la siguiente férmula:

C\V,=CiV1
De donde:
C: Concentracion inicial del extracto
Vi Volumen tomado del extracto
Cu: Concentracioén 1 a calcular
Vi Volumen preparado concentracién 1

Para éste ejemplo se tomara el valor de la primera muestra de etanol-agua (50:50 v/v):

C|V|
Cl =
V1
28655 pg/mL * 0,5 pat
C1=

1l

Cy = 14327,50 pg/mL

Se realiza una correccion de volumen a cada concentracion, multiplicandola por la alicuota
gue se tomo de la concentracion para la lectura de absorbancias y dividiendo para el volumen

final:
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Concentracién 1 = 14327,50 ug/mL * (0,09 mt’/3,6 m)
Concentracion 1 = 358,187 ug/mL

La concentracion 2, se determina de la siguiente manera:

C1V1 = C2V2
De donde:
Cu Concentracion 1
Vi Volumen tomado de la concentracion 1
Ca: Concentracion 2 a calcular
Vo Volumen preparado de la concentracion 2
C]_V]_
Cz =
V>
358,187 pg/mL * 0,5 mk
Cz =

1t
Co= 179,094 pg/mL

Se emplea el mismo procedimiento para calcular las demas concentraciones del extracto:

Concentracién calculada del

Concentracion extracto
(ng/mL)
358,19
179,09
89,55
44,77
22,39
11,19
5,60

N o o 0N B

El mismo procedimiento fue aplicado para calcular las concentraciones de todos los extractos.
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F4. Célculos y resultados

Concentracién de DPPH en el tiempo 0

Concentracioén de

Solucion de Absorbancia DPPH en el tiempo 0
trabajo (nm) (ug/mL)
1* 0,627 25,42
2%* 0,613 24,87

*Se utiliz6 para los extractos etanol-agua (50:50 v/v) a 20°C
** Se utilizo para los extractos etanol-agua (50:50 v/v) a 40°C

Fue calculada mediante un retroceso, iniciado con la ecuacién de la recta dada por la curva
de calibracion:

y=mx+b
Donde:
y = absorbancia (nm)
m = pendiente
X = concentracién
b = interseccion
En este caso la ecuacion de la recta es:

y = 0,0244x — 0,0095

De donde se despeja la concentracion (x):

y+0,0095

0,0244

Se reemplaza en (y) el valor de la absorbancia de la solucion de trabajo DPPH, para este

ejemplo se utiliza la absorbancia de la solucién de trabajo 1:

0,627 + 0,0095

0,0244

X = 26,0724 pg/mL
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Se realiza una correccién de volumen, multiplicando (x) por la alicuota de solucion de trabajo

tomada para la lectura de absorbancias y dividiendo para el volumen total:

Concentracién de DPPH en el tiempo 0 = 26,0724 pg/mL *(3,51 mt/ 3,6 mt)

Concentracion de DPPH en el tiempo 0 = 25,4206 pg/mL

El mismo procedimiento fue aplicado para determinar la concentracion de DPPH en el tiempo
0 de las dos soluciones de trabajo utilizadas.
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Concentracién de DPPH en el tiempo ty % de inhibicién de DPPH

Temperatura Concentracion

Concentracién

Concentracién

Sol;ente de calculadadel Absorbancia de DPPHen el deDPPHen el % .
e L. 3 . Inhibicién
extraccion extraccion extracto (nm)* tiempo 0 tiempo t de DPPH
(°C) (g/mL) (ng/mL) (mol/L)

358,19 0,028 - -
179,09 0,060 0,0000072 11,26
Etanol- 89,55 0,222 0,0000241 37,38
agua 20 44,77 0,411 25,42 0,0000436 67,74
(50:50 v/v) 22,39 0,495 0,0000524 81,39
11,19 0,551 0,0000582 90,42
5,60 0,589 0,0000622 96,55

363,75 0,031 - -
181,88 0,056 0,0000068 10,51
Etanol- 90,94 0,255 0,0000275 42,64
agua 20 45,47 0,391 25,42 0,0000416 64,62
(50:50 viv) 22,73 0,500 0,0000529 82,20
11,37 0,552 0,0000583 90,53
5,68 0,583 0,0000615 95,47

357,06 0,030 - -
178,53 0,050 0,0000061 9,53
Etanol- 89,27 0,210 0,0000228 35,37
agua 20 44,63 0,366 25,42 0,0000389 60,45
(50:50 viv) 22,32 0,473 0,0000501 77,75
11,16 0,516 0,0000546 84,73
5,58 0,550 0,0000581 90,21

359,37 0,038 - -
179,69 0,048 0,0000059 9,42
Etanol- 89,84 0,194 0,0000212 33,58
agua 40 44,92 0,390 24,87 0,0000415 65,82
(50:50 v/v) 22,46 0,465 0,0000493 78,18
11,23 0,492 0,0000520 82,57
5,62 0,518 0,0000548 86,91

359,25 0,042 - -
179,63 0,046 0,0000057 9,09
Etanol- 89,81 0,197 0,0000214 33,97
agua 40 44,91 0,381 24,87 0,0000405 64,28
(50:50 viv) 22,45 0,477 0,0000505 80,16
11,23 0,510 0,0000539 85,54
5,61 0,530 0,0000560 88,83

357,06 0,038 - -
178,53 0,043 0,0000054 8,60
Etanol- 89,27 0,211 0,0000229 36,38
agua 40 44,63 0,372 24,87 0,0000396 62,86
(50:50 viv) 22,32 0,485 0,0000514 81,53
11,16 0,499 0,0000528 83,73
5,58 0,529 0,0000559 88,72

*Se trabajé con las absorbancias que se encontraron dentro del rango de absorbancias de la curva de calibracion.
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La concentracion de DPPH en el tiempo t fue calculada mediante un retroceso, iniciado con
la ecuacion de la recta dada por la curva de calibracién:

y=mx+b
Donde:
y = absorbancia (nm)
m = pendiente
X = concentracion
b = interseccién
En este caso la ecuacién de la recta es:

y =0,0244 x —0,0095

Se despeja la concentracién (x):
y+0,0095

0,0244

Se reemplaza en (y) los valores de las absorbancias de las concentraciones preparadas del
extracto, para este ejemplo se utiliza los datos de la primera muestra de etanol-agua (50:50
vIv):

0,060 + 0,0095

0,0244

X = 2,8620 pg/mL (Concentracion de DPPH en el tiempo t)
Para calcular el % de inhibicion de DPPH se utiliza la siguiente férmula:
Concentracion de DPPH en el tiempo (t) (mol/L)

% de inhibicion de DPPH = *100
Concentracion de DPPH en el tiempo 0 (mol/L)

2,8620 pghml
25,420594 pgfmL

% de inhibicién de DPPH =

% de inhibicion de DPPH = 11,259

Se aplicé el mismo procedimiento para todas las muestras analizadas.

71



Determinacién del parametro ICso y AAI

Para calcular el ICso se trabaja con un minimo de seis concentraciones, cuyas absorbancias
deben estar dentro del rango de la curva de calibracion. Se grafico en el eje x la concentracion
calculada del extracto y en el eje y el % de inhibicibn de DPPH de cada concentracion, para
éste ejemplo tomaremos los valores del primer extracto obtenido por etanol-agua (50:50 v/v)
a 20°C:

Concentracion

0 o
calculada del extracto % Inhibicion de

(hg/mL) DPPH
179,09 11,26
89,55 37,38
44,77 67,74
22,39 81,39
11,19 90,42

5,60 96,55

Curva para calcular el parametro ICg,. Etanol-agua (50:50 v/v) a 20°C.
120 ~
100 -
o
o 80 -
[a)
3 60 - y = 0,0022x2 - 0,8924x + 101,04
c R? = 0,9985
O
Q2
Q 40 -
<
£
X 20 -
0 T T T 1
0 50 100 150 200
Concentracion calculada del extracto (ug/mL)

De la curva graficada se obtiene una ecuacion polinémica:

y=ax’+bx+c
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En éste caso es:
y = 0,0022x2 - 0,8924x + 101,04

Por definicion ICso es la concentracidbn necesaria de extracto para disminuir en 50% la
concentracion de DPPH, entonces (y) toma el valor de 50. A partir de la ecuaciéon dada se

despeja x:
X (ICs0) = 68,90 pg/mL

Para calcular el AAl se utiliza la siguiente férmula:
Concentracion de DPPH en el tiempo 0 (ug/mL)
|C5o (pg/mL)

All =

25,39 pgtml
68,90 pgfmL

AAIl =

AAl = 0,3685431
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ICs0 Y AAl de extractos obtenidos por etanol-agua (50:50 v/v) a 20°C

1.

Concentraciéon calculada

0 e
del extracto % Inhibicion de

(wg/mL) DPPH
179,09 11,26
89,55 37,38
44,77 67,74
22,39 81,39
11,19 90,42

5,60 96,55

Curva para calcular el parametro ICg,. Etanol-agua (50:50 v/v) a 20°C.
120 +
LOO -
T
A
@) 80 -
(8]
-g y = 0,0022x? - 0,8924x + 101,04
\8 60 - R2 = 0,9985
2
T 40 -
X
20 A
0 T T T 1
0 50 100 150 200
Concentracion calculada del extracto (pug/mL)
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Concentraciéon calculada L
% Inhibiciéon de

e o
181,88 10,51
90,94 42,64
45,47 64,62
22,73 82,20
11,37 90,53
5,68 95,47

% Inhibicién de DPPH

Curva para calcular el parametro ICg,. Etanol-agua (50:50 v/v) a 20°C.

120

100

80

60

40

20

y =0.0017x? - 0.7889x + 99.179
R2 =0.9987

50 100 150 200
Concentracién calculada del extracto (ug/mL)
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Concentraciéon calculada

0 L
del extracto % Inhibicion de

(ug/mL) DPPH
178,53 9,53
89,27 35,37
44,63 60,45
22,32 77,75
11,16 84,73

5,58 90,21

Curva para calcular el parametro I1Cs,. Etanol-agua (50:50 v/v) a 20°C.

100 -
90 -
80 -

70 y = 0.0021x2 - 0.854x + 94.766

60 - R? = 0.9996

50 -
40 +
30 -

% Inhibicién de DPPH

20 +
10 -

0 T T 1
0 50 100 150 200

Concentracién calculada del extracto (ug/mL)
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ICs0 Y AAl de extractos obtenidos por etanol-agua (50:50 v/v) a 40°C

Concentracion calculada
del extracto

% Inhibicion de

(wg/mL) DPPH
179,69 9,42
89,84 33,58
44,92 65,82
22,46 78,18
11,23 82,57

5,62 86,91

100 -
90 -
80 -
70 -

60 -
50 -
40 +
30 -
20 ~

% Inhibicién de DPPH

10 -

Curva para calcular el pardmetro ICg,. Etanol-agua (50:50 v/v) a 40°C.

y = 0.0017x? - 0.7732x + 92.787
R2=0.9917

0 .
0 50

100 150 200

Concentracion calculada del extracto (ug/mL)
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Concentraciéon calculada

0 L
del extracto % Inhibicion de

(ug/mL) DPPH
179,63 9,09
89,81 33,97
44,91 64,28
22,45 80,16
11,23 85,54

5,61 88,83

% Inhibicién de DPPH

Curva para calcular el parametro ICg,. Etanol-agua (50:50 v/v) a 40°C.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

y = 0.0019x2 - 0.833x + 95.444
R2 = 0.9958

50 100 150 200
Concentracién calculada del extracto (ug/mL)
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Concentraciéon calculada

0 L
del extracto % Inhibicion de

(ug/mL) DPPH
178,53 8,60
89,27 36,38
44,63 62,86
22,32 81,53
11,16 83,73

5,58 88,72

% Inhibicion de DPPH

Curva para calcular el parametro ICg,. Etanol-agua (50:50 v/v) a 40°C.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

y = 0.0017x2 - 0.7854x + 94.248
R2 =0.9955

0 50 100 150 200
Concentracion calculada del extracto (ug/mL)
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ICs0y AAIl de extractos analizados:

Solvente de Temperatura de

ICs0

extraccion extraccion (ug/mL) AAI
(°C)

68,90 0,37

Etanol-agua

(50:50 V/v) 20 74,20 0,34
61,82 0,41
66,25 0,38

Etanol-agua

(50:50 V/v) 40 63,85 0,39
65,67 0,38
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Anexo G. Andlisis estadistico

G1l. ANOVA unidireccional: Fenoles mg EAG/100 g muestra BS vs. Muestra

Fuente GL SC CM F P
muestra 8 4054823 506853 37,96 0,000
Error 18 240329 13352

Total 26 4295152

S = 115,5 R-cuad. = 94,40% R-cuad. (ajustado) = 91,92%

ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada

Nivel N Media Desv.Est. —_—t o B o

A20 3 679,77 60,3 (———*——)

A40 3 1287,4 166,7 (==*=—==)

A60 3 905,3 44,6 (———*——)

E20 3 473,8 70,6 (=-—=*--)

E40 3 843,0 104,1 (==*=-—-)

E60 3 1325,8 241,0 (—=*—=—)

EA20 3 1421,1 11,0 (—==%—=)

EA4Q 3 1464,0 83,1 (———%——)

EA6O 3 1701,3 76,2 (——=%—=)
——tm———————— fo———————— Fo——————— Fo——————
400 800 1200 1600

Desv.Est. agrupada = 115,5

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey

muestra N Media Agrupacién
EA60 3 1701,3 A

EA40 3 1464,0 A B

EA20 3 1421,1 A B

E60 3 1325,8 B

A40 3 1287,4 B

A60 3 905, 3 C

E40 3 843, 0 c

A20 3 679,7 C D
E20 3 473,8 D

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
Intervalos de confianza simultédneos de Tukey del 95%
Todas las comparaciones de dos a dos entre los niveles de muestra

Nivel de confianza individual = 99, 75%

muestra = A20 restado de:
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G2. ANOVA unidireccional: DPPH uM ET/ g muestra BS vs. muestra

Fuente GL SC CM F P
muestra 8 69283,7 8660,5 93,17 0,000
Error 18 1673,1 92,9

Total 26 7095¢,8

S = 9,641 R-cuad. = 97,64% R-cuad. (ajustado) = 96,59%

ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada

Nivel N Media Desv.Est. —-————+-————-———- o ————— - +————-
A20 3 48,50 2,82 (==*-)
A40 3 67,68 9,09 (==*-)
A60 3 63,08 1,54 (==*-)
E20 3 39,27 1,01 (=-*-)
E40 3 67,47 4,53 (=*=--)
E60 3 57,56 10,76 (==*-)
EA20 3 167,75 13,93 (==*-)
EA4Q 3 178,00 0,15 (==*-)
EA60 3 137,51 20,30 (=—*-)
e Fomm - Fomm - to———-
50 100 150 200

Desv.Est. agrupada = 9,64

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey

muestra N Media Agrupacién
EA40 3 178,00 A

EA20 3 167,75 A

EA60 3 137,51 B

A40 3 67,68 C

E40 3 67,47 C

A60 3 63,08 C D
E60 3 57,56 C D
A20 3 48,50 C D
E20 3 39,27 D

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
Intervalos de confianza simultdneos de Tukey del 95%
Todas las comparaciones de dos a dos entre los niveles de muestra

Nivel de confianza individual = 99, 75%
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G3. ANOVA unidireccional: FRAP uM ET/g muestra BS vs. muestra

Fuente GL SC CM F P
muestra 8 26013,8 3251,7 68,45 0,000
Error 18 855,1 47,5

Total 26 26868,9

S = 6,892 R-cuad. = 96,82% R-cuad. (ajustado) = 95,40%

ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada

Nivel N Media Desv.Est. ————+4-————-———- t———————— o t————
A20 3 41,82 2,55 (==*--)
A40 3 63,40 5,77 (==*--)
A60 3 58,61 4,32 (==*-)
E20 3 24,96 0,74 (-*--)
E40 3 69,68 1,20 (==*--)
E60 3 71,71 3,04 (==*--)
EA20 3 122,14 12,85 (==*-)
EA4Q 3 118,73 9,57 (==*-)
EA6O 3 97,23 10,006 (=*--)
————te fo———————— F———————— t————=
30 60 90 120

Desv.Est. agrupada = 6,89

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey

muestra N Media Agrupacidén
EA20 3 122,14 A

EA40 3 118,73 A

EAGO 3 97,23 B

E60 3 71,71 C

E40 3 69,68 C

A40 3 63,40 C

A60 3 58,61 CD
A20 3 41,82 D E
E20 3 24,96 E

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
Intervalos de confianza simultdneos de Tukey del 95%
Todas las comparaciones de dos a dos entre los niveles de muestra

Nivel de confianza individual = 99, 75%
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G4. ANOVA unidireccional: ICsp ug/mL vs. muestra

Fuente GL SC CM F P

muestra 1 13,9 13,9 0,69 0,452

Error 4 80,4 20,1

Total 5 94,3

S = 4,483 R-cuad. = 14,76% R-cuad. (ajustado) = 0,00%

ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada

Nivel N Media Desv.Est. -——-——4-—-——-—---- Fom—————— Fommm—————— Fm———
EA20 3 68,305 6,215 (-—=————— == Xmmmmmm oo )
EA40 3 65,259 1,250 (-=-=====—————-- Hmmmmmmmm e )
e Fomm - Fomm - to———-
60,0 65,0 70,0 75,0

Desv.Est. agrupada = 4,483

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey
muestra N Media Agrupacidn

EA20 3 68,305 A

EA40 3 65,259 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Intervalos de confianza simultdneos de Tukey del 95%
Todas las comparaciones de dos a dos entre los niveles de muestra

)

Nivel de confianza individual = 95,00%

84



G5. ANOVA unidireccional: AAl vs. muestra

Fuente GL sC CM F P
muestra 1 0,000072 0,000072 0,11 0,753
Error 4 0,002517 0,000629
Total 5 0,002589

S = 0,02509 R-cuad. = 2,77% R-cuad. (ajustado) = 0,00%

ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada

Nivel N Media Desv.Est. —------- fomm - fomm - Fom +-=
EA20 3 0,37390 0,03471 (-=——————————————- Fomm oo )
EA40 3 0,38081 0,00736 (-=m—mmmmm Hmmmmmmmm )
——————- to—— to—— to—— +-=
0,350 0,375 0,400 0,425

Desv.Est. agrupada = 0,02509

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey

muestra N Media Agrupacidn
EA40 3 0,38081 A
EA20 3 0,37390 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Intervalos de confianza simultdneos de Tukey del 95%
Todas las comparaciones de dos a dos entre los niveles de muestra

)

Nivel de confianza individual = 95,00%
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