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RESUMEN EJECUTIVO

En la industria alimenticia se desechan los subproductos agroindustriales de
mango, olvidando que estos son una fuente importante de polifenoles con
propiedades antioxidantes queayudan en la prevencion de enfermedades,
aprovechando de esta manera los  nutrientes 'y evitando la
contaminacion;considerando esto, se determind la actividad antioxidante in vitro de
dichos subproductos (piel y pulpa adherida a la piel) y se comparé el aporte de

fracciones hidrofilicas y lipofilicas.

La actividad antioxidante mas favorable de la fraccién lipofilica se obtuvo a 24
horas con un tamafio de particula >125<250 um, los valores fueron: DPPH 4,649
pmol TE/g MS, ABTS 4,979 ymol TE/g MS, FRAP 3,589 umol TE/g MS; y, fenoles
totales 50,8 mg GAE/100 g MS. La mayor actividad antioxidante de la fraccion
hidrofilicacorrespondio a la extraida con etanol, se obtuvo a 3 horas con un tamafio
de particula >355<500 ym, para DPPH 162,4 pmol TE/g MS, ABTS 181,9 pmol
TE/g MS, FRAP 71,5 ymol TE/g MS y fenoles totales 1727,31 mg GAE/100 g MS;
estos valores demuestran que en el subproducto de mango es rico en compuestos

antioxidantes.

~ XVI ~



RESUMEN

En la industria alimenticia del mango se acostumbra a trabajar Gnicamente con la
pulpa, olvidando que otros componentes como la piel y semillas son fuente
importante de polifenoles con propiedades antioxidantes, los cuales son de gran
importancia debido a su funcién de prevencion de enfermedades comunes en el
hombre; y, que pueden llegar a tener una mayor cantidad de estos que la pulpa,
ademas que con el correcto tratamiento posterior a su proceso estos subproductos
pueden servir para el consumo humano, animal y aplicacion industrial e
incrementar asi los beneficios econdémicos de las empresas, permitiendo

aprovechar nutrientes valiosos y evitando la contaminacion.

Tomando en cuenta esto, el objetivo de este trabajo fue determinar la actividad
antioxidante in vitro de subproductos agroindustriales de mango: piel y pulpa
adherida a la piel, para asi poder comparar el aporte de las fracciones hidrofilicas y
lipofilicas; para esto primero se realiz6 la obtencién de diferentes extractos,
variando tamafos de particula y tiempos de extraccion, luego de ello se determind
la actividad antioxidante de cada uno utilizando los métodos DPPH, ABTS y FRAP,
asi como el contenido de fenoles totales, encontrando una relacion directamente
proporcional entre el contenido de fenoles totales y la capacidad antioxidante de
los extractos.

La actividad antioxidante méas favorable de la fraccion lipofilica se obtuvo a 24
horas con un tamafio de particula >125<250 um, los valores fueron: DPPH 4,649
pmol TE/g MS, ABTS 4,979 ymol TE/g MS, FRAP 3,589 umol TE/g MS; y, fenoles
totales 50,8 mg GAE/100 g MS. La mayor actividad antioxidante de la fraccion
hidrofilicacorrespondio a la extraida con etanol, se obtuvo a 3 horas con un tamafio
de particula >355<500 ym, para DPPH 162,4 pmol TE/g MS, ABTS 181,9 pmol
TE/g MS, FRAP 71,5 ymol TE/g MS y fenoles totales 1727,31 mg GAE/100 g MS.

En conclusion se pudo obtener mayor cantidad de antioxidantes a partir de
subproducto de mango (piel y pulpa adherida a la piel) en comparaciéon con la
cantidad encontrada en la pulpa, ademas con la realizacion de extracciones
sucesivas y con diferentes solventes se puede llegar a obtener mayores
cantidades de antioxidantes en dichos extractos.

NOMENCLATURA
~ XVii ~



EtOH
MeOH
DPPH
ABTS
TPTZ
TROLOX

MMET / g MS

mg GAE/100 g MS

mL

mg

uMol

: Etanol absoluto

: Metanol

: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl

: 2,2-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)
. 2,4,6-tripyridyl-s-triazine
:6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid
: Micromoles equivalentes de trolox/ gramo de muestra
seca

: Miligramos equivalentes de acido galico / 100 gramos
de muestra

: Mililitro

: Microlitro

: Gramo

: Miligramo

: Micromol

: Normal
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1. INTRODUCCION

El mango (Mangifera indica L.) es una fruta tropical que pertenece a la familia
Anacardiaceae, es la mas cultivada en Tailandia(Maisuthisakul & Gordon 2009) y
se obtiene en méas de 90 paises. De la produccion mundial, Asia produce el 77%,
América el 13% y Africa el 9%(FAO 2011). En América, los principales
abastecedores de mango son: México, Brasil, Pert, Ecuador, y Haiti (Evans
2008).La produccion mundial estimada de mango en el 2005 fue de 28,51 millones

de toneladas métricas(Evans 2008).

En la industria agroalimentaria, se generan una gran cantidad de subproductos
tanto liqguidos como sélidos (Torres et al. 2010; Yepes et al. 2008), solamente en el
despulpado se generan cerca de 193,32 toneladas/semana, representados en
cascara, semillas, restos de pulpa y fibra(Mejia et al. 2009), segun Carro y
Gonzalez (2009), al procesar el mango en forma agroindustrial se generan
volumenes de residuos que oscilan entre el 35-60% del volumen original(Berardini
et al. 2005a; Larrauri et al. 1996; Schieber et al. 2003); estos consisten
principalmente en piel (15%), semillas (18-20%) y fibra pulposa (8-10%), los cuales
pueden ser usados como una fuente de fibra y compuestos fendlicos con

propiedades beneficiosas (Berardini et al. 2005b; Schieber et al. 2001).

Estudios anteriores han demostrado que las semillas y cascaras de mango son
ricas en polifenoles(Prasad et al. 2009) y que pueden llegar a tener una mayor
cantidad de componentes que la pulpa (Ashoush & Gadallah 2011). Los
subproductos y productos fuera de norma que se generan de la produccion de
mango, pueden servir para el consumo humano, animal y aplicacion industrial,
trayendo beneficios econdmicos importantes(Yepes et al. 2008); sin embargo, la
mayoria de industrias no tienen algun plan para tratarlos, debido al alto costo de su
reutilizacion y por el contrario, los ubican junto a vertederos, traduciendo esto en
una pérdida valiosa de biomasa, nutrientes y costes econémicos asociados(Torres
et al. 2010), convirtiéndose en una fuente de contaminacion(Alexandre & Pinto
2010; Barreto et al. 2008). Las caracteristicas de estos subproductos hacen

posible su utilizacion para otros fines como: produccion energética, elaboracion de

~1~



nuevos alimentos o0 extraccibn de sustancias con alto valor agregado
(antioxidantes y antinflamatorios), los cuales permitirian optimizar la alimentacién

previniendo y tratando enfermedades crénicas(Ajila et al. 2007; Torres et al. 2010).

Ayala (2011) determind que céscaras y semillas de mango son una fuente natural
de antioxidantes, vitaminas y minerales, sus extractos son ricos en compuestos
fendlicos, con capacidad de inhibir el crecimiento de bacterias y hongos (Garcia
2006; Gonzalez et al. 2005), reducir reacciones de oxidacion (Rojas et al. 2008)e
inactivar radicales libres(Abdalla et al. 2007), son ademas agentes
nutraceuticos(Amin & Mukhrizah 2006; Ribeiro et al. 2008), antimicrobianos,
anticarcindgenos, antiinflamatorios, antiaterogénicos, insecticidas (Saiz & Lépez
2010), inmunomoduladores(Berardini et al. 2004; Rojas et al. 2008). El consumo
de compuestos fendlicos por medio de frutas y verduras, esta asociado a efectos
de proteccion frente a enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo(Garcia
2006; Manach et al. 2005), aumentando la defensa antioxidante, neutralizando las
especies radicalarias(Avello & Suwalsky 2006) y protegiendo de enfermedades
cardiovasculares y neurodegenerativas (Lim et al. 2007; Manach et al. 2005). Por
ser estas las causas de morbilidad y mortalidad mas importantes del mundo
occidental (44%) (Milner 2000), es necesario obtener una mayor cantidad de
compuestos fendlicos con el minimo costo y poder aislar sus principales
grupos(Berardini et al. 2004; Martinez et al. 2000; Torres 2007).

Dentro de la linea de investigacion del CETTIA, “Aplicacién de Tecnologias
emergentes y tradicionales en procesos agroindustriales”, el presente tema
contribuye a desarrollar un conocimiento mas amplio acerca de la actividad
antioxidante de las fracciones del extracto de mango y el efecto de las
caracteristicas de extraccion de compuestos fenodlicos (tiempo y tamafio de
particula) y de su fraccionamiento (compuestos fendlicos lipofilicos e hidrofilicos),
la misma que se realiz6 por maceracion dinamica a diferentes tamafios de
particula; una vez obtenidos los extractos, se determind la actividad antioxidante in
vivo de cada uno utilizando los métodos: DPPH, ABTS, FRAPy cuantificacion de

fenoles totales.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 MANGO

El mango (Figura 2.1) es una fruta de la zona intertropical, de pulpa carnosa y
semi-acida, de origen asiatico, comprende algunas variedades, muchas de ellas
obtenidas por injerto (Carro & Gonzélez 2009); es una de las frutas tropicales mas
apreciadas por los consumidores y se cree que comenzé a cultivarse 2000 a.C.,

aunque se supone que ya era conocida tiempo atras (Torres et al. 2006).

Figura 2.1. Fruto de mango

Fuente:Bally(2006)

2.1.1 Descripcién botanica

El mango es el fruto del arbol Mangifera indica, se trata de un arbol frondoso de
hasta 20 metros de altura, copa redonda, forma piramidal, de humerosas ramas,
hojas alargadas y color verde brillante, con abundantes flores (550-
4000)(SAGARPA 2005), los datos de su descripcion botanica se detallen en la
tabla 2.1.

El género Mangifera comprende 69 especies y segun revisidn porKoesterman y
Bompard(1993) las variedades que mas se comercializan se clasifican en 3

grupos: “florida”, “india” y “africana”. La variedad floridaes la méas aceptada por los

consumidores, la India y Africana se destinan a grupos étnicos que las conocen



por ser procedentes del sector donde habitan; la variedad “Tommy Atkins” se
encuentra dentro del grupo florida (Torres 2007).

Tabla 2.1.Descripcion botanica del mango

Clase Dicotileddneas
Subclase Rosidae

Orden Sapindales
Suborden Anacardiineae
Familia Anacardiaceae
Género Mangifera
Especie Indica

Fuente: RDS (2003)

2.1.2 Composicién quimica del mango

El mango es una fruta rica en calcio, magnesio, potasio, fésforo, vitamina A(lICA
2007), vitamina C, fibras y antioxidantes, razén por la cual su mercado esta
creciendo continuamente.La calidad del mango es el resultado de muchos
factores, algunos de los cuales se encuentran en la pulpa: sabor, contenido de
fibras, azdcar, relacion peso/pulpa, caracteristicas de la piel, color, peso, etc(Carro

& Gonzélez 2009). En la tabla 2.2 se detallan sus componentes.

Tabla 2.2Componentes nutricionales del mango (en 100 g de pulpa fresca)

Componentes Ref. (1) Ref. (2)
Calorias (Kcal) 60 65
Agua (g) 83 81,7
Proteina (g) 0,40 0,51
Lipidos (g) 0,20 0,45
Carbohidratos (g) 15,90 17
Fibra (g) 1 1,8
Ceniza () 0,50 --
Calcio (mg) 17 10
Fosforo (mg) 15 11
Hierro (mg) 0,40 0,13



Fuente: Referencias: (1) IICA (2007); (2) USDA (2006)

2.2 PRODUCCION DE MANGO

Con una produccion mundial de mas de 26 millones de toneladas en
2004(FAOSTAT, 2005), el mango es una de las frutas tropicales mas importantes
del mundo(Berardini et al. 2004). Como cosecha de exportacion, se coloca
bastante abajo en la lista de las frutas, pero ocupa el segundo lugar en uso
doméstico y se usa cada vez mas en la industria farmacéutica(Carro & Gonzalez
20009).

La produccion de mango principalmente se da en la India, Indonesia, Florida,
Hawai, México, Sudéfrica, Egipto, Brasil, Cuba, Filipinas y otros paises(Carro &
Gonzalez 2009). Los principales importadores son Estados Unidos, Union
Europea y Canad4a, y su consumo sigue aumentando;en el mundo se producen
28,5 millones de toneladas por afio(Evans 2008), provenientes de 111 paises y los
mayores indices de consumo se observan en los propios paises productores(Carro
& Gonzéalez 2009). La exportacion de pulpa de mango como materia prima para la
produccion de alimentos se estima que se encuentra alrededor del 62% de las
exportaciones totales de frutas y verduras en la India que es el mayor productor
mundial de mango(Berardini et al. 2004). Las exportaciones son hechas entre otros
por Haiti, Kenia, Alto Volta, Pakistan, Filipinas, Tailandia, México y Brasil,
precisamente estos dos ultimos son los mayores exportadores del mundo y ambos
dirigen el curso de sus exportaciones principalmente al mercado de los Estados
Unidos(Carro & Gonzalez 2009).

En Ecuador se dedican aproximadamente 7700 Ha al cultivo de mango,
concentradas principalmente en las provincias de Guayas (90%), los Rios, Manabi
y el Oro. Segun datos presentados por la Fundacion Mango Ecuador (FME 2000),
en la Camparfia 2002-2003, Ecuador produjo 35175 ton. y exportd 6.7 millones de

cajas siendo el principal mercado de destino Estados Unidos (79%).

2.3SUBPRODUCTOS DE MANGO


http://www.monografias.com/trabajos35/oferta-demanda-oro/oferta-demanda-oro.shtml

En la industrializacion del mango se han buscado alternativas en el uso de
subprodutos, con la semilla de mango se puede obtener harina de semilla, almidon
de semilla, alimento animal, se la puede ademas incluir en la elaboracion de
jabones y cosmeéticos, usarla con fines alimenticios, en la elaboracién de
medicamentos gracias a sus propiedades medicinales contra el asma y la diarrea
(Carro & Gonzélez 2009) o como fuente potencial de ingredientes para alimentos
funcionales o productos terapéuticos(Abdalla et al. 2007).

Investigaciones han revelado que las cascaras de la variedad Tommy Atkins son
una fuente de flavonoides y xantonasglicésidas y galotaninos con caracteristicas
beneficiosas para el ser humano(Berardini et al. 2004) y una buena fuente de
compuestos fitoquimicos, como: polifenoles, carotenoides, vitamina E, fibra
dietética y vitamina C; y algunos compuestos individuales como: taninos, acido
galico, cumarina, acido elagico, vainillina, mangiferina, acido ferdlico, acido
cindmico (Ashoush & Gadallah 2011), los cuales ejercen una actividad
antidiabética mediante el incremento de la sensibilidad de la insulina, que posee

actividad antiviral, antitumoral, e inmunomoduladora(Acosta et al. 2009).

Los extractos en infusion del tallo y hojas en infusién, pueden ser utilizados para
tratar enfermedades como diarrea e infecciones cutaneas, siendo ademas
antioxidantes, analgésicos e inhibidores de actividad macrofaga(Berardini et al.
2004).

2.4 COMPUESTOS FENOLICOS

Son un gran grupo de compuestos presentes en verduras y frutas, ejerciendo una
potente accion antioxidante, la cual es necesaria para el funcionamiento de las
células vegetales(Avello & Suwalsky 2006). Los compuestos fendlicos constituyen
uno de los grupos de micronutrientes presentes en el reino vegetal, siendo parte
importante de la dieta tanto humana como animal; forman un amplio grupo de
sustancias quimicas, con diferentes estructuras y actividad, englobando mas de

8000 compuestos distintos(Martinez et al. 2000).

Quimicamente, los compuestos fendlicos son sustancias que poseen un anillo

aromatico, un anillo de benceno, con uno o mas hidréxidos incluyendo derivados
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funcionales (ésteres, metil ésteres, glicosidos, etc.) (Tsimidou 1998). La naturaleza
de los polifenoles varia desde moléculas simples hasta compuestos altamente
polimerizados (taninos), se presentan en las plantas en forma conjugada con uno o
mas residuos de azucar (glucosa, galactosa, arabinosa, ramnosa, xilosa, o los
acidos glucuronico y galacturénico) unidos a los grupos hidroxilos(Martinez et al.

2000) o a &cidos carboxilicos, acidos organicos, aminas y lipidos (Garcia 2006).

2.4.1 Compuestos fenolicos del mango

Un total de 12 flavonoides y xantonas han sido identificados en lapiel y semillas de
mango (tabla 2.3), considerandolos una fuente de antioxidantes bioactivos(Ribeiro
et al. 2008); lapiel de mango posee flavonoles O-y C-glucésidos xantonas,

galotaninos y derivados de benzofenona(Berardini et al. 2004).

Tabla 2.3Compuestos fendlicos en pulpay piel de mango

Pulpa de mango (mg/ kg de Piel (mg/

materia seca) kg de

Componentes materia
Haden Tommy Uba seca)
Atkins

Mangiferin 29+01 | 22+01 | 124+0.3 199 £5,3
Isomangiferin ND 0.5+£0.0 1,1+0,1 16,4+£29
Mangiferingallate ND ND 1,3+0,0 28,0+£1,0
Isomangiferingallate ND ND 45+0,0 26,9+0,7
Quercetin 3—0O- galactoside ND ND 25%0,2 151 +12,;3
Quercetin 3—O—glucoside 0.6+£0.0 ND 6,3£0,4 | 370+ 25,6
Quercetin 3—O- xyloside ND ND 1,7+0,1 84,4 +6,2
Quercetin 3-O-arabinopyranoside ND ND 1,2+0,1 64,8 £5,3
Quercetin 3-O-arabinofuranoside ND ND 1,2 £0,1 55,0+ 2,5
Quercetin 3-O-rhamnoside ND ND 0,5+0,0 158+ 1,2
Kaempferol 3-O-glc ND ND 0,6 £0,0 353+27
Quercetin ND ND 0,6 +0,0 61,1+1,6

Fuente: Ribeiro et al. (2008)



En el mango ademas se puede encontrar: acido galico, acido elagico(Berardini et
al. 2004), taninos, cumarina, vainillina, acido ferulico, acido cinamico(Ashoush &
Gadallah 2011; Martinez et al. 2000).

La mangiferina,xantona-C-glicésido, llama la atencion por la gran variedad de
propiedades farmacoldgicas, ademas de su capacidad antioxidante, antidiabética,

antitumoral y antiviral(Guha et al. 1996).

2.4.2 Importancia de los compuestos fendlicos
Ademas de las propiedades bioldgicas de los compuestos fendlicos, se les han
atribuido actividades farmacoldgicas y medicas relacionadas con la prevencion y/o

mejora del estado de salud (Avello & Suwalsky 2006).

Los compuestos fendlicos retrasan la oxidacion de otras moléculas,inhibiendo la
propagacion de la oxidacién, ademas intervienen como antioxidantes naturales de
los alimentos; poseen efectos vasodilatadores, anticancerigenos, antiinflamatorios,
antialérgicos, antivirales, bactericidas, estimuladores de la respuesta inmune,
efectos estrogénicose inhibidores de fosfolipasa, cicloxigenasa, lipoxigenasa y

xantina oxidasa (Martinez et al. 2000).

El tallo, hojas, frutos y flores de Mangifera indica L. poseen actividad
antibacteriana, mostrando como resultado que los extractos acuosos de ésta,
poseen una menor actividad antibacteriana contra Escherichiacoli(Benites et al.
2010).

En la corteza de Mangifera indica L., se ha encontrado en gran proporcion la
mangiferina, la cual posee una importante actividad analgésica. (Benites et al.
2010) sumando a esto la actividad antidiabética mediante el incremento de la
sensibilidad de la insulina 2, posee actividad antiviral, antitumoral,

inmunomoduladora y efecto anti VIH(Acosta et al. 2009)

2.5EXTRACCION DE COMPUESTOS FENOLICOS



La extraccion es el paso inicial en el aislamiento de componentes bioactivos a
partir de materiales vegetales, el objetivo es obtener la maxima concentracion de
compuestos y la mayor actividad antioxidante de los extractos(Spigno et al. 2007).
La extraccion esta influenciada por la naturaleza quimica de los compuestos,
técnica de extraccion, presencia de sustancias interferentes, disolvente de
extraccion, naturaleza de los componentes de interés, propiedades fisicoquimicas
de la matriz, disponibilidad de reactivos y equipos, el coste y los problemas de
seguridad(Hamid et al. 2010), considerando también la agitacion, pH y el estado de
division del material(Acosta et al. 2009). SegunSharapin(2000) y Acosta et al.
(2009)el éxito de un proceso de extracciéon sélido-liquido depende también de los

tratamientos previos a los que se haya sometido el sélido, como el secado previo.

Los disolventes mas utilizados para la extraccion son: metanol, etanol y acetona,
ya sea por separado, combinados o en disoluciones acuosas (Lim et al. 2007;
Thaipong et al. 2006). Las polaridades de los disolventes organicos influyen en la
seleccion de un disolvente especifico para la extraccion de un grupo de
compuestos bioactivos(Hamid et al. 2010); la actividad antioxidante de un
compuesto no depende Unicamente de sus propiedades quimicas, su accesibilidad
a las zonas activas de oxidacion es decisiva en la eficacia antioxidante (Conde
2009).

De modo general se consideran dos tecnologias diferentes para la extraccion con
disolventes de compuestos antioxidantes a partir de residuos de actividades

industriales: extraccion liquido-liquido y extraccion sélido-liquido (Conde 2009).

e Extraccion liquido-liquido
Se basa en la distribucion o reparto de los solutos entre dos fases inmiscibles en
las cuales el compuesto y la matriz tienen solubilidades diferentes, se la conoce
también como extraccion con disolventes organicos o extraccién con disolventes
(Conde 2009).

e Extraccion solido-liquido
Conocida también como lixiviacion, es la extraccibn de muestras solidas con
disolventes, muy utilizada en la separacion de compuestos antioxidantes a partir

de residuos solidos, los cuales requieren ser extraidos con disolventes
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convencionales y posteriormente eliminar el disolvente para obtener un extracto
concentrado. Los disolventes méas habituales son: hexano, agua, etanol y
metanol(Conde 2009).

Dentro de la extraccion solido-liquido se encuentra un proceso denominado
maceracion, que consiste en poner en contacto la muestra y el solvente durante
un tiempo determinado dando como resultado un equilibrio de concentracién entre
la muestra y el solvente, esta depende de: la naturaleza del extracto, tamafio de
particula, contenido de humedad y selectividad o cantidad de solvente; una
variacion de esta, es la maceracion dinamica que consiste en dejar la muestra en
contacto con el solvente durante un determinado tiempo, utilizando agitacion
constante; este proceso puede darse a temperatura ambiente o temperaturas mas
elevadas(Sharapin 2000).

A nivel analitico se emplean diversas técnicas, siendo la mas usada
tradicionalmente la extraccion en Soxhlet (Luque de Castro & Garcia-Ayuso 1998),
pero actualmente hay un incremento de nuevos métodos de extraccién con
tiempos cortos, menor consumo de disolventes organicos y reduccion de
contaminacioén, empleando: extraccion asistida por ultrasonidos, extraccion con
pulsos eléctricos, extraccién asistida por microondas, extraccion acelerada con
disolventes y extraccién con fluidos supercriticos. A nivel industrial se emplean
equipos de extraccion discontinua y continua con disolventes convencionales y
equipos discontinuos para la extraccién con fluidos supercriticos(Conde 2009; Saiz
& Lopez 2010).

2.5.1 Modo y condiciones de extraccion

- Efecto del disolvente: El tipo de extracto obtenido, los rendimientos de extracciéon
y la actividad antioxidante dependen del tipo de disolvente utilizado, debido al
diferente potencial de solvatacion o a la diferencia de polaridad; el etanol y el agua

son mas utilizados por su ausencia de toxicidad y abundancia(Conde 2009).

- Efecto del pH: Con un tratamiento acido se mejora la capacidad antioxidante de
las fracciones acuosas, en algunos casos, se supone que los niveles mas altos de

actividad antioxidante correspondieron a pH 10, debido a que la fraccion que se
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solubiliza mayoritariamente es la de proteina y acidos grasos, por ello en este caso

la responsable de la capacidad antioxidante es la fraccion proteica(Conde 2009).

- Efecto del tamafio de particula: La reduccion en el tamafio de particula,
incrementa la capacidad antioxidante del extracto como resultado de un
incremento en la cantidad de compuestos extraidos al tener una mayor superficie
de contacto(Conde 2009).

- Efecto de la temperatura: Durante la extraccion afecta a la estabilidad de los
compuestos debido a las reacciones de degradacion quimica y enzimética,
pérdidas por volatilizacion o a descomposicion térmica. Se ha encontrado que la
temperatura influye en la alteracion de polifenoles(Larrauri et al. 1996)y en
procesos de extraccion,temperaturas moderadas a tiempos de operacion largos
conducen a la degradacion de los compuestos fendlicos, mientras que en procesos
de hidrdlisis de duracion entre 1-8 h no se observa degradacién de estos

compuestos(Conde 2009).

2.6 ANTIOXIDANTES

Un antioxidante biolégico se ha definido como “cualquier 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”
(Benzie & Strain 1996). Es un ingrediente que protege la calidad de los
alimentos(Abdalla et al. 2007)y neutraliza la accion oxidante de los radicales libres

mediante la liberacion de electrones en nuestra sangre(Finkel & Holbrook 2000).

Hay evidencias que sustentan el papel patogénico de los radicales libres en
procesos biolégicos, mostrando la relacion entre la incidencia de enfermedades
inflamatorias y degenerativas y las bajas concentraciones de antioxidantes en la
sangre(Sohal & Weindruch 1996), los que pueden ser modificados al aumentar su
ingesta(Avello & Suwalsky 2006).

Entre los principales factores que afectan la actividad antioxidante de los extractos,
se encuentra: calidad de la planta, origen geografico, condiciones climaticas,

época de recoleccion, almacenamiento y factores tecnoldgicos(Conde 2009). El
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contenido total en polifenoles y la actividad antioxidante son distintas para las
diferentes partes de la fruta, ademas es posible que se den las diferencias
dependiendo de la etapa de maduracién de los frutos o entre hojas jovenes y
viejas de los materiales vegetales(Sawa et al. 1999).

e Radicales libres:

Son atomos o grupos de atomos que tienen un electrén desapareado o libre, por lo
gue son muy reactivos ya que tienden a captar un electron de las moléculas
estables con el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica y una vez que ha
conseguido sustraer el electrén, la molécula estable que se lo cede se convierte en
radical libre por quedar con un electron desapareado; la vida media biologica del
radical libre es de microsegundos, pero tiene la capacidad de reaccionar con todo
lo que esté a su alrededor provocando dafios a moléculas(Avello & Suwalsky
2006).

e Estrés oxidativo
Cuando el aumento del contenido intracelular de las moléculas radicales y no
radicales sobrepasa las defensas antioxidantes de la célula, se produce el estrés
oxidativo, induciendo un dafio a moléculas biolégicas como lipidos, proteinas y
acidos nucleicos, el estrés oxidativo se presenta en diversos estados, alterando la
funcionalidad celular y contribuyendo al desarrollo de enfermedades degenerativas
(Avello & Suwalsky 2006).El estrés oxidativo puede causarse por:disminucion de
antioxidantes debido a mutaciones 0 a toxinas que causan disminucién de
defensas o por el incremento en la produccion de especies reactivas a causa de la
exposicion a elevados niveles de oxigeno. La dieta juega un papel importante en la
prevencion de enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo,
fundamentalmente a través del aporte de compuestos bioactivos de origen vegetal,
lo que esta llevando a las industrias alimentarias a disefiar alimentos funcionales

gue supongan un aporte extra de antioxidantes naturales (Garcia 2006).

2.6.1 Beneficios de los antioxidantes

Entre las actividades fisiolégicas de los antioxidantes naturales se encuentra:
actividad antibacteriana, antiviral, antimutagénica, antialérgica, anticarcinogénica,
inhibidora del incremento de la presion arterial, antillcera, anticariogénica,

antimicrobiana y antifingica(Conde 2009) todas derivadas del estrés oxidativo
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celular, ademas de su poder como: vasodilatadores, antiinflamatorios,
estimuladores de la respuesta inmune, antialérgicos, efectos estrogénicos, o
inhibidores de enzimas prooxidantes, como cicloxigenasa, lipoxigenasa y xantina
oxidasa(Garcia 2006).

2.6.2 Tipos de antioxidantes

Actualmente se utilizan tanto los de origen natural como sintéticos, de estos
altimos solo algunos se han empleado en alimentos, pues es necesario comprobar
la ausencia de toxicidad y actividad carcinogénica antes de utilizarlos. En la tabla

2.4 se detallan las ventajas y desventajas de antioxidantes sintéticos y naturales.

Tabla 2.4 Principales ventajas y desventajas de los antioxidantes sintéticos y

naturales
Antioxidantes sintéticos Antioxidantes naturales
Econdmico Mayor coste.
Diversas aplicaciones. Uso restringido en algunos productos.

. o ] Amplio intervalo de actividad
Actividad antioxidante media a alta. o
antioxidante.

Creciente preocupacion por la _ o
) Consideradas sustancias inocuas.
seguridad.

o Uso creciente, aplicaciones en
Uso prohibido para alguno de ellos.

expansion.
Baja solubilidad en agua. Amplio intervalo de solubilidades.
Interés decreciente Interés creciente.

Fuente: Conde (2009)

Los antioxidantes sintéticos se utilizan en los limites legales para reducir el
deterioro, rancidez y la decoloracién oxidativa de los aceites y grasas. Existen
algunos problemas relativos a la seguridad y la toxicidad de los antioxidantes
sintéticos relacionados con su metabolismo y la posible absorcion y acumulacion
en los tejidos; por otra parte, antioxidantes naturales se encuentran en algunos
materiales vegetales tales como oleaginosas, cereales, verduras, frutas, hojas,
cortezas, raices y hierbas, los cuales se asocian a la reduccion del riesgo de
enfermedades cronicas(Abdalla et al. 2007). Las reacciones quimicas de los

radicales libres se dan constantemente en las células de nuestro cuerpo, pero el
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proceso debe ser controlado con una adecuada proteccion antioxidante, por medio
de alimentos ingeridos en la dieta (vitaminas y compuestos fendélicos) que permiten

neutralizar las especies radicalarias(Avello & Suwalsky 2006).

Entre los principales antioxidantes se encuentran: acido ascorbico (regeneracion
de tocoferoles), tocoferoles (proteccion de membranas lipidicas, bloqueo de la
cadena de reacciones de peroxidacion), carotenoides (bloqueo de la cadena de
reacciones de peroxidacion), compuestos fendlicos (captacion de radicales libes y

actividad quelante de metales.)(Garcia 2006).

2.6.3 Determinacion de actividad antioxidante

Existen diversos métodos para evaluar la actividad antioxidante, ya sea in vitro o in
vivo, las determinaciones de la capacidad antioxidante realizadas in vitro nos dan
tan sélo una idea aproximada de lo que ocurre in vivo. La capacidad antioxidante
de una mezcla no viene dada solo por la suma de las capacidades antioxidantes
de sus componentes; también depende del microambiente en que se encuentra el
compuesto(Kuskoski et al. 2005). Las técnicas espectrofotométricas si bien tienen
interés desde el punto de vista del control de calidad, no aportan suficiente
informacion desde el punto de vista nutricional y funcional, por lo que es necesario
recurrir a técnicas mas precisas como las cromatograficas (HPLC) identificando
individualmente los polifenoles de interés (Prior et al. 2005).La actividad
antioxidante de los compuestos fendlicos se ve determinada por su estructura
quimica(Belitz & Grosch 1988).

Técnicas cromatograficas.- Permiten la separacion, aislamiento, purificacion e
identificacion de compuestos fendlicos, asi como el estudio de la interaccion entre

polifenoles y otros componentes de los alimentos(Martinez et al. 2000).

Técnicas espectrofotométricas.- Determina la actividad antioxidante frente a
sustancias cromoégenas de naturaleza radical, ocurriendo una pérdida de color
proporcional con la concentracién(Rojas et al. 2008). La capacidad antioxidante de
una muestra esta dada por interacciones sinérgicas entre compuestos y por la

accion en cada uno de ellos, por lo cual es necesario combinar mas de un método
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para evaluar correctamente la capacidad antioxidante de una muestra (Pérez-

Jiménez & Saura-Calixto 2007). Entre los métodos utilizados se encuentran:

ABTS, llamado asi por el reactivo 2,2-azinobis (3-ethilbenzotiazolina-6-
acido sulfonicoic), mide la capacidad de los antioxidantes naturales de
eliminar radicales libres (Nantitanon et al. 2010; Prior et al. 2005). Este
ensayo se basa en la activacion de metmioglobina con peréxido de
hidrégeno en presencia de ABTS para producir el radical cationico, cuando
hayan o no antioxidantes (Re et al. 1999). El ABTS en sistemas lipofilicos,
puede ser utilizado para estudiar los efectos de proteccidén de antioxidantes
liposolubles en lipidos, simplificando asi el ensayo (Antolovich et al. 2001,
Arnao et al. 2001).Pérez-Jiménez (2007)y Saura Calixto(2006)encontraron
que algunos compuestos que tienen actividad captadora con ABTS, no
muestran la misma actividad con el radical DPPH(Maisuthisakul & Gordon
20009).

DPPH, llamado asi por el reactivo 2,2-difenil-1-picrylhydrazyl. Es un método
rapido y sencillo, se basa en la medicién de eliminacion de radicales libres
de los compuestos antioxidantes con DPPH(Castafieda et al. 2008; Lim et
al. 2007; Sanchez-Moreno et al. 1998). Es adecuado para medir la actividad
antioxidante en alimentos y extractos vegetales(Sanchez-Moreno 2002), en
este método el radical es estable y tiene una coloracion purpura que se
pierde progresivamente cuando se aflade al contenido de la muestra
sustancias antioxidantes(Antolovich et al. 2001). El DPPH puede obtenerse
directamente a diferencia del ABTS, que es generado tras una reaccion
quimica, enzimatica o electroquimica(Castafieda et al. 2008) y mientras
mas antioxidante sea la muestra, menor sera su valor(Pérez-Jiménez &
Saura-Calixto 2007). La medida de la reaccion DPPH — sustrato debe ser
estequiométrica, en caso de que el sustrato no tenga masa molar, como en

extractos de plantas (Molyneux 2004).

FRAP, mide eltotal de la capacidad de reduccién de radicales libres
(Berardini et al. 2004; Nantitanon et al. 2010), es un ensayo sencillo y
facilmente automatizable(Pulido et al. 2000).Al determinar la capacidad que

tiene la muestra para reducir un complejo férrico con (TPTZ) a su forma
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ferrosa, genera una coloracion de intensidad proporcional a la actividad
reductora de la muestra, que puede cuantificarse por colorimetria en base a
un patrén de hierro(Garcia 2006). Los valores de FRAP se obtienen
comparando el cambio de absorbancia a 593 nm en mezclas de reaccion
con iones ferrosos en concentraciones conocidas (Lim et al. 2007; Rojas et
al. 2008). La ventaja de este método es que los extractos reaccionan
rapidamente con los iones férricos (30 min), mientras que otros métodos
como el DPPH llevan mucho mas tiempo (24 horas) (Benzie & Strain 1996;
Thaipong et al. 2006).

Fenoles totales, los fenoles totales no son un meétodo de actividad
antioxidante, pero nos permiten conocer la cantidad de fenoles de una
forma general. Folin-Ciocalteu, ha sido utilizado durante muchos afios como
una medida del contenido en compuestos fendlicos totales en productos
naturales (Prior et al. 2005; Swain & Hillis 1959). Este analisis es
complementario al cromatografico proporcionando informacién valiosa a la

hora de seleccionar variedades con mayor potencial antioxidante.
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3. OBJETIVOS

3.1 PROPOSITO U OBJETIVO GENERAL DE LA INVESTIGACION:

Comparar el aporte en actividad antioxidante de las fracciones lipofilicas e

hidrofilicas en subproductos agroindustriales de mango.

3.2 COMPONENTE U OBJETIVO ESPECIFICO DE LA INVESTIGACION:

- Cuantificar el rendimiento de extraccion de las fracciones lipofilicas e

hidrofilicas.

- Determinar la actividad antioxidante de las fracciones lipofilicas e

hidrofilicas
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4.- MATERIALES Y METODOS:

4.1 REACTIVOS Y EQUIPOS

4.1.1 Reactivos:

Los solventes empleados para la extraccién fueron de grado analitico: hexano

(Merck), metanol y etanol absoluto (Panreac Quimica S.A.)

FENOLES TOTALES: Folin-Ciocalteu 2N (Sigma — Aldrich), carbonato de sodio
anhidro p.a. (Merck), acido galico (Sigma)

ABTS: 2,2-azinobis (3 — etilbenzotiazolina — 6 — acidosulfénico) (Sigma), persulfato
de potasio (Sigma - Aldrich), acido — 6 —hidroxi — (2, 5, 7, 8 tetrametilcromano — 2 —

carboxilico) trélox (AldrichChemistry)

DPPH: 2,2 difenil — 1 — pycrydrazyl (Sigma), acido — 6 —hidroxi —(2, 5, 7, 8

tetrametilcromano — 2 —carboxilico)trolox (AldrichChemistry)

FRAP: 2, 4, 6 —tri — (2 —piridil — s —triazina) (TPTZ) (Sigma), acetato de sodio
trinidratado (Merck), acido clorhidrico (Sigma - Aldrich), cloruro férrico
hexahidratado (Merck)

4.1.2 Equipos utilizados

-Balanza analitica Ohaus -RotavaporBuchi

-Refractometro MettlerToleto - Estufa de vacio Memmert

-pH-metro digital Mettler Toledo -Espectrofotometro Visible Jenway

-Agitador magnético Kika -MicropipetasBoeco
4.2MUESTRAS
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Se utilizaron los subproductos del procesamiento del despulpado de mango
(Mangifera indica L.) variedad Tommy Atkins y Haden, especificamente la corteza
y residuos de pulpa, provenientes de la empresa Agroficial (Guayaquil — Ecuador).
4.3CARACTERIZACION DE LA MATERIA PRIMA
La materia prima fue caracterizada para estandarizar las condiciones de los
subproductos del mango y asi minimizar el efecto de los cambios fisicos,
fisiologicos y quimicos sobre los resultados; los analisis realizados fueron:
humedad, pH, color, acidez, °Brix e indice de madurez, como se detallan a

continuacion:

4.3.1 Determinaciéon de humedad: El contenido de humedad del mango se
determiné bajo el método descrito por la técnica AOAC 934.06 (2005)basado en la
perdida de peso por evaporacién de agua hasta obtener un peso constante.Este
método gravimétrico se realizé en una estufa de vacio; para lo cual se pesaron 5 g
de muestra, esta fue colocada en una capsula de aluminio y llevada a la estufa de
vacio a 70°C+ 1°C (13,3 KPa) hasta alcanzar peso constante, luego de lo cual las
muestras se dejaron enfriar en un desecador y se pesaron nuevamente, el

resultado se obtuvo por diferencia de pesos, como lo muestra la Ec. (1).

P.inicial —P.final

%Humedad = *100 Ec. (1)

P.inicial

El analisis se realizé por triplicado y el resultado se expresé como el valor

promedio + desviacion estandar.

4.3.2 Determinacién de pH: El pH se midié usando la norma NTE INEN 389
(1985a), para lo cual se utiliz6 un pH-metro digital previamente calibrado con
buffer pH 4,01 - 7,00 (Mettler Toledo). Primero fue necesario pesar 10,0 £ 0,1 g de
la muestra fresca de mango que se disolvieron en 100 mL de agua, en dicha
solucion se introdujo el pH-metro digital y se tomaron las medidas
correspondientes a temperatura ambiente (25 °C). Las medidas se realizaron por

triplicado y el resultado se expresd como valor promedio + desviacion estandar.
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4.3.3 Determinacién de color: La clasificacion del color de la piel de la fruta, se
realiz6 de acuerdo a la carta de colores de la Royal Horticultural Society (RHS) de

Inglaterra.

4.3.4 Determinacion de acidez: La determinacion de acidez titulable se realiz6 de
acuerdo al procedimiento descrito en el método oficial AOAC 942.15
(2005)utilizando 5 g de muestra diluidos en 25 mL de agua destilada, se adiciono 4
gotas de fenolftaleina y se homogenizo, la mezcla se tituldé con hidréxido de sodio
0,1 N, hasta alcanzar un pH de 8,3 (viraje de la fenolftaleina). El porcentaje de

acidez se expres6 como porcentaje de acido citrico utilizando la Ec. (2).

% Acidez =

(gasto de NaOH en mL) (Normalidad del agente titulante )(P eq. acido citrico) Ec (2)
Alicuota de la muestra (mL)=*10 ’

4.3.5 Determinacion de solidos solubles totales: Para determinar el contenido
de sodlidos solubles totales de la muestra se utilizéel refractometrocolocando de 1 a
2 dos gotas del zumo del subproducto de mango y midiendo en la escala superior
el indice de refraccidn, el resultado se expresd como °Brix, como lo indica la norma
NTE INEN 380 - (1985b).

4.3.6 Determinacion del indice de madurez: Para determinar el indice de la
madurez de la fruta se utilizaron los analisis anteriores y se lo define como el

cociente entre °Brix y la acidez titulable (Ec. 3).

2 Brix

IM = Acidez Ec. (3)

4.4 PREPARACION DE MATERIA PRIMA
Las muestras se deshidrataron en una estufa al vacio a temperatura menor a
40 °C, para evitar la pérdida de estabilidad y de compuestos fendélicos asi como la
degradacioén y deterioro por microrganismos, asi como para evitar la pérdida
significativa deglucosidos y flavonoles(Berardini et al. 2004), el tiempo fue el

suficiente hasta alcanzar una humedad menor o igual al 10%(Kong et al. 2010a).
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Una vez seco el subproducto, se lo redujo de tamafio con un molino de cuchillas,
trabajando en ciclos (100 g por 30 segundos, 3 veces) de tal forma que se evite el
estrés térmico y el deterioro de la muestra, el resultado fue tamizado utilizando
tamices metalicos con medidas de: 500 ym, 355 pym, 250 um y 125 um, obteniendo
cinco fracciones: >500, >355<500, >250<355, >125<250, <125 uym (figura 4.1,
tabla 4.1), que corresponden a los 5 tamafios que se analizaron; estas muestras se
almacenaron en fundas plasticas a temperaturas de -20°C hasta su analisis. El

esquema descrito de este procedimiento se muestra en el Anexo 1 (figura Al.1).

Figura 4.1 Muestra de mango tamizada a diferentes tamafos de particula

Fuente: La experimentacion

Tabla 4. 1 Tamaios de tamiz utilizados para los diferentes tamaros de

particula
Tamafio del tamiz Fraccion
1000 pm >500
500um >355<500
355um >250<355
250um >125<250
125pum <125

Elaboracién: La autora
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4.5 EXTRACCION DE COMPUESTOS ANTIOXIDANTES
En este trabajo se estudian las fracciones lipofilicas e hidrofilicas, en ambos casos
se empleo la técnica de maceracion dinamica. La figura 4.2 muestra como se
obtuvieron las diferentes fracciones.

Figura 4.2Esquema general de fracciones lipofilicas e hidrofilicas

10¢

— E1. hexano
F1. hexano

E2. etanol
F2. etanol

E3. metanol
F3. metanol

residuo sélido

Elaboracién: La autora
4.5.1 Extraccién de compuestos lipofilicos

Se colocé 10 g de muestra a maceracion dinamica, la misma se realiz6 a
temperatura ambiente. El solvente utilizado fue hexano, en relacion 1:10

(peso:volumen) por un tiempo de: 3, 6 y 24 horas (figura 4.3).

Figura 4.3 Maceracion dinamica

Fuente: La experimentacion
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Luego de terminada la etapa de maceracion, se filtr6 al vacio para separar las
fases y se volvio a someter a la muestra a dos extracciones sucesivas para
aumentar la eficiencia (Arslan & Ozcan 2011), una vez realizadas las tres
extracciones con el mismo solvente, se guardd la parte solida para realizar
lasextracciones posteriores (hidrofilicas), mientras que el solvente y los
compuestos existentes en este, Se recogieron y Se evaporaron en un
rotaevaporador a 40 °C a vacio(Benites et al., 2010), hasta obtener el extracto
final (figura 4.4), el mismo que se almaceno a - 20° C hasta su analisis(Hamid et al.
2010). El esquema descrito del procedimiento se muestra en el Anexo 1 (figura
Al.2).

El rendimiento de extraccion se expresé como el porcentaje respecto al peso de

material seco (Ec. 4):

extr.seco
9 100

Rend.extr. (%) = ———— *
g de muestra Ec. (4)

El ensayo se realizé por triplicado y el resultado se expres6 como promedio *

desviacion estandar.

Figura 4.4 Extracto lipofilicoluego de la evaporacion

Fuente: La experimentacion

4.5.2 Extraccion de compuestos hidrofilicos
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La muestra almacenada obtenida de la extraccion lipofilica con hexano, se sometio
a una nueva maceracion dindmica (Hamid et al. 2010), utilizando un solvente en
relacion 1:10 (w/v); debido a las diferencias de estabilidad, polaridad y solvatacion
se analizé el efecto de dos diferentes solventes: etanol absoluto y metanol en ese

orden.

Una vez acabado el proceso de maceracion, se realizd una filtracion al vacio
(Antolovich et al. 2000), de tal forma que fue posible separar el solvente mas
compuestos fendlicos de la parte solida; este proceso se llevo a cabo dos veces
mas para aumentar la eficiencia de la extraccion(Acosta et al. 2009; Arslan &
Ozcan 2011) y la parte sdlida fue guardada en congelacion para posteriores

extracciones.

La solucion: solvente mas compuestos fendlicos, resultante del procedimiento
anterior, se someti6 a evaporacion al vacio para eliminar dicho solvente. El
producto seco obtenido, fue almacenado a temperatura de congelacién de -20 °
Chasta realizar los analisis de actividad antioxidante y fenoles totales (figura 4.5).

El esquema del procedimiento se muestra en el Anexo 1(figura A1.3).

Figura 4. 5 Extractos almacenados

Fuente: La experimentacion
El rendimiento de extraccion se expresd6 como porcentaje respecto al peso del

material seco (Ec. 4). El ensayo se realiz6 por triplicado y el resultado se expresé

como promedio + desviacion estandar.
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4.6 DETERMINACION DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

El trolox es el estandar de referencia que se utilizé para hacer reaccionar a la

muestra con un determinado reactivo(Prakash 2001).

4.6.1MétodoDPPH

El ensayo de DPPH se realizé basandose en la técnica de Bran-Williams et al.
(1995), con algunas modificaciones descritas por Thaipong et al. (2006). Se
prepar6 una solucién patron disolviendo 24 mg de DPPH en 100 mL de metanol,
la misma que fue almacenada a -4 °C hasta su uso. La solucién de trabajo se
preparé mezclando 10 mL de solucion patrén con 45mL de metanol hasta obtener
una lectura en absorbancia de 1,1 + 0,02 unidades a una longitud de onda de 515
nm en un espectrometro UV. Se emplearon curvas estandar de trélox con
concentraciones entre 25 — 800 uM. . De cada concentracién asi como de cada
muestra se tomo6 150 pL en un vial, se adicion6 2,85 mLde la solucién trabajo de
DPPH y se dej6 reaccionar por 24 horas en la obscuridad a temperatura ambiente,
para posteriormente medir la absorbancia a una longitud de onda de 515 nm.Los
resultados fueron expresados en umoles equivalentes de trélox por gramo de
muestra seca (UMoIET/g MS). En el Anexo 1 (figura Al1.4) se muestra un esquema

detallado de la experimentacion descrita.

4.6.2Método ABTS:

Se empled la técnica de Arnaoet al. (2001)con algunos ajustes descritos por
Thaipong et al. (2006). Se prepararon dos soluciones: ABTS (0,0074 Molar) y
persulfato de potasio (0,0026 Molar), la mezcla de estas se dejé reposar por 12
horas de tal forma que se obtuvo la solucion patron de ABTS, la solucion de
trabajo se preparé mezclando 1 mL de solucion patron con 60 ml de MeOH hasta
obtener una lectura en absorbancia de 1,1 + 0,02 unidades a una longitud de onda
de 515 nm en un espectrometro UV. Se emplearon curvas estandar de trolox en
concentraciones entre: 25 y 800 uM. De cada concentracion asi como de cada
muestra se tomdé 150 pL en un vial, se adicion6 2,85 mL de la solucion trabajo de
ABTS y se dejo reaccionar por 7 min en oscuridad a temperatura ambiente, para

posteriormente medir la absorbancia a una longitud de onda de 734 nm.Los
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resultados fueron expresados en pumoles equivalentes de trélox por gramo de
muestra seca (UmolET/g MS). En el Anexo 1 (figura A1.5) se muestra el esquema

de la experimentacion descrita.

4.6.3Método FRAP:Este método se realiz6 basandose en Benzie et al. (1996)con
algunas modificaciones de Thaipong et al. (2006)y Hamid et al. (2010). Se
prepararon tres soluciones: buffer acetato a 300 mMolar(3,1 g C,H3NaO,: 3H,O y
16ml C,H40,), TPTZ (0,01 Molar) en HCI (0,04 Molar) y cloruro férrico (0,02 Molar),
se mezclaron las tres soluciones a 37°C para obtener la solucion de trabajo. Se
emplearon curvas estandar de tr6lox con concentraciones entre: 25 y 800 umol. De
cada concentracién asi como de cada muestra se tom6 150 pyL en un vial, se
adicion6 2,85 mL de la solucién trabajo FRAP y se dej6 reaccionar por 30 min en
oscuridad a temperatura ambiente, para posteriormente medir la absorbancia a
una longitud de onda de 593 nm; los resultados fueron expresados en pmoles de
trolox por gramo de muestra seca (umol ET/g MS). En el Anexo 1 (figura Al1.6) se

muestra un esquema de la experimentacion descrita.

4.7 DETERMINACION DE FENOLES TOTALES
En la determinacion de la concentracion de fenoles totales se utilizd el método de
Folin-Ciocalteu, utilizando las modificaciones descritas por Kong et al.
(2010b)yThaipong et al. (2006). Se prepard una solucion a 0,25 N de Folin (25 mL
de Folin 2 N + 175 mL de agua destilada), una solucién de carbonato de sodio a 1
N (5 g en 25 mL de agua destilada).Se tomd 150 pL de extracto, 2400 pL de agua
y 150 pyL de 0,25 N de Folin-Ciocalteu, se combinaron en un vial y luego se
mezclaron en un vortex. La mezcla se dejo reaccionar durante 3 minutos y a
continuacion se afadiéo 300 uL de Na,CO3 (1N) y se mezclé bien. La solucién se
incub6 a temperatura ambiente en la oscuridad durante 2 h. La absorbancia se
midi6é a 725 nm usando un espectrofotometro UV y se emplearon curvas estandar
de acido galico a concentraciones entre: 0,02 y 0,1 mg de acido galico. De cada
concentracion asi como de cada muestra se tom6 150 pL en un vial, 2400 pL de
agua destilada y 150 pL de Folin 0.25N, se agitd por 2 minutos y se dejo

reaccionar por 3 minutos, luego se agrego 300 uL de carbonato de sodio (1N) y se
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dejo reposar por 2 horas en oscuridad, para posteriormente medir la absorbancia a
una longitud de onda de 725 nm. Los resultados fueron expresados en mg
equivalentes de acido galico (mg GAE/100 g MS).El esquema del procedimiento se
muestra en el Anexo 1 (figura A1.7)

4.8 ANALISIS ESTADISTICO

La variacién en rendimiento, actividad antioxidante (ABTS, DPPH y FRAP) y
fenoles totales se evalu6 por medio de un ANOVA con un nivel de significancia de
95% (P < 0,05).

Las curvas de calibracion se obtuvieron utilizando el programa Microsof Excel
2010, todas tuvieron un coeficiente de correlacién r*> 0,99 (Anexo 2.2). El analisis
estadistico y la generacién de gréficas se llevo a cabo empleando MINITAB 16 con

licencia académica.
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5.- RESULTADOS Y DISCUSIONES:

5.1 CARACTERIZACION DEL MANGO

La caracterizacion de los subproductos de mango fresco de las variedades:
Tommy Atkins y Haden se realiz6 homogenizando 4 diferentes lotes, los datos se
detallan en la tabla 5.1, conjuntamente con los datos reportados en literatura
(Carrera et al. 2007).

Tabla 5.1 Caracterizacion fisico-quimica del mango

Muestra Referencia
. L. Tommy
Propiedad Valor numérico Atkins Haden
°Brix 23,25 35,85 39,48
% Acidez 0,33 (ac. Citrico) 0,23 0,23
IM 73,86 155,87 171,65
pH 4,27 3,70 3,84
% 70,455 78,68 80,25
Humedad ' ' '
Color Yellow-greengroup

153D, 153 E
Fuente: Carrera et al. (2007)

Al realizar la comparacion, se notd0 que las variedades estudiadas poseen
caracteristicas fisico quimicas y de calidad muy similares, mostrando la mayor
diferencia en el indice de madurez de cada una, el cual depende generalmente del
tiempo después de la cosecha que la fruta tuvo antes de ser estudiada. Ademas
los datos muestran que los frutos se encontraban maduros, lo que se relaciona
directamente con el contenido de compuestos bioactivos, como compuestos
fendlicos o carotenoides, mejorando de esta manera la capacidad antioxidante del

fruto (Repo & Encina 2008). Existe también una diferencia entre la relacion
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pH:acidez de la muestra y la referencia, lo cual se atribuye a que la refencia son
los frutos de las variedades Tommy Atkins y Haden y la muestra son los
subproductos de las mismas variedades, sumandole a esto los errores de medicion
gue generalmente se dan al realizar los analisis, ya sea por falta de calibracion,

fallas del equipo o por algun error del analista.

5.2 RENDIMIENTOS DE EXTRACCION DE SUBPRODUCTOS DE MANGO
La tabla 5.2, muestra el valor promedio de las tres extracciones con respecto al

rendimiento de extraccion.

Tabla 5.2 Rendimientos de extraccion por fracciones

% de Rendimiento(expresados en base seca)

Tamafio de
particula Hexano Etanol Metanol
(um)
3 horas
<125 1,85+ 0,03 25,62 £ 0,116 @ 27,78 £ 0,92
>125<250 1,85+ 0,04 25,57 +£0,25 | 28,04 £0,04
>250<355 1,31+ 0,03 25,27 £0,69 | 25,83 + 0,65
>355<500 1,58 £ 0,25 28,27 +£2,63 | 26,27 +1,16
>500 0,75 £ 0,02 25,74+0,16 | 28,25 +0,93
6 horas
<125 1,92 + 0,00 23,21 £0,34 | 24,27 + 0,05
>125<250 1,83 £ 0,07 22,14+ 155 | 23,59+2,44
>250<355 1,61 + 0,08 26,13+0,34 = 28,30 £ 3,06
>355<500 1,48 £0,17 2568+159 | 31,62+1,79
>500 1,15+ 0,03 24,02 £0,23 | 25,14 £ 0,67
24 horas
<125 2,60 + 0,07 26,37 +£1,36 | 25,90+ 1,80
>125<250 2,68 £0,42 26,74 £ 1,68 | 24,99 + 2,27
>250<355 2,15+0,12 24,68 £ 0,65 | 24,72 +1,94
>355<500 1,64 =+ 0,05 25,36 £ 0,28 | 25,38 + 0,36
>500 1,49+0,11 25,26 £+1,51 | 20,42 +0,43

Fuente: Anexo 2.1

~ 29 ~



5.2.1 Rendimiento de extraccién de la fraccion lipofilica

El ANOVA (Anexo 3.1.1)muestra que el valor de P es <0,05 en las variables:
tiempo, tamafio de particula e interaccion tiempo-tamafio de particula,
demostrando que hay diferencias significativas en el rendimiento de extraccién con
hexano.

Como se observa en la figura 5.1, el tiempo de extraccibn mas adecuado
correspondié a 24 horas, a este tiempo deextraccion existié diferencia significativa
en rendimiento para todos los tamafios de particula, obteniendo el mayor
rendimiento con tamafios entre >125 y < 250 pum. Este procedimiento
permitiérecuperar los lipidos y el material vegetal previo a extracciones
posteriores(Dorta et al. 2012).

El promedio de extraccion con hexano fue 1,73%

Figura 5.1Rendimientos de extraccion de la fraccion lipofilica

3 -
26 2,68

T 2.5 A
s 2.15
S 1 an
o— 1.924
§ 2 - 1.851.85 1.83 m<125
1\ 1.61 1.64
£ 1.58 B >125<250
o 1.5 - 1.3
'g 1.15 m >250<355
‘q&; m >355<500
e 17 0.75
5 m>500
[ =
[J]
x 05 -

0 T T 1

3 horas 6 horas 24 horas

Fuente: Anexo 2.1.1

El rendimiento de extraccion obtenido con las condiciones Optimas en el presente
estudio es comparable al obtenido por Ajila et al. (2007)en cascara de mango con
un 2,5% de material lipofilico extraido.
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5.2.2 Rendimiento de extraccién de la fraccion hidrofilica

El ANOVA (Anexo 3.1.2) muestra que el valor de P fue <0,05 en las dos variables
por separado y también en la interaccion de las mismas, es decir que con cada
una de las variables hay diferencias significativas en el rendimiento de extraccion
con etanol.Como se muestra en las figuras del Anexo 3.1.2las condiciones de
extraccidbn mas adecuadas corresponde a 3 horas y un tamafo de particula de
>355<500 pm.

La figura 5.2 muestra que los rendimientos de extraccion con etanol son cercanos
entre los tiempos de extraccion y los tamafios de particula, entre 22,14% - 28,27
% lo cual indica que la extraccion previa no representa alteracion de la muestra
para la extraccion con etanol.

El rendimiento promedio de extraccion fue 25,34 %

Figura 5.2 Rendimiento de extraccion de la fraccion hidrofilica (etanol)

30 28,3
253 25.7 26.1 26.7 25.4
25.625.6 25.7 264 s 7 253
23.2 24

g ¥ 22.
c
2
o 20 - m<125
o
E W >125<250
§ 15 1 m >250<355
‘g B >355<500
.E 10 -
5 m >500
c
[J]
€ 5 -

O T T 1

3 horas 6 horas 24 horas

Fuente: Anexo 2.1.2

El resultado reportado por Prasad et al. (2009)en extraccién a alta presion con
etanol fue de 30% en rendimiento, notando asi que los resultados obtenidos son

cercanos cuando se realiza una primera extraccion con hexano.

Otros autores han propuesto diferentes condiciones de extraccién de fracciones
hidrofilicas, etanol al 75% Makris et al. (2007), etanol al 70% Zhang et al. (2007)y
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etanol al 80% Kong et al. (2010b), estos autores adicionan cierta cantidad de agua
al etanol, para aumentar la eficiencia de extraccibnpor la polaridad de la
mezcla(Hamid et al. 2010), pero sin considerar que concentraciones muy bajas de
etanol no presentan resultados favorables en cuanto al contenido de flavonoides,
acidos fenolicos y antocianinas(Prasad et al. 2009). Ademas es importante
mencionar que al mismo tiempo la presencia de agua representa una dificultad en
el manejo, tratamiento y conservacion de los extractos (Soong & Barlow 2006).

- Rendimiento de extraccion de la fraccidn hidrofilica restante (metanol)
En el ANOVA de acuerdo al valor de P < 0,05 (Anexo 3.1.3) las dos variables:
tiempo y tamafio de particula asi como la interaccion de estas tuvieron un efecto
significativo en el rendimiento de extraccién con metanol. De acuerdo a las figuras
(Anexo 3.1.3), el mayor rendimiento de extraccion se did a 6 horas con un tamafo

de particula de >355<500 ym, con un rendimiento de extraccion de 31,62 %.

La figura 5.3 muestra cierta relacion en los rendimientos de extraccion con
metanol, en este caso se obtuvo valores entre 20,42% y 31,62% y a pesar de las
diferencias entre tiempos y tamafios de extraccion el promedio de rendimiento fue
26,03%.

Figura 5.3 Rendimientos de extraccion de la fraccion hidrofilica (metanol)
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3 horas 6 horas 24 horas

Fuente: Anexo 2.1.3
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Resulta dificil realizar una comparacion con la extraccion metandélica porque en
este caso corresponde al tratamiento de recuperacion de compuestos luego de dos
extracciones previas con hexano y etanol; sin embargo en literatura se encuentran
resultados similares entre etanol (17%) y metanol (19%) con un P > 0,05 (Prasad
et al. 2009), mientras que en otros (Dorta et al. 2012; Hamid et al. 2010; Ju &
Howard 2003) el metanol extrae mejor que etanol. Las condiciones que utilizan
estos autores no proporcionan resultados comparables con los obtenidos en este
estudio, debido a que la muestra de la que se extrajeron los compuestos fendlicos
es diferente, las condiciones de extraccién no son las mismas y a que los extractos
de metanol ya tuvieron extracciones con hexano y etanol, en las cuales se

obtuvieron las fracciones lipofilicas y una parte de las hidrofilicas.

5.3 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
Para establecer la fraccion adecuada no basta comparar el rendimiento de
extraccion, es necesario determinar la calidad del extracto ya sea por su

composicion quimica y las propiedades relacionadas a estos.

En este estudio se determiné la actividad antioxidante de los diferentes extractos

(como se detallé en la seccién 4.6), a continuacion se muestran los resultados.

5.3.1 Actividad antioxidante de la fraccion Lipofilica

Latabla 5.3 muestra un resumen de los resultados de actividad antioxidante de la
fraccion lipofilica de los subproductos de mango obtenida a partir de los métodos:
ABTS, DPPH y FRAP, en la primera parte ser realiza un analisis del ANOVA
aplicado para la comparacién de los resultados obtenidos, mientras que en la
segunda parte se muestra una comparacion con los resultados que otros autores

han obtenido en estudios anteriores.
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Tamafio de
particula
(Mm)

<125
>125<250
>250<355
>355<500

>500

<125
>125<250
>250<355
>355<500

>500

<125
>125<250
>250<355
>355<500

>500

n=3

Fraccién lipofilica

ABTS DPPH
pmol TE/g MS pm(')vll'SI'E/g
3 horas
2,72+ 0,29 2,36 £ 0,25
3,20+ 0,89 2,52 + 0,49
2,05+0,16 1,53+0,13
2,64 £ 0,35 2,34 £ 0,57
1,42 £ 0,08 0,97 £ 0,10
6 horas
2,82+0,78 2,75+0,74
3,08 + 0,46 2,83+ 0,26
1,88 £ 0,42 2,42 £ 0,63
2,28 £ 0,58 2,07 £0,21
1,61+£0,34 1,58 £ 0,39
24 horas
3,85+ 0,68 3,01+ 0,57
4,97 +1,70 4,64+1,42
3,60+0,48 3,25+0,55
2,87 £ 0,29 2,34 +£0,29
2,64 +£0,04 2,49 +0,48

Fuente: Anexo 2.3.1.1; 2.3.1.2; 2.3.1.3
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Tabla 5.3 Resumen de actividad antioxidante de la fraccién lipofilica

FRAP

umol TE/g MS

2,05+0,29
2,19+ 0,36
1,76 £ 0,17
2,05+0,33
1,15+ 0,16

2,43+0,18
2,82+0,52
1,97 +0,18
2,26 £ 0,52
1,72+ 0,34

3,11+0,11
3,58 + 0,61
3,18 + 0,39
2,30 + 0,30
2,03+0,30



El ANOVA (p<0,05) mostro que el tiempo de extraccion y el tamafio de particula
tuvieron efecto significativo sobre el valor de actividad antioxidante para DPPH,
ABTS y FRAP.

En todos los tamafios analizados el tiempo de extraccion de 24 horas mostré
mayor actividad antioxidante que 3 y 6 horas. La figura 5.4 compara los valores de

actividad antioxidante en 24 horas.

Figura 5.4 Actividad antioxidante dela fraccion lipofilica

497
5 - 4.64
45 -
3.00
4 6 3.58
25
35 - 18
" 3.01 3.11 m <125
2 | .
- 2.63 m >125<250
S~
o5 o
E .03 » >250<355
2 27 m >355<500
15 - = >500
1 -
0.5 -
O ] ] 1
DPPH ABTS FRAP

Fuente: Anexo 2.3.1.1; 2.3.1.2; 2.3.1.3

La combinacion de tiempo y tamafio de particula méas adecuada mostré ser 24
horas y tamafio >125 <250 ym con resultados de 4,64; 4,97 y 3,58umol TE/g MS
para DPPH, ABTS y FRAP respectivamente.

5.3.1.1 Fenoles totales de la fraccion lipofilica
Para fenoles totales, la tabla 5.4 muestra los resultados para los extractos
analizados.

Tabla 5.4 Fenoles totales de la fraccion lipofilica

Fenoles totales (mg GAE/100 g MS)
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Tamarfio de

varticula 3 horas 6 horas 24 horas
<125 28,71 + 5,34 25,16 + 4,85 46,98 + 16,86
>125<250 32,88 + 8,2 34,80 + 6,06 50,81 + 14,66
>250<355 20,48 £ 2,38 23,41 + 4,27 41,89 + 1,59
>355<500 26,34 + 3,73 26,38 + 8,69 30,04 + 3,56
>500 13,78 £ 0,96 18,14 £ 4,14 22,67 +2,02

Fuente: Anexo 2.3.1.4

Similarmente el tiempo de extraccion y el tamafio de particula mostraron un efecto
significativo, en la que la mejor combinacion corresponde a 24 horas y un tamafio
de particula >125<250 pym obteniendo 50,8 mg GAE/100 g MS.

La comparacion con otros autores no se puede dar debido a la diferencia en las
condiciones de extraccion utilizadas como: tipo de solvente, relacién solido:
solvente, tiempo de extraccion, tamafio de particula y temperatura y en el caso de
las fracciones lipofilicas debido a que estas han sido poco estudiadas y no se han

encontrado estudios similares.

5.3.2 Actividad antioxidante de la fraccion hidrofilica

Latabla 5.5 muestra un resumen de los resultados de actividad antioxidante de la
fraccion hidrofilica de los subproductos de mango obtenida a partir de los métodos:
ABTS, DPPH y FRAP, en la primera parte ser realiza un analisis del ANOVA
aplicado para la comparacién de los resultados obtenidos, mientras que en la
segunda parte se muestra una comparacion con los resultados que otros autores

han obtenido en estudios anteriores.
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Tabla 5.5 Resumen de actividad antioxidante de la fraccion hidrofilica

Fraccioén hidrofilica

ABTS DPPH FRAP
Tama,no de Etanol Metanol Etanol Metanol Etanol Metanol
pa{;ﬁ;"a pmol TE/g MS | pmol TE/g MS | pmol TE/g MS | pmol TE/g MS | pmol TE/gMS | pmol TE/g MS
3 horas
<125 167,26 £ 2,64 128,91 £ 11,05 130,51 £ 8,98 110,30 £ 11,74 62,69 £ 4,92 63,15 £ 4,77
>125<250 156,40 + 7,03 136,00 + 15,16 124,77 + 3,75 119,99 + 12,21 63,66 + 3,73 68,67 £ 10,27
>250<355 141,87 £ 15,14 121,42 £ 8,30 116,33 £ 17,00 96,52 £ 13,78 51,53 +£10,11 58,79 £ 2,12
>355<500 181,88 + 58,51 135,91 £52,90 | 162,36 +51,46 @ 113,75+ 43,84 71,54 + 20,24 62,24 + 25,77
>500 164,28 £ 16,62 180,47 £ 27,28 135,10 £ 6,69 151,18 £ 18,82 59,46 £ 4,35 92,04 £ 15,26
6 horas
<125 142,82 £ 4,22 133,19 £ 8,48 121,02 £ 4,31 107,76 £ 11,52 57,53 £ 1,46 64,07 £ 2,20
>125<250 132,39 + 18,85 132,86 + 50,16 102,87 + 3,15 127,89 + 43,38 48,83 + 0,95 64,49 + 25,44
>250<355 163,74 + 1,87 137,45 + 56,59 134,01 + 3,96 117,19 + 46,81 61,88+ 1,79 65,61 + 27,96
>355<500 127,11 + 11,08 218,67 + 20,46 103,88 + 8,96 179,39 + 31,60 48,74 + 5,97 114,78 + 15,38
>500 152,34 + 7,38 184,20 + 9,66 115,65 + 4,84 168,81 + 15,50 57,87 + 2,08 109,05 £ 20,79
24 horas
<125 156,58 + 38,94 106,69 + 11,79 | 117,85+ 29,43 91,92 + 4,88 65,85 + 19,98 59,36 + 1,61
>125<250 149,49 £ 10,89 134,49 £ 16,54 128,38 £ 3,67 117,23 £ 22,89 64,65 £ 1,51 69,67 £ 13,99
>250<355 133,94 £ 23,50 113,07 £17,28 = 118,62 + 25,83 | 104,62 + 18,26 59,84 + 10,59 62,06 + 10,25
>355<500 165,19 £ 34,30 119,04 £ 15,51 145,86 £ 34,57 104,22 £ 6,62 69,04 £ 13,22 63,92 £ 1,45
>500 135,59 + 9,88 148,03 £ 8,55 117,19+ 11,02 | 137,38 + 23,58 56,58 + 5,95 94,07 + 15,55
n=3

Fuente: Anexos 2.3.2.1; 2.3.2.2; 2.3.2.3: 2.3.3.1; 2.3.3.2; 2.3.3.3
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5.3.2.1 Fraccionetandlica
La tabla 5.6 muestra una sintesis del ANOVA (Anexo 3.2.2) para actividad
antioxidante de la fraccion etandlica.

Tabla 5.6 Resumen de ANOVA para la fraccién etandlica

DPPH ABTS FRAP

Tiempo de extraccion <0,05 <0,05 < 0,05

Tamanfo de particula < 0,05 < 0,05 < 0,05

Interacciones >0,05 >0,05 < 0,05

Fuente: Anexo 3.2.2

5.3.2.1.1 DPPH

De acuerdo a la figura 5.5 los valores de DPPH estan en un rango de 102,9 y
162,4 ymol TE/g MS con un promedio de: 124,96 pmol TE/g MS. En la tabla 5.6 se
observa que P fue > 0,05 en la interaccién de variables y que P fue < 0,05 en el
andlisis de efectos principales, determinando asi dichos efectos si influyen
significativamente en los resultados y que la mejor actividad antioxidante DPPH se
encuentra a 3 horas con un tamafio de particula de >355<500um (162,4 umol TE/g
MS).

Figura 5.5 DPPH de la fraccién hidrofilica - etanol

180 1 162.4
160 A
130.5 135.1 145.9
140 - 124.8 134 128.4
121 115.7 117. 117.2

2 120 - y W <125
S) 100 - W >125<250
'—
S 80 - m >250<355
:E;_ | >355<500

60 A

m>500
40 -
20 A
0
3 horas 6 horas 24 horas

Fuente: Anexo 2.3.2.1

~ 38 ~



5.3.2.1.2 ABTS

De acuerdo a la figura 5.6 los valores de ABTS estan en un rango de 127,1y 181,9
pmol TE/g MS con un promedio de 151,39 pymol TE/g MS. En la tabla 5.6 se
observa que P es > 0,05 en el analisis de interaccion de variables y que P < 0,05
en el andlisis de efectos principales (tiempo, tamafio de particula), determinando
que aunque no hay diferencia significativa en las interacciones, al haberla en los
efectos principales esto influye y nos permite determinar que la mejor actividad
antioxidante ABTS (181,9 ymol TE/g MS) se obtuvo a 3 horas con un tamafio de
particula de >355<500um.

Figura 5.6 ABTS de la fraccion hidrofilica - etanol

200 1 181,9

180 1" 167.3 64.3 163.7 156.6 165.2

160 - M 142.8 1523 149.5

140 - 24 7.
- m<125
E 120 1 m >125<250
% 100 - W >250<355
E 80 1 H >355<500

60 - = >500

40 -

20 -

0 T T f
3 horas 6 horas 24 horas

Fuente: Anexo 2.3.2.2

5.3.2.1.3 FRAP

Los valores de FRAP estan entre 48,7 y 71,5 ymol TE/g MS con un promedio de
59,98 umol TE/g MS. La tabla 5.6 muestra un valor de P <0,05 tanto en efectos
principales como en la interaccion, lo que muestra que hay diferencia significativa
entre los datos, determinando asi que la mejor actividad antioxidante FRAP (71,5
pmol TE/g MS) se obtiene a 3 horas con un tamafio de particula de >355<500
(figura 5.7).
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Figura 5.7 FRAP de la fraccion hidrofilica - etanol
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70 - 63.7 64.7
62.7 59.5 61.9 59.
60 - 2/.5 >/.9 56.6
51.

§ 50 A m<125
00 W >125<250
D 40 -

% m >250<355
§_ 30 - m >355<500
20 - m >500

10 A
O T T 1
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Fuente: Anexo 2.3.2.3

Las mejores condiciones de extraccion en

cuanto a actividad antioxidante

correspondieron a un tiempo de extraccion de 3 horas y un tamafio de particula de
>355<500 uym para DPPH, ABTS y FRAP como lo muestra la figura 5.8, para lo

cual es necesario considerar no solo las interacciones sino también la influencia de

los efectos principales.

Figura 5.8 Resumen de actividad antioxidante de fraccion hidrofilica (etanol)

1819 3 horas

200 - 162.4 >355<500 um
0 150 -
=
= ® DPPH
i
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©
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Fuente: Anexo 3.2.2
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5.3.2.1.4 FENOLES TOTALES
La tabla 5.7 muestra el resumen de los resultados de fenoles totales en los
extractos hidrofilicos analizados.

Tabla 5.7Fenoles Totales de la fraccion hidrofilica (etanol)
Fenoles totales (mg GAE/100 g MS)

Tamaio de 3 horas 6 horas 24 horas
particula (um)
<125 1278,53 + 77,95 1106,58 + 55,44 1150,78 + 140,99
>125<250 1206,42 + 51,26 1052,64 + 135,33 1362,77 + 138,40
>250<355 1247,34 + 88,86 1363,25 + 80,47 1265,96 + 126,86
>355<500 1727,31 + 735,20 1253,61 + 79,56 1456,16 + 199,75
>500 1398,39 + 97,91 1209,55 + 150,65 1309,57 + 216,62

Fuente: Anexo 3.3.2

Luego de analizar la actividad antioxidante de la fracciéon hidrofilicaextraida con
etanol,con cada uno de los tres métodos y luego de haber determinado el
contenido de compuestos fendlicos, se pudo establecer que las mejores
condiciones de extraccion se dan a 3 horas con un tamafio de particula de
>355<500 pym, para DPPH(162,4 pmol TE/g MS), ABTS (181,9 umol TE/g
MS),FRAP (71,5 umol TE/g MS) y fenoles totales (1727,31 mg GAE/100 g MS).

5.3.2.2 Fraccion Metandlica

Es imprescindible hacer notar que en los extractos obtenidos con metanol no se
busca precisamente la mejor extraccion, sino mas bien hacer una contabilizacion
de los compuestos no extraidos con etanol, debido a que hay una relacion
inversamente proporcional y mientras mayor sea la cantidad de compuestos

extraidos con etanol, menor sera la cantidad que extraiga el metanol y viceversa.

La tabla 5.8 muestra una sintesis del ANOVA (Anexo 3.2.3) para actividad

antioxidante de la fraccidn metandlica.
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Tabla 5.8 Resumen de ANOVA para la fraccion metandlica

DPPH ABTS FRAP

Tiempo de extraccion <0,05 <0,05 < 0,05
Tamafio de particula < 0,05 <0,05 < 0,05
Interacciones >0,05 >0,05 < 0,05

Fuente: Anexo 3.2.3

5.3.2.2.1 DPPH
Los valores de DPPH se encuentran en un rango de 91,9 y 179,4 ymol TE/g MS

con un promedio de: 123,21 pmol TE/g MS, como muestra la tabla 5.8 el valor de

P fue > 0,05 en el andlisis de interacciones y P fue < 0,05 en el andlisis de efectos

principales, lo que indica que si hay diferencia significativa en los resultados
obtenidos y que la mejor actividad antioxidante DPPH (179,4 pmol TE/g MS) se

obtuvo con muestra >355 <500 um y con maceracion de 6 horas como lo indica la

figura 5.9.
Figura 5.9 DPPH de la fraccion hidrofilica - metanol
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Fuente:2.3.3.1
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5.3.2.2.2 ABTS

Los valores de ABTS se encuentran en un rango de 106,7 y 218,7 umol TE/g MS
con un promedio de 142,03 7 ymol TE/g MS, como muestra la tabla 5.8 el valor de
P fue > 0,05 en el andlisis de interacciones y P fue < 0,05 en el andlisis de efectos
principales, lo que indica que si hay diferencia significativa en los resultados
obtenidos y que la mejor actividad antioxidante ABTS (218,7 umol TE/g MS) se
obtuvo con muestra >355 <500 um y con maceracion de 6 horas como lo indica la
figura 5.10.

Figura 5.10 ABTS de la fraccion hidrofilica - metanol
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Fuente: Anexo 2.3.3.2

5.3.2.2.3 FRAP

Los valores de FRAP se encuentran en un rango de 58,8 y 114,8 pmol TE/g MS
con un promedio de 74,13 umol TE/g MS, como muestra la tabla 5.8 el valor de P
fue > 0,05 en el analisis de interacciones y P fue < 0,05 en el analisis de efectos
principales, lo que indica que si hay diferencia significativa en los resultados
obtenidos y que la mejor actividad antioxidante FRAP (114,8 umol TE/g MS) se
obtuvo con muestra >355 <500 um y con maceracion de 6 horas como lo indica la
figura 5.11.
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Figura 5.11 FRAP de la fraccion hidrofilica - metanol
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Fuente: Anexo 2.3.3.3

Las mejores condiciones de extraccibn en cuanto a actividad antioxidante
correspondieron a un tiempo de extraccion de 6 horas y un tamafio de particula de
>355<500 ym para DPPH, ABTS y FRAP como lo muestra la figura 5.13, para lo
cual es necesario considerar no solo las interacciones sino también la influencia de

los efectos principales.

Figura 5.12 Resumen de actividad antioxidante, fraccion hidrofilica (metanol)
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Fuente: Anexo 3.2.3
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5.3.2.2.4 FENOLES TOTALES

Para fenoles totales, los resultados se pueden observar en la tabla 5.9, mostrando
que la mayor cantidad de fenoles se obtiene a 3 horas de extraccion con un
tamafio de particula >500 ym (1513,87 mg GAE/100 g MS), pudiendo también
considerarse el valor de 1510,43 mg GAE/100 g MS que se obtiene a 6 horas y

con un tamano de particula >355<500 pm.

Tabla 5.9Fenoles Totales de la fraccion hidrofilica (metanol)

Fenoles totales (mg GAE/100 g MS)

Tarrjano de 3 horas 6 horas 24 horas
particula pm
<125 966,28 + 115,29 865,98 + 73,25 886,20 + 17,31
>125<250 990,70 + 93,08 903,96 + 239,38 962,60 + 111,97
>250<355 954,68 + 127,30 964,88 + 212,20 854,26 + 199,19
>355<500 1035,93 + 368,02 1510,43 + 142,44 830,08 + 132,26
>500 1513,87 + 151,79 1483,12 + 10,99 1159,51 + 189,68

Fuente: Anexo 3.3.3

Luego de analizar la actividad antioxidante y la cantidad de fenoles totales de la
fraccion hidrofilica (extraida con metanol) se determiné que las mejores
condiciones de extracciéon se dan a 6 horas y utilizando un tamafio de particula de
>355<500 pum, obteniendo: DPPH (179,4 umol TE/g MS), ABTS (218,7 umol TE/g
MS), FRAP (114,8 umol TE/g MS) y fenoles totales 1510,43 mg GAE/100 g MS.

Es importante mencionar que lo que se busca en este trabajo es establecer una
sola condicién tanto en tiempo como en tamafio de particula para la extraccion de
la fraccion lipofilica e hidrofilica. Se consiguié una mejor extracciéon de la fraccion
lipofilica utilizando 24 horas de maceracion dinamica y un tamafio de particula
>125<250 pm, la mejor extraccién hidrofilica con etanol se di6 con 3 horas de
maceracion dinamica y un tamafio de particula >355<500 pym y la mejor extraccion
hidrofilica con metanol se di6 a 6 horas de maceracion dinamica y con un tamafo

de particula >355<500 pm, todo esto se detalla en la tabla 5.10
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Tabla 5.10Tabla resumen de mejores condiciones de extraccién

Fraccion Fraccion Fraccion
linofilica hidrofilica hidrofilica
P (etanol) (metanol)
Tiempo, tamafio de 24 horas, 3 horas, 6 horas,
particulapm >125<250 >355<500 >355<500
DPPH (umol TE/g MS) 4,649 162,4 179,4
ABTS (umol TE/g MS) 4,979 181,9 218,7
FRAP (umol TE/g MS) 3,589 71,5 114,8
Fenoles totales (mg
50,8 1727,31 1510,43
GAE/100 g MS)

Fuente: Anexo 3.2; 3.3

5.3.3 Comparacién de resultados

» METODO DPPH

Figura 5.13 Capacidad antioxidante de mango evaluada mediante

Fraccién etandlica
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Elaboracion: La autora
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> METODO ABTS

Figura 5.14Capacidad antioxidante de mango evaluada mediante ABTS
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Elaboraciéon: La autora
» METODO FRAP

Figura 5.15Capacidad antioxidante de mango evaluada mediante FRAP
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Elaboracion: La autora

Las frutas contienen compuestos diferentes, por esta razdén cuando se desea

estimar la actividad antioxidante de materiales vegetales es necesario utilizar mas
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de un método para obtener una imagen completa de la capacidad antioxidante de

dichos compuestos.

En necesario considerar que no se han encontrado estudios que reporten la
actividad antioxidante de subproductos obtenidos a partir de frutas como el mango,
sin embargo, hay numerosos estudios realizados a frutas frescas, como se puede
observar en lasfiguras 5.13, 5.14 y 5.15, pero al comparar los datos obtenidos con
dichas referencias se not6 que los valores son distintos, esta diferencia se debe a
gue en este estudio se analizaron los subproductos mas no la fruta, ademas
debido a que el contenido de compuestos antioxidantes se ve influenciado por las
condiciones de extraccion, estado de madurez de la fruta, variedad de la materia
prima, ubicacion geogréfica de la misma(Hamid et al. 2010; Lim et al. 2007;
Maisuthisakul & Gordon 2009), tipo de solvente utilizado, concentracion de dicho
solvente, tiempo de extraccion, tamafio de particula, temperatura de extraccion,
relaciéon solido: solvente y debido a que hay muchos ensayos con diferentes
sustratos, cinética de reaccion y métodos analiticos para evaluar la actividad

antioxidante(Mahattanatawee et al. 2006).

Ademas se considera que a pesar de utilizar el mismo método de andlisis, los
resultados varian dependiendo del solvente utilizado para obtener el
extracto(Hamid et al. 2010), por lo cual las comparaciones entre resultados de
capacidad antioxidante s6lo pueden hacerse para un mismo método y para
muestras obtenidas con los mismos disolventes(Pérez-Jiménez & Saura-Calixto
2007).

» FENOLES TOTALES

En la tabla 5.16 se muestran algunos valores de fenoles totales en frutas de

mango con diferentes condiciones de extraccion.

Tabla 5.16Comparaciéon de fenoles totales del mango

~ 48 ~



5449 9567.03

505

600 -

w 500 -
3

%0 400 -
=)

8
< 300 -
w

S 200 -
-1}

€ 100 -

Fraccion etandlica Fraccidon metandlica
m Kuskoski et al. 2005 (Et:H20, relacion 1:2,5) ()

E Martinez et al. 2012 (Piel y pulpa, EtOH, relacion 1:20) (Piel y pulpa, MeOH:
H20, relacién 50:50)

= Tesis

E Ribeiro 2007 (Pulpa (Variedad Haden), extraccion MeOH: H20)

= Ribeiro 2007 (Pulpa (Variedad Ub4), extraccibn MeOH: H20)

= Ribeiro et al. 2008 (Piel, MeOH:H20, 1:40)

Ribeiro et al. 2008 (Semilla, MeOH:H20, 1:40)

Elaboracion: La autora

El contenido fendlico, puede ser utilizado como un importante indicador de la
capacidad antioxidante y se considera una caracteristica necesaria cuando un

alimento pretende usarse como fuente natural de antioxidantes.

En la figura 5.16 se muestran los datos del contenido de fenoles totales en
diferentes muestras de mango, los cuales no pudieron ser comparados puesto que
no se relacionan directamente, mostrando que la concentracion y el tipo de
sustancias fendlicas en las frutas y subproductos dependié de varios factores
como: variedad de fruta, estado de madurez y época de cosecha, factores
ambientales como tipo de suelo y clima, factores genéticos y principalmente debido

a que el tratamiento de la muestra y las condiciones de extraccion son diferentes.

La recuperacion de los polifenoles esta influenciadapor la solubilidad de los

compuestos fendlicos en el disolvente que se utilice para la extraccion, lo que
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depende de la polaridad del solvente, concentracion del mismo, mezclas de

solventes y relacion soluto: solvente que se utilice.

Es importante ademas mencionar que pese a que los resultados no son
comparables con los de la referencia, las condiciones utilizadas en el presente
estudio nos dan cantidades mucho mas favorables sobre todo de actividad
antioxidante, lo que significa que el proceso ha mejorado si nos basamos en los
resultados obtenidos por Martinez et al. (2012), Ribeiro (2007) y las demas
referencias, demostrando asi que las extracciones sucesivas nos permiten obtener
una mayor cantidad de extracto, asi como un mayor contenido de antioxidantes y
que el lavado previo con hexano nos permitié extraer los compuestos lipofilicos
que se encontraban en la pared de la célula, facilitando asi las posteriores

extracciones con etanol y metanol.

6. CONCLUSIONES:
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El mejor rendimiento de extraccion de la fraccion lipofilica fue 32,68% (w/w)
durante 24 horas utilizando un tamafo de particula >125<250 um. El mejor
rendimiento de la fraccion hidrofilica utilizando etanol como solvente fue 28,3%
(w/w), que se obtuvo con un tamafo de particula >355<500 ym, durante 3 horas y
el mejor rendimiento de la fraccion hidrofilica utilizando metanol como solvente fue

31,6% (w/w) obtenido con un tamafio de particula >355<500 ym, durante 6 horas.

Se logré conocer el aporte en la actividad antioxidante de las fracciones lipofilicas
e hidrofilicas en los subproductos agroindustriales de mango, de modo que la
mayor actividad antioxidante de las tres fracciones estudiadas correspondi6 a la
extraida con etanol, con valores para DPPH 162,4 ymol TE/g MS y ABTS 181,9
pmol TE/g MS que fueron de 34-36 veces mayores que la fraccién lipofilica y de
1,34 a 1,4 veces mas que la fraccion hidrofilica extraida con metanol y en FRAP
71,5 pmol TE/g MS la fraccion extraida con etanol es 19 veces mayor a la lipofilica

y 1,2 veces mayor a la hidrofilica extraida con metanol.

Las mejores condiciones para extraccion de fracciones tanto lipofilicas como
hidrofilicas fueron: >355<500 uym de tamafio de particula durante 3 horas de
maceracion dindmica, esto considerando que la fracciébn de mayor interés es la

hidrofilica obtenida con etanol.

Las mejores condiciones para extraccion de la fraccionhidrofilicaextraida con
etanol fueron 3 horas con un tamafo de particula >355<500 ym, obteniendo:
rendimiento de 28,3%; DPPH 162,4 umol TE/g MS; ABTS 181,9 ymol TE/g MS;
FRAP 71,5 ymol TE/g MS y fenoles totales 1727,31 mg GAE/100 g MS.

La actividad antioxidante mas favorable de la fraccién lipofilica se obtuvo a 24
horas con un tamafo de particula >125<250 pm, los valores fueron: DPPH 4,649
pmol TE/g MS, ABTS 4,979 pymol TE/g MS, FRAP 3,589 umol TE/g MS y fenoles
totales 50,8 mg GAE/100 g MS

La actividad antioxidante de la fraccion hidrofilica extraida con metanol
correspondiente a la mayor actividad antioxidante en el extracto etandlico, se

obtuvo a 3 horas con un tamafo de particula>355<500 pm, obteniendo: DPPH
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113,8 ymol TE/g MS, ABTS 135,9 umol TE/g MS, FRAP 62,2 umol TE/g MS y
fenoles totales 1035,9 mg GAE/100 g MS.

7.- RECOMENDACIONES:
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Para obtener mayor cantidad de compuestos fendlicos, se podria utilizar diferentes
solventes con distinta polaridad, buscando reducir el tiempo de extraccion y el

consumo de solventes.
Es recomendable realizar los andlisis de actividad antioxidante en el menor tiempo,

ya que los reactivos y extractos que se utilizan tienden a degradarse al estar

expuestos al ambiente.

Tanto para actividad antioxidante como para fenoles totales, es recomendable que
las muestras sean leidas considerando el tiempo de reaccion establecido por la

técnica y de esta forma evitar resultados equivocos.
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9. ANEXOS:
ANEXO 1.Esquemas

Figura 1.1 Preparacion de materia prima
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Muestra
Secar:40°C Humedad: 10%

Reduccién de tamafio con

molino de cuchillas
Tamizar

Almacenar: -20°C

>500,>355<500,>250<355,
>125<250 y <125 nm

Fuente: La experimentacion
Elaboracién: La Autora

Figura 1.2 Esquema de extraccion de compuestos lipofilicos

Pesar 10 g muestra >500, >355<500,
>250<355,>125 <250, <125

+

Solvente

(1:10)

Extraccion con agitacion repetida por
diferentes tiempos: 3, 6 ¥ 24 horas

x3
‘ Filtrar al vacio ‘ | Solvente + compuestos I
‘ Muestra ‘ ‘ Evaporacion al vacio ‘
‘ Secar a 40 °C ‘ ‘ Viales I
‘ Almacenar:-20°C ‘ ‘ Almacenar:-20°C ‘

Se utilizara en futuras
extracciones

Fuente: La experimentacion
Elaboracién: La Autora

Figura 1.3 Extraccion de compuestos fendlicos hidrofilicos
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Muestra anterior

+

100 ml de Solvente EtOH, MetOH

Agitacion repetida a diferentes tiempos: 3,

6y 24 horas
x3
Filtrar al vacio Solvente + compuestos extraidos
Muestra Evaporacién al vacio
Secar a 50 °C Viales
Almacenar:-20°C Almacenar:-20°C

Fuente: La experimentacion
Elaboracion: La Autora
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Figura 1.4 Esquema de determinacién de actividad antioxidante (DPPH)

24 mg (DFFH)

+

100 mL MeDH

Solucion Patron

- - 10 mL de solucidn Lectura de absorbancia de
Solucion de trabajo patrén + 1,1£0.02, 3 515 nm.

45 mL de MeDH

Curva de calibracion Lectura de muestras
Pesar 0,0250 g de Trdlox, aforar a 150 pL extracto + 2850 pL de
100mL de MelH solucion de trabajo
Preparar concentraciones de Tralox Dejar reaccionar por 24 harasen la
entre: 25y 800 pMol ascuridad.
Tomar alicuotas de: 0 0.25 1 47- Medir absorbancia a 515 nm.

2,93, 440,585y 7,82 mL aforados
en 10 mL de MeQH

Tomar 150 pL de ciconcentracidn
+

2.85 mL de solucidn de trabajo

Reaccionar 24 horas en la

Leera 515 nm.

Fuente: La experimentacion
Elaboracién: La Autora
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Figura 1.5 Esquema de determinacién de actividad antioxidante (ABTS)

Solucion 1

0,04060 g de ABBTS aforados en 10 mL de H:O destilada

+

Solucion 2

0,0070 g de persulfato de potasio aforados en 10 mLH:O

Mezclary reposar 12 h.

4

Solucidn Patran

Solucidn de trabajo:
1 mL de solucian patran

+

G0 mL de MeQH

Leera 734 nm, hasta una
lectura en absorbancia de
111002

Curva de calibracion Lectura de Muestras
Emplear curva de estandar con 150 pL de extracto
trolox, concentraciones de 25-300 +
uMol 2880 L de ABTS
Pesar 0.0250g de Trolox, aforara
100mL de Heor Reposar 2 horas
TP —— Leer absorbancia a
Tomaralicuotas: 0; 0,25; 1,47, 2,93; 734nm
440: 585y 7,82 aforados a 10 mL
de MeCQH

150 pL de cada concentracidn
+

2.85 mL de sol. de trabajo ABTS

Reaccionar 2 horasen la
obscuridad.

Leer absorbancia a 734nm

Fuente: La experimentacion

Elaboraciéon: La Autora
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Figura 1.6 Esquema de determinacién de actividad antioxidante (FRAP)

Fu

El

Buffer acetato ~| 0,775 g acetato de Na + 4 mL ac. acético, aforados a 250 mL.
+
2 4 6-tripridyl-s-triazine > 0,078 g de TPTZ + (83 pL de HCI+25 mL deH20)
+
CIorurc_; ferrico 0,1351 g de cloruro férrico, aforados en: 25mL de MeOH
hexahidratado

Solucion de Trabajo: Mezclar y calentar a 37 °C, hasta q los componentes se disuelvan

Curva de Calibracién Muestras
Emplear Trolox a 150 pL de extracto
concenfraciones entre: 25y +
800 pMol 2850 yL de sol. FRAP
Pesar 0.0250 g de Trolox, i
aforar a 100mL de MeOH. Reaccionar 30 minutos
i en la obscuridad
Alicuotasde 0; 0,25, 1,47; 2,93, 4 40;
5,85y 7,82 aforados a 10 mL de Leera 593 nm
MeCH

T

Tomar 150 L de cada
concentracion

+
2.85 mL de solucién detrabajo FRAP

J

Reaccionar 30 minutos
en la obscuridad

Wl

Leera 593 nm

Fuente: La experimentacion
Elaboracion: La Autora
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Figura 1.7 Esquema de determinacion de fenoles totales en extractos

lipofilicos e hidrofilicos.

3,125 mL de folin 2M
Aforados en25ml de agua
destilads

Folin 025N

2,84 g de carbonato desodic
aforados en 25mlL de agua
destilads

Carbonato de sodio 1 N

Curva de calibracion

Solucion de dcidogalico: 0,050 g ac.
galico aforados en 25 mL de
MelH

Delasol dedcido galico preparar
concentraciones: 0,02 - 0,1 mg/mL

Tomar alicuotas: 0,1; 0,2;0.3; 04y
0,5vaforara 10mL de MeOH.

T

Tomar 150 pL de cada
concentracion
+

2400 pL de agua destilada
+
150 yLde Folin 025N

Agitar2min, dejar reaccionar 3 min

Adicionar 300 pL de Na2C03 (1N}

Reposar en oscuridad (2 horas)

Leer absorbancia a 725 nm.

Muestras

150 pL del extracto

+
2400 pL de agua destilada

+

150 yL de FOLIN 025 N

AgitarZ2min., dejar reaccionar 3 min.

)

Agregar 300 pL de carbonato de

T

Repos=ar 2 horas en oscuridad.

1

Medir absorbancia a 725 nm

Fuente: La experimentacion
Elaboracion: La Autora
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ANEXO 2. RESULTADOS

2.1 RENDIMIENTOS
Tabla A 2.1.1 Rendimiento de extraccion de la fraccion lipofilica

Rendimiento de extraccion de la fraccidn lipofilica (%)
Tamafio 3 horas 6 horas 24 horas
de W. W. |balon+ W Rendimie W. W. [|balon+e W Rendimie W. W. |balon+ W Rendimie
particula | muestra | balon | extr | extracto nto muestra | balon xtr extracto nto muestra | balon [ extr | extracto nto
10,018 73,302 73,379 0,077 0,767| 10,043| 73,299( 73,412 0,114 1,130 10,049 74,741| 74,902 0,162 1,608
>500 10,340 73,881| 73,958 0,076 0,737| 10,020| 73,862( 73,980 0,118 1,178 10,054( 73,831| 73,979 0,148 1,469
10,102| 73,327 73,404 0,077 0,757| 10,080| 73,299( 73,413 0,115 1,136 10,008( 73,164| 73,303 0,139 1,390
10,075]| 73,156( 73,286 0,131 1,296 10,069 74,751 74,883 0,132 1,314 10,013( 73,861| 74,027 0,166 1,661
>355<500| 10,036| 74,741| 74,915 0,175 1,739 10,011( 73,833] 73,999 0,166 1,654 10,054( 73,299 73,458 0,159 1,584
10,026| 73,301( 73,472 0,172 1,714 10,027(73,172| 73,320 0,148 1,477 10,004 73,862| 74,028 0,167 1,667
10,002| 73,323( 73,451 0,128 1,279 10,082 73,882 74,047 0,165 1,640 10,059( 73,171| 73,391 0,220 2,185
>250<355| 10,043( 73,836| 73,970 0,133 1,327 10,014( 73,862 74,015 0,153 1,530 10,010( 73,327| 73,529 0,202 2,019
10,054| 73,164( 73,296 0,132 1,316( 10,082 73,331 73,500 0,169 1,672 10,018( 74,743| 74,968 0,225 2,244
10,032| 73,858( 74,045 0,187 1,865 10,010 73,860| 74,043 0,183 1,830 10,086| 73,167| 73,446 0,279 2,766
>125<250| 10,092 73,295| 73,484 0,189 1,877 10,010 73,831 74,008 0,177 1,766 10,020 74,747| 74,969 0,222 2,217
10,090]| 73,870( 74,052 0,182 1,806 10,020 73,168] 73,358 0,190 1,899 10,021 73,712| 74,018 0,305 3,047
10,038 73,305( 73,486 0,182 1,810( 10,043( 73,298] 73,491 0,193 1,926 10,006 73,832| 74,100 0,268 2,681
<125 10,003| 73,299( 73,485 0,186 1,862 10,050( 73,858| 74,051 0,193 1,923 10,020( 73,845| 74,100 0,255 2,542
10,039 73,862( 74,050 0,188 1,875 10,005 73,299| 73,491 0,192 1,921 10,010( 73,835]| 74,092 0,257 2,565

Fuente: La experimentacion
Elaboracion: La Autora
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Tabla A 2.1.2 Rendimiento de extraccion de la fraccion hidrofilica — etanol

Rendimiento de extraccion de la fraccion hidrofilica - etanol(%)

Tamafio 3 horas 6 horas 24 horas
de W W w
) W. W. [balon+ W Rendimie| W. W. [balon+e w Rendimie| W. W. |balon+ w Rendimie
particula muestra | balon | extr | extracto nto muestra | balon xtr extracto nto muestra | balon | extr |extracto nto
10,068( 73,312| 75,901 2,589 25,715| 10,023|73,297| 75,718 2,422 24,159| 10,049| 73,304( 75,886 2,582 25,691
>500 10,015| 74,750 77,344 2,595| 25,910 10,020 73,295| 75,675 2,380| 23,753| 10,054|74,756| 77,420 2,664| 26,497
10,015] 73,837( 76,401 2,564| 25,603 10,080( 73,857 76,290 2,434| 24,143| 10,008| 74,759 77,119 2,360| 23,582
10,007| 73,870| 76,412 2,541 25,395| 10,069| 73,303| 75,705 2,402 23,856 10,013 73,300( 75,861 2,562 25,587
>355<500| 10,036( 73,835| 76,900 3,065| 30,539 10,011 73,179] 75,853 2,674 26,713| 10,077\ 73,172( 75,697 2,524 25,052
10,026| 73,318( 76,213 2,895| 28,878 10,027(74,749| 77,404 2,655| 26,474 10,096| 73,317 75,884 2,567| 25,428
10,048( 73,183| 75,686 2,503 24,910| 10,008|74,759| 77,405 2,646 26,438| 10,059| 73,301( 75,740 2,439 24,249
>250<355| 10,043( 73,314| 75,932 2,618| 26,065 10,082 73,801 76,399 2,598| 25,763| 10,010( 73,320| 75,760 2,440| 24,375
10,054| 73,837 76,334 2,496| 24,829 10,082 73,335| 75,975 2,640 26,186| 10,018| 73,835 76,382 2,547| 25,423
10,032( 73,341| 75,887 2,547 25,387| 10,010| 73,859| 75,901 2,042 20,398 10,086 73,301| 75,811 2,510 24,885
>125<250( 10,092| 73,883| 76,492 2,609 25,855| 10,010] 73,838| 76,104 2,266 22,632 10,020| 74,756| 77,481 2,726 27,200
10,090 73,346( 75,915 2,570| 25,468 10,020( 73,298| 75,642 2,344 23,387| 10,021| 73,295( 76,115 2,820| 28,140
10,038( 73,879| 76,464 2,585 25,753| 10,043| 73,859| 76,186 2,327 23,167| 10,006 73,303| 75,837 2,534 25,330
<125 10,003] 73,298| 75,856 2,558| 25,569 10,050( 73,297| 75,597 2,300 22,889| 10,001|73,837|76,628 2,791 27,912
10,039 73,878| 76,442 2,564| 25,539 10,005(73,857| 76,214 2,358| 23,565| 10,020( 73,333| 75,926 2,592| 25,870

Fuente: La experimentacion
Elaboracién: La Autora
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Tabla A 2.1.3 Rendimiento de extraccion de la fraccion hidrofilica — metanol

Rendimiento de extraccion de la fraccion hidrofilica - metanol(%)

Tamafio 3 horas 6 horas 24 horas
de W W W
W. W. |balon+ w Rendimie|  W. W. [balon+e W Rendimie W. W. [balon+ W Rendimie
particula muestra | balon | extr [ extracto nto muestra | balon xtr extracto nto muestra | balon [ extr | extracto nto
10,068 73,306( 76,152 2,846| 28,273 10,029 74,738| 77,272 2,535| 25,273| 10,049| 73,867| 75,879 2,012| 20,017
>500 10,015] 74,139| 77,059 2,920| 29,160 10,020( 73,298| 75,745 2,446| 24,414| 10,054| 73,862 75,960 2,098| 20,870
10,015 73,167| 75,902 2,735| 27,311 10,080( 73,868| 76,462 2,594 25,731| 10,008| 73,864| 75,902 2,038| 20,363
10,075| 73,834( 76,418 2,584| 25,645 10,069( 73,297 76,522 3,225| 32,025| 10,013| 73,859( 76,440 2,581| 25,774
>355<500| 10,036| 73,163| 75,728 2,565 25,558| 10,011|73,865| 77,185 3,320 33,168 10,054 73,299| 75,821 2,523| 25,090
10,007| 73,338| 76,101 2,764 27,616 10,027(73,295| 76,270 2,975| 29,666| 10,096| 73,882 76,432 2,550| 25,261
10,048 73,168| 75,699 2,532| 25,198 10,008( 74,763 77,930 3,168| 31,651| 10,059|73,171|75,434 2,264 22,502
>250<355( 10,043 73,834 76,423 2,589 25,780| 10,082|73,870| 76,650 2,781 27,578 10,010( 73,890| 76,504 2,614 26,118
10,054 73,315( 75,979 2,664| 26,499 10,082 73,317 75,905 2,588| 25,667| 10,035| 73,337 75,900 2,564| 25,547
10,038 73,857 76,676 2,819| 28,085 10,010 73,863| 76,065 2,202| 21,999| 10,002|73,857| 76,098 2,241 22,407
>125<250| 10,003| 73,302( 76,105 2,803| 28,022 10,010(74,738| 77,380 2,643| 26,398| 10,020| 73,832 76,425 2,594| 25,885
10,039| 73,873| 76,685 2,812| 28,014 10,020(74,737| 76,979 2,242 22,375| 10,021|74,741( 77,414 2,673| 26,675
10,038 73,298| 75,985 2,687| 26,765 10,043 73,298| 75,741 2,443| 24,325| 10,006| 73,848| 76,235 2,388| 23,864
<125 10,003 73,859| 76,715 2,857| 28,560 10,050 73,860| 76,296 2,435| 24,231| 10,001| 73,166| 75,896 2,729| 27,292
10,039| 73,299( 76,111 2,812| 28,008 10,005 73,296| 75,722 2,425| 24,243| 10,010| 74,743 77,400 2,656| 26,535

Fuente: La experimentacion
Elaboracion: La Autora
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2.2 CURVAS DE CALIBRACION

2.2.1 Curva de calibracion DPPH

Datos de curva de calibraciéon DPPH

Concent. Absorba.

(umol) (nm) Promedio

0,93
25,00 0,937 0,935
0,937

0,824
149,99 0,824 0,824
0,825

0,635
299,98 0,636 0,636
0,637

0,451
499,97 0,449 0,449
0,448

0,312
600,00 0,312 0,312
0,312

0,059
800,00 0,059 0,059
0,059

Fuente: La experimentacion
Elaboracién: La Autora

1.2

0.8

0.6

0.4

Absorbancia (nm)

0.2

Curva de calibracion DPPH

T

y =-0.001x + 0.%1\’
. . R? = 0.996 . .
0 200 400 600 800

Concentracion (pMoles)

1000
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* Esta curva se utilizo para las tres fracciones.




2.2.2 Curva de calibracion ABTS
Datos de curva de calibracion ABTS (Hexano)

Concent.
(umol)

Absorba.
(nm)

Promedio

0

1,039

1,038

1,039

1,039

25,06

1,000

1,001

0,999

1,000

149,84

0,799

0,801

0,800

0,800

299,68

0,590

0,588

0,588

0,589

450,04

0,417

0,417

0,417

0,417

599,88

0,186

0,184

0,184

0,185

799,84

0,014

0,014

0,011

0,013

Fuente: La experimentacion
Elaboracién: La Autora

Absorbancia (nm)

Cruva de calibracion ABTS (Hexano)

1.2

0.8

0.6

y=-0.001x + 1.012
0.4 R2=0.993
0.2 >

O T T T ’ 1
200 400 600 800 1000
Concentracién (uMoles)
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Para resumir las siguientes tablas de ABTS podemos escribir una tabla:

ABTS Ecuacion

Fraccion de hexano gﬂsjoggff —ETmE s L
Fraccién de etanol g’;sjoggf? 12(cone.) +0,9907
Fraccion de metanol gﬂsjo;g'g;’ e

*Se hicieron diferentes curvas, debido a que los analisis se realizaron
en fechas diferentes preparando nuevos reactivos y soluciones.




2.2.3 Curva de calibracion FRAP
Datos de curva de calibracion FRAP (hexano y etanol)

Concent. Absorba. :
Promedio
(umol) (nm)
0,433 Curva de calibracion FRAP (muestras
0,00 0,433 0,433 de h |
0.433 e hexano y etanol)
0,485 2 0.002x + 0.426
y =0.002x + 0.
25,06 0,485 0,485 =, b aar
0,485 £
0,746 8 15
149,84 0,748 0,747 5 /
o
0,747 o
1,058 2 o5
299,68 1,061 1,060
1’060 0 T T T T 1
1,437 0 200 400 600 800 1000
450,038 1,438 1,438 Concentracion (uMol)
1,438
1,848
599 88 1.845 1.846 *Se hicieron diferentes curvas, debido a que los analisis se realizaron
! ! ! en fechas diferentes preparando nuevos reactivos y soluciones.
1,845
2'165 Para resumir las siguientes tablas de FRAP podemos escribir una tabla:
799,84 2,161 2,162 FRAP Ecuacién
2,160 Fraccién de hexano abs = 0,0022(conc.) + 0,4261
- -~ Fraccién de etanol R? =10,9961
Fuente: La experimentacion Eraccion de metanol | @25 = 0:0021(conc.) +0,5671
R? = 10,9984

Elaboracion: La Autora

*Se hicieron diferentes curvas, debido a que los analisis se realizaron
en fechas diferentes preparando nuevos reactivos y soluciones.
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2.2.4 Curva de calibracion fenoles totales

Datos de curva de calibracion de Fenoles Totales

Conc. Absorban.
(mg/ml) (nm)
0,030

Promedio

0,00 0,028 0,029
0,029
0,102 0.6
0,02 0,104 0,103 05
0,103
0,191
0,04 0,196 0,194
0,196
0,279
0,06 0,285 0,282 0.1

0,281 , /
0,404
0,08 0,404 0,404
0,405 Concentracién (mg/mL)

0,50

Curva de calibracion Fenoles totales

y=4.782x + 0.013
R?=0.994

Absorbancia (um)
o
w

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12

0,10 0,501 0,500
0,50

Fuente: La experimentacion * Esta curva se utilizo para las tres fracciones.
Elaboracién: La Autora

~73 ~



2.3 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
2.3.1 Fraccion lipofilica

2.3.1.1 DPPH

MUEST |LECTUR x prom. |COM¢M [ | ecTUR xprom. | ©°"CU ] EcTUR X prom. | ONC:-(U

RA A X1 Moy | _Mo! A X umoly | Mo A X Moy | _Mo!

Trolox/ Trolox/a Trolox/

3 horas 6 horas 24 horas

0,825 142,000 0,864| 106,545 0,771| 191,091

H-A1 0,828| 139,273| 139,879 | 1,072 0,872| 99,273| 102,303 | 1,156 0,776| 186,545| 188,364 | 3,029
0,829| 138,364 0,870 101,091 0,775| 187,455
0,850| 119,273 0,799| 165,636 0,800 164,727

H-A2 0,852| 117,455| 117,152 | 0,863 0,802| 162,909 163,515 | 1,926 0,807| 158,364| 159,576 | 2,344
0,855| 114,727 0,803| 162,000 0,810| 155,636
0,842| 126,545 0,820| 146,545 0,811 154,727

H-A3 0,843| 125,636( 126,545 | 0,958 0,820| 146,545( 147,152 | 1,672 0,816| 150,182| 150,788 | 2,096
0,841| 127,455 0,818| 148,364 0,819| 147,455
0,824| 142,909 0,828| 139,273 0,812| 153,818

H-B1 0,835 132,909| 135,939 | 1,762 0,826| 141,091( 139,879 1,838 0,816 150,182| 151,394 | 2,515
0,836 132,000 0,828| 139,273 0,816 150,182
0,798| 166,545 0,834 133,818 0,805| 160,182

H-B2 0,797| 167,455| 166,848 | 2,901 0,833| 134,727( 135,030 | 2,234 0,809| 156,545| 157,455 | 2,495
0,798| 166,545 0,831| 136,545 0,810 155,636
0,824| 142,909 0,816 150,182 0,846 122,909

H-B3 0,833| 134,727| 137,152 | 2,350 0,820| 146,545( 145,030 | 2,142 0,851| 118,364| 119,879 1,999
0,834| 133,818 0,829| 138,364 0,851 118,364
0,841| 127,455 0,779 183,818 0,780 182,909

H-C1 0,849| 120,182( 122,303 | 1,564 0,771 191,091| 186,545 | 3,060 0,787| 176,545| 178,061| 3,891
0,850| 119,273 0,778| 184,727 0,789 174,727
0,845| 123,818 0,847| 122,000 0,817| 149,273

H-C2 0,846| 122,909| 122,606 | 1,627 0,852| 117,455( 117,758 | 1,802 0,823| 143,818 145,333| 2,934
0,848| 121,091 0,856| 113,818 0,824 142,909
0,865| 105,636 0,822| 144,727 0,837 131,001

H-C3 0,865| 105,636| 105,333 | 1,386 0,823| 143,818 142,606 | 2,385 0,838| 130,182 129,879| 2,914
0,866| 104,727 0,828| 139,273 0,840 128,364
0,853| 116,545 0,809| 156,545 0,749| 211,091

H-D1 0,853| 116,545| 118,061 | 2,202 0,813| 152,909 154,121 | 2,821 0,751| 209,273| 208,667 | 5,772
0,848| 121,091 0,813| 152,909 0,755| 205,636
0,804| 161,091 0,819| 147,455 0,827| 140,182

H-D2 0,799| 165,636( 164,121 | 3,080 0,820| 146,545( 145,939 | 2,578 0,831 136,545| 137,455 | 3,048
0,799| 165,636 0,823| 143,818 0,832| 135,636
0,839| 129,273 0,798| 166,545 0,795| 169,273

H-D3 0,843| 125,636( 126,242 | 2,280 0,801| 163,818| 163,515 3,105 0,798| 166,545| 167,152 | 5,093
0,845| 123,818 0,805| 160,182 0,799| 165,636
0,852| 117,455 0,857| 112,909 0,874| 97,455

H-E1 0,854| 115,636| 115,636 | 2,093 0,861| 109,273| 109,576 | 2,110 0,871| 100,182| 98,061 | 2,629
0,856| 113,818 0,864| 106,545 0,875 96,545
0,825| 142,000 0,833| 134,727 0,861 109,273

H-E2 0,828| 139,273( 139,273 | 2,594 0,833| 134,727( 134,424 | 2,585 0,865| 105,636( 107,758 | 2,739
0,831| 136,545 0,834 133,818 0,862 108,364
0,837| 131,091 0,775| 187,455 0,823| 143818

H-E3 0,841| 127,455( 127,758 | 2,395 0,778| 184,727| 185,333 | 3,560 0,824| 142,909 142,606 | 3,657
0,844| 124,727 0,779 183,818 0,826 141,091

Fuente: La experimentacion

Elaboracion: La Autora
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2.3.1.2 ABTS

MUEST |LECTUR| Lec. [xprom. col\:;’l'(“ LECTUR| Lec. [xprom. col\:;l'(“ LECTWR| Lec. |Xprom.
RA A Prom | (uMol) Trolox/ A Prom | (uMol) Trolox/ A Prom | (uMol)
3horas 6 horas 24 horas

0,780 0,862 0,802

HAL | 0,777 | 0,778 |180,205| 1,381 | 0,861 | 0,862 |115846| 1,309 | 0,802 | 0,802 |161,744| 2,601
0,778 0,863 0,803
0,772 0,792 0775

Ha2 | 0772 | 0,772 |185077| 1,364 | 0794 | 0794 |168410| 1,983 | 0,776 | 0,776 |182,000| 2674
0,772 0,795 0,777
0,752 0,834 0,765

HA3 | 0752 | 0,752 |200462| 1,518 | 0,839 | 0,837 |134,821| 1,532 | 0,765 | 0,767 |189,179| 2,629
0,752 0,839 0,770
0,784 0,835 0,808

HBL | 0785 | 0785 |175333| 2,273 | 0836 | 0836 |135590| 1,781 | 0813 | 0811 |155333| 2,580
0,785 0,838 0,811
0,806 0,782 0,775

HB2 | 0807 | 0806 |158667| 2,759 | 0,785 | 0,784 | 175846| 2,909 | 0,776 | 0,776 | 182,000| 2,884
0,806 0,785 0,777
0,794 0,824 0,765

HB3 | 0792 | 0,793 |169,179| 2,899 | 0825 | 0825 |144564| 2,135 | 0,765 | 0,767 |189,179| 3,154
0,792 0,825 0,770
0,814 0,830 0,808

HClL | 0814 | 0814 |152,769| 1,953 | 0832 | 0832 |139179| 2,283 | 0813 | 0811 |155333| 3,394
0,814 0,833 0,811
0,822 0,888 0,801

Hc2 | 0818 | 0820 |148410| 1,970 | 0,890 | 0889 | 94821 | 1,451 | 0804 | 0803 | 161,487 3,260
0,819 0,890 0,803
0,793 0,862 0,772

Hc3 | 0792 | 0792 |169,436| 2,230 | 0865 | 0863 |114,821| 1,920 | 0,772 | 0,772 |185,077| 4,153
0,792 0,863 0,772
0,814 0,765 0,729

HDL | 0813 | 0813 |153538| 2,864 | 0,766 | 0,765 |190,205| 3,481 | 0,732 | 0,731 |216,615| 5,992
0,812 0,765 0,732
0,722 0,823 0,836

HD2 | 0720 | 0721 |224051| 4,205 | 0,823 | 0822 |146,359| 2,585 | 0,837 | 0,836 |135590| 3,007
0,722 0,821 0,836
0,831 0,794 0,763

HD3 | 0829 | 0831 |139949| 2,527 | 0,794 | 0,795 |167,.641| 3,84 | 0,758 | 0,760 |194,051| 5,912
0,832 0,796 0,760
0,835 0,882 0,863

HEL | 0836 | 0835 |136,359| 2468 [ 0883 | 0883 | 99,949 | 1925 | 0862 | 0863 |115077| 3,085
0,835 0,883 0,864
0,827 0,786 0,805

HE2 | 0826 | 0827 |143026| 2664 | 0787 | 0787 |173.282| 3333 | 0805 | 0804 |160205| 4,072
0,827 0,789 0,803
0,802 0,794 0,790

HE3 | 0802 | 0802 |162000| 3,037 | 0794 | 0,794 |167,897| 3,226 | 0,788 | 0,790 |171,487| 4,398
0,802 0,795 0,791

Fuente: La experimentacion
Elaboracién: La Autora
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2.3.1.3 FRAP

MUEST |LECTUR x prom.| €M1 ecTUR x prom.| €M1 ecTUR X prom. | €ONC(H

RA A X @mony | Mo A X (umony | MO A | (umoy | MO

Trolox/ Trolox/ Trolox/

3 horas 6 horas 24 horas

0,725 0,688 0,669

H-A1 0,730( 0,728 | 137,38 1,053 0,687( 0,688 | 118,89 | 1,344 0,672 0,672 | 111,62 1,795
0,730 0,688 0,674
0,739 0,795 0,709

H-A2 0,746 0,745 | 144,80( 1,067 0,798 0,797 | 168,74 1,987 0,716 0,715 | 131,17 1,927
0,749 0,799 0,719
0,813 0,775 0,794

H-A3 0,815( 0,816 | 177,23 | 1,342 0,782( 0,780 | 160,86 1,827 0,802( 0,800 | 169,96 | 2,362
0,820 0,783 0,804
0,708 0,709 0,735

H-B1 0,708( 0,709 | 128,59 | 1,667 0,712( 0,712 | 129,80( 1,705 0,740( 0,739 | 142,38 | 2,365
0,711 0,714 0,743
0,710 0,789 0,778

H-B2 0,711 0,712 | 129,80 | 2,257 0,791 0,791 | 165,71 2,741 0,783 0,782 | 161,77 | 2,563
0,714 0,792 0,785
0,710 0,768 0,685

H-B3 0,710( 0,710 | 129,20| 2,214 0,772( 0,771 | 156,92 2,318 0,686( 0,686 | 118,14 1,970
0,711 0,774 0,687
0,696 0,676 0,716

H-C1 0,697( 0,698 | 123,44 1,578 0,678( 0,677 | 114,20( 1,873 0,719 0,718 | 132,53 | 2,896
0,700 0,678 0,718
0,721 0,692 0,750

H-C2 0,722( 0,723 | 134,80( 1,789 0,692 0,692 | 121,02 1,851 0,755( 0,754 | 149,05( 3,009
0,725 0,693 0,757
0,744 0,713 0,780

H-C3 0,744( 0,745 | 144,96 1,907 0,711 0,712 | 130,11 { 2,176 0,781 0,782 | 161,62 | 3,627
0,747 0,713 0,784
0,639 0,707 0,693

H-D1 0,640( 0,641 | 97,68 | 1,822 0,709( 0,708 | 128,29 2,348 0,695( 0,696 | 122,53 3,389
0,644 0,709 0,699
0,721 0,764 0,732

H-D2 0,724( 0,723 | 134,80 2,530 0,765( 0,765 | 154,20 2,723 0,732 0,733 | 139,50 3,093
0,723 0,767 0,735
0,696 0,817 0,729

H-D3 0,697( 0,697 | 122,99( 2,221 0,818 0,818 | 178,14 3,383 0,739( 0,734 | 140,11 | 4,269
0,697 0,819 0,735
0,646 0,679 0,689

H-E1 0,645( 0,646 | 99,96 | 1,809 0,679 0,680 | 115,26 2,219 0,691 0,691 | 120,56 | 3,232
0,647 0,681 0,694
0,707 0,716 0,693

H-E2 0,706 0,707 | 127,53 | 2,375 0,716| 0,716 | 131,92 | 2,537 0,693| 0,693 | 121,47 | 3,087
0,707 0,717 0,694
0,658 0,715 0,682

H-E3 0,657 0,658 | 105,56 1,979 0,717( 0,717 | 132,23 | 2,540 0,685( 0,685 | 117,53 | 3,014
0,660 0,719 0,687

Fuente: La experimentacion
Elaboracién: La Autora
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2.3.1.4 Fenoles totales

X Tonc.(m X Tonc.(m X Tonc.(m

MUEST |LECTUR|Lectura gac. |LECTUR|Lectura gac. |LECTUR|Lectura g ac.

RA A | prom. (mg)’m" oar 00 | A | prom. (mg)’m" oar 00 | A | prom. (mg)’m" gall 100

3horas 6 horas 24 horas

0,098 0,076 0,085

HAL 0,098] 0,097 | 0,018 | 13,517| 0,076| 0,076 | 0,013 | 14,964 0,090( 0,087 | 0,016 | 24,992
0,096 0,077 0,087
0,109 0,106 0,084

H-A2 0,110| 0,109 | 0,020 | 14,843| 0,106| 0,106 | 0,019 (22,818 0,084 0,084 | 0,015 | 21,706
0,109 0,105 0,083
0,097 0,084 0,086

H-A3 0,094] 0,095 | 0,017 | 12,983| 0,083| 0,083 | 0,015 | 16,625 0,085 0,086 | 0,015 | 21,310
0,094 0,082 0,088
0,098 0,085 0,111

H-B1 0,097| 0,097 | 0,018 | 22,767| 0,084| 0,085 | 0,015 {19,687 0,110 0,110 | 0,020 | 33,800
0,096 0,085 0,110
0,085 0,117 0,102

H-B2 0,086| 0,085 | 0,015 | 26,053 0,117| 0,118 | 0,022 {36,201 0,105( 0,102 | 0,019 | 29,593
0,083 0,119 0,100
0,098 0,089 0,091

H-B3 0,098] 0,097 | 0,018 | 30,213| 0,088| 0,088 | 0,016 {23,263 0,089 0,090 | 0,016 | 26,728
0,096 0,088 0,089
0,092 0,087 0,101

H-C1 0,089| 0,091 | 0,016 |20,853| 0,087| 0,087 | 0,015 | 25,267 0,102 0,101 | 0,018 | 40,050
0,092 0,086 0,099
0,078 0,097 0,116

H-C2 0,078] 0,078 | 0,014 | 17,945 0,095| 0,096 | 0,017 {26,443 0,115( 0,115 | 0,021 | 42,916
0,077 0,095 0,113
0,096 0,067 0,103

H-C3 0,097| 0,095 | 0,017 |22,651| 0,066| 0,066 | 0,011 {18,531 0,104 0,104 | 0,019 | 42,692
0,093 0,065 0,105
0,078 0,116 0,124

H-D1 0,078] 0,077 | 0,013 | 24,957| 0,120| 0,117 | 0,022 [ 39,795( 0,124 0,125 | 0,023 | 64,580
0,075 0,115 0,126
0,121 0,090 0,089

H-D2 0,118} 0,119 | 0,022 |41,461| 0,089| 0,089 | 0,016 | 28,064 0,090 0,089 | 0,016 | 35,390
0,117 0,088 0,089
0,100 0,106 0,096

H-D3 0,101] 0,098 | 0,018 | 32,216| 0,105| 0,105 | 0,019 | 36,530 0,096( 0,095 | 0,017 |52,445
0,094 0,104 0,094
0,074 0,085 0,064

H-E1 0,075| 0,074 | 0,013 | 23,085| 0,085| 0,085 | 0,015 | 28,988 0,067 0,065 | 0,011 | 29,329
0,073 0,085 0,065
0,089 0,064 0,108

H-E2 0,088| 0,088 | 0,016 | 29,335 0,061| 0,062 | 0,010 {19,704 0,103 0,105 | 0,019 | 48,712
0,088 0,061 0,103
0,099 0,080 0,132

H-E3 0,098| 0,099 | 0,018 |33,707| 0,079| 0,080 | 0,014 {26,778 0,128 0,130 | 0,025 | 62,912
0,100 0,080 0,131

Fuente: La experimentacion
Elaboracién: La Autora
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2.3.2 Fraccion hidrofilica (etanol)

2.3.2.1 DPPH

Conc. Conc. Conc.

\UEST LECATUR X X(Sl\rnooT). Mol(“ LECATUR X X(Sl\rnooT). Mol(“ LECATUR X X(Sl\rnooT). Mol(“

RA ET/a ET/a ET/a

3 horas 6 horas 24 horas

0,386| 541,09 0,439( 492,91 0,518( 421,09

EAl 0,385| 542,00| 542,00 | 1403,2| 0,439| 492,91|491,70( 1190,6| 0,520 419,27( 419,58 | 1083,3
0,384 542,91 0,443 489,27 0,521 418,36
0,442] 490,18 0,435| 496,55 0,506| 432,00

E-A2 0,439( 492,91| 491,70 1275,9( 0,435 496,55( 497,15 1183,2( 0,506| 432,00( 432,00| 1150,8
0,440] 492,00 0,433| 498,36 0,506| 432,00
0,387| 540,18 0,479| 456,55 0,380| 546,55

E-A3 0,386| 541,09| 541,09 | 1387,4| 0,480| 455,64| 455,94 1109,5| 0,379 547,46( 548,36 | 1294,2
0,385| 542,00 0,480| 455,64 0,375| 551,09
0,513] 425,64 0,548| 393,82 0,211) 700,18

E-B1 0,511| 427,46| 426,55| 1084,0| 0,547| 394,73| 393,82 | 946,0 0,210] 701,09| 700,79 | 1795,3
0,512| 426,55 0,549] 392,91 0,210| 701,09
0,224| 688,36 0,522| 417,46 0,498| 439,27

E-B2 0,220( 692,00{ 690,18 2115,3( 0,522 417,46( 416,85 1114,7( 0,497| 440,18( 440,18 | 1111,2
0,222] 690,18 0,524| 415,64 0,496| 441,09
0,340| 582,91 0,538] 402,91 0,341| 582,00

E-B3 0,342] 581,09| 581,70 | 1684,2| 0,540| 401,09| 401,70 1066,3| 0,342 581,09( 582,00 | 1494,2
0,342| 581,09 0,540| 401,09 0,340| 582,91
0,548] 393,82 0,405| 523,82 0,573] 371,09

E-C1 0,535] 405,64| 401,39 | 1004,6| 0,407| 522,00| 523,52 | 1385,2| 0,572| 372,00 371,39 905,9
0,536] 404,73 0,404| 524,73 0,573] 371,09
0,416 513,82 0,422 508,36 0,414 515,64

E-C2 0,416] 513,82| 513,82 | 1345,1| 0,423| 507,46| 507,46 ( 1318,1| 0,418 512,00( 514,73 | 1255,9
0,416 513,82 0,424 506,55 0,413 516,55
0,471| 463,82 0,425| 505,64 0,376| 550,18

E-C3 0,472( 462,91| 463,52 1157,1( 0,422 508,36( 507,46 | 1339,7 | 0,373| 552,91 552,00 | 1405,9
0,471| 463,82 0,422| 508,36 0,373] 552,91
0,458| 475,64 0,426| 504,73 0,399| 529,27

E-D1 0,457| 476,55| 477,15| 1215,2| 0,428| 502,91| 503,82 | 1028,7| 0,397 531,09( 530,79 | 1332,3
0,454| 479,27 0,427] 503,82 0,396] 532,00
0,450| 482,91 0,496| 441,09 0,476 459,27

E-D2 0,451| 482,00/ 481,70| 1256,9| 0,497| 440,18| 440,79 998,6 0,479| 456,55| 458,67 | 1250,1
0,453| 480,18 0,496| 441,09 0,475| 460,18
0,427] 503,82 0,482| 453,82 0,479| 456,55

E-D3 0,424] 506,55| 505,03 | 1297,8| 0,483| 452,91| 453,52 ( 1062,8| 0,481 454,73| 455,94 | 1285,7
0,426| 504,73 0,482| 453,82 0,479| 456,55
0,401| 527,46 0,387| 540,18 0,570| 373,82

EEl 0,403| 525,64| 526,85| 1362,0| 0,384| 542,91| 542,00 1261,1| 0,571 372,91| 373,82 | 947,4
0,401 527,46 0,384| 542,91 0,569| 374,73
0,464| 470,18 0,418] 512,00 0,556| 386,55

E-E2 0,464| 470,18| 469,88 | 1201,8| 0,418| 512,00| 511,09 | 1175,7| 0,555 387,46 386,55 [ 1079,0
0,465| 469,27 0,421| 509,27 0,557| 385,64
0,398 530,18 0,418 512,00 0,338 584,73

E-E3 0,396] 532,00 531,39 | 1362,5| 0,419| 511,09| 511,39 1205,7| 0,341 582,00( 583,52 | 1512,6
0,396( 532,00 0,419 511,09 0,339 583,82

Fuente: La experimentacion
Elaboracion: La Autora
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2.3.2.2 ABTS

uesT |FECTUR| Lee. [xprom. C°N'I1§i(“ LECTUR| Lec. [xprom. C°N'I1§i(“ LECTUR| Lec. [xprom. c°'\;'gi(”
RA A Prom | (uMol) Eg A Prom | (uMol) Eg A Prom | (uMol) g
3horas 6 horas 24 horas

0,301 0,194 0,407

E-Al 0,296( 0,297 [ 578,08 1496,6( 0,190( 0,192 | 665,86 1612,4| 0,405| 0,406 | 487,25| 1258,0
0,294 0,191 0,406
0,151 0,246 0,374

E-A2 0,148( 0,149 | 701,42 1820,0| 0,242 0,243 | 623,36 1483,5( 0,371| 0,371 | 516,14 | 1374,9
0,148 0,240 0,369
0,234 0,257 0,254

E-A3 0,228 0,229 | 634,47 | 1626,9| 0,254 0,255 | 613,36 1492,6( 0,256( 0,254 | 614,19 1449,6
0,226 0,253 0,251
0,43 0,414 0,111

E-B1 0,429( 0,428 | 469,19 1192,4( 0,413( 0,413 |481,42|1156,5| 0,108| 0,109 | 735,03 | 1883,1
0,424 0,412 0,107
0,07 0,380 0,395

E-B2 0,07| 0,067 | 769,47 | 2358,4| 0,378| 0,378 |510,58( 1365,4| 0,386( 0,388 | 501,97 | 1267,2
0,062 0,376 0,384
0,199 0,401 0,134

E-B3 0,193( 0,195 | 663,08 ( 1919,8| 0,401( 0,401 | 491,42 1304,5| 0,133 0,133 | 714,75( 1835,0
0,193 0,401 0,132
0,385 0,257 0,463

E-C1 0,388( 0,387 [503,36(1259,9( 0,255( 0,256 |612,25|1620,0| 0,459 0,460 | 442,53|1079,5
0,387 0,256 0,457
0,28 0,221 0,291

E-C2 0,276( 0,276 [ 595,31 1558,4( 0,220( 0,219 |642,81|1669,7| 0,287| 0,288 | 585,58 | 1428,8
0,273 0,217 0,286
0,293 0,242 0,279

EC3 0,289( 0,290 [584,19(1458,4( 0,240( 0,240 | 625,31 |1650,8| 0,272| 0,274 | 596,97 | 1520,5
0,287 0,239 0,272
0,287 0,317 0,320

E-D1 0,28| 0,283 | 590,03 1502,6( 0,316| 0,315 (562,81(1149,2( 0,316( 0,317 (561,14 | 1408,5
0,281 0,313 0,316
0,273 0,303 0,343

E-D2 0,268 0,268 [ 601,97 (1570,8( 0,300 0,301 [574,75(1302,2| 0,336 0,339 | 542,81 | 1479,4
0,264 0,300 0,339
0,224 0,211 0,305

E-D3 0,218( 0,219 [ 643,08 1652,6( 0,209( 0,209 | 651,14 |1525,9| 0,303| 0,303 | 572,81 | 1615,3
0,215 0,208 0,302
0,206 0,272 0,456

E-E1 0,204( 0,203 [ 656,69 1697,7| 0,270( 0,272 [599,19(1394,1| 0,455| 0,456 | 445,58 1129,3
0,198 0,273 0,457
0,204 0,244 0,187

E-E2 0,199( 0,200 | 658,64 | 1684,5| 0,244 0,244 |622,25(1431,4| 0,184 0,184 | 671,97 | 1875,7
0,198 0,244 0,182
0,224 0,243 0,213

E-E3 0,218( 0,219 (643,08 (1648,9( 0,240( 0,241 | 624,75|1472,9| 0,203| 0,205 | 654,47 | 1696,6
0,215 0,240 0,200

Fuente: La experimentacion
Elaboracién: La Autora
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2.3.2.3 FRAP

MUEST |LECTUR x prom.| €M1 eoTUR x prom.| €M1 ecTUR X prom. | €OnC-(H

RA A X umony | MO A X umony | Mo A X umony | Mo

ET/a ET/a ET/a

3 horas 6 horas 24 horas

0,888 0,940 0,851

E-Al 0,893 0,893 | 212,08 (549,04| 0,950| 0,948 | 237,38|574,81| 0,856| 0,855 | 194,96 | 503,33
0,897 0,955 0,858
0,952 0,975 0,901

E-A2 0,960( 0,959 242,23 (628,53| 0,984| 0,983 | 253,29|602,80| 0,907| 0,907 | 218,44 | 581,90
0,965 0,991 0,912
0,945 0,930 0,997

E-A3 0,951 0,951 |238,59(611,77| 0,939| 0,937 | 232,38|565,49| 1,004| 1,002 |261,92|618,19
0,957 0,943 1,006
0,850 0,815 1,115

E-B1 0,855( 0,855 |194,80(495,05| 0,822| 0,823 |180,41|433,38| 1,124| 1,123 |316,77|811,54
0,859 0,832 1,130
1,094 0,872 0,903

E-B2 1,103| 1,069 | 292,23 |895,65| 0,878| 0,879 | 205,71|550,10( 0,909| 0,908 | 219,05 (552,96
1,010 0,886 0,912
0,999 0,820 1,034

E-B3 1,004| 1,004 | 262,83|760,98| 0,827| 0,827 |182,23|483,74| 1,043| 1,042 |279,96( 718,73
1,010 0,834 1,049
0,785 0,916 0,854

E-C1 0,789( 0,789 | 165,11 (413,24| 0,925| 0,925 | 226,77| 600,04| 0,859| 0,858 | 196,47 | 479,25
0,794 0,934 0,862
0,936 0,960 1,009

E-C2 0,946( 0,944 | 235,26 | 615,86| 0,968| 0,968 | 246,47 | 640,21| 1,016| 1,015 | 267,68 | 653,14
0,949 0,977 1,020
0,882 0,942 0,998

E-C3 0,888( 0,888 |209,96 (524,13| 0,947| 0,949 | 237,53|627,08| 1,002| 1,003 | 262,08| 667,51
0,894 0,957 1,008
0,968 0,951 0,986

E-D1 0,976( 0,975 | 249,35(635,02| 0,960| 0,960 |242,83|495,84| 0,993| 0,992 | 257,23 | 645,64
0,980 0,970 0,997
0,932 0,881 0,936

E-D2 0,938 0,938 |232,53(606,77| 0,890| 0,890 |211,02|478,08| 0,940| 0,940 | 233,74|637,07
0,943 0,900 0,945
1,003 0,880 0,939

E-D3 1,009| 1,010 | 265,26 |681,66| 0,889| 0,889 |210,41|493,09( 0,946| 0,945 | 235,86 665,11
1,017 0,898 0,950
1,003 0,959 0,954

E-E1 1,010| 1,010 | 265,26 | 685,74 0,967| 0,967 | 246,02 | 572,40 0,955| 0,955 | 184,87 | 468,54
1,016 0,976 0,957
0,930 0,961 1,048

EE2 0,935( 0,935 | 231,47 (592,01| 0,967| 0,968 | 246,47 | 566,98 | 1,048| 1,049 | 229,48 640,56
0,941 0,977 1,051
0,943 0,977 1,271

E-E3 0,947( 0,948 |237,23(608,25| 0,985| 0,979 |251,17|592,15| 1,270| 1,271 | 335,03| 868,50
0,954 0,974 1,271

Fuente: La experimentacion
Elaboracién: La Autora
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2.3.2.4 Fenoles totales

X Tonc.(m X Tonc.(m X Tonc.(m

MUEST |LECTUR|Lectura gac. |LECTUR|Lectura gac. |LECTUR|Lectura g ac.

RA A prom. (mg\/mL galﬁiCIO A prom. (mg\/mL galﬁiC:O A prom. (mg\/mL galﬁiQO

3horas 6 horas 24 horas

0,287 0,265 0,234

E-Al 0,283] 0,285 | 0,0569 | 147,23 | 0,264| 0,264 | 0,053 | 127,25( 0,234 0,234 | 0,046 | 119,12
0,285 0,264 0,233
0,254 0,278 0,226

E-A2 0,250] 0,250 | 0,0496| 128,76| 0,282| 0,279 | 0,056 |132,36( 0,227 0,227 | 0,045 | 119,01
0,247 0,277 0,227
0,284 0,220 0,331

E-A3 0,285] 0,283 | 0,0565| 144,93 0,216| 0,219 | 0,043 | 104,64 0,330 0,329 | 0,066 | 156,10
0,281 0,220 0,327
0,201 0,281 0,327

E-B1 0,201| 0,201 | 0,0392| 99,71 0,277] 0,279 | 0,056 | 133,43| 0,327| 0,327 | 0,066 | 168,19
0,200 0,278 0,327
0,399 0,240 0,279

E-B2 0,399 0,399 | 0,0808|247,56| 0,238| 0,240 | 0,047 | 126,92| 0,280 0,279 | 0,056 | 140,39
0,400 0,242 0,278
0,300 0,223 0,257

E-B3 0,299] 0,298 | 0,0595| 172,32 0,223| 0,224 | 0,044 | 117,11 0,255( 0,257 | 0,051 | 130,79
0,294 0,226 0,258
0,235 0,274 0,246

E-C1 0,235| 0,234 | 0,0462| 115,65| 0,274| 0,274 | 0,055 | 144,21| 0,246| 0,247 | 0,049 | 119,17
0,232 0,273 0,248
0,254 0,252 0,249

E-C2 0,258] 0,256 | 0,0509 | 133,18| 0,250| 0,251 | 0,050 | 129,07 0,248 0,249 | 0,049 (120,23
0,257 0,250 0,249
0,257 0,263 0,282

E-C3 0,257| 0,257 | 0,0509| 127,18| 0,263 0,263 | 0,052 | 137,99| 0,279 0,279 | 0,056 | 141,47
0,256 0,263 0,275
0,248 0,224 0,305

E-D1 0,249] 0,248 | 0,0491|124,95| 0,225| 0,225 | 0,044 | 90,65 0,302] 0,303 | 0,061 | 152,19
0,246 0,227 0,302
0,240 0,239 0,250

E-D2 0,238] 0,240 | 0,0474|123,66( 0,241| 0,241 | 0,048 | 108,16 0,250 0,250 | 0,049 | 134,86
0,241 0,244 0,249
0,230 0,253 0,222

E-D3 0,230| 0,229 | 0,0451| 115,88| 0,252| 0,253 | 0,050 (117,43 0,222 0,223 | 0,044 | 123,62
0,226 0,253 0,224
0,257 0,255 0,198

E-E1 0,258] 0,258 | 0,0513|132,61| 0,253| 0,255 | 0,051 |117,56( 0,198( 0,200 | 0,039 | 98,91
0,260 0,256 0,203
0,236 0,238 0,222

E-E2 0,238] 0,235 | 0,0465| 118,89 0,239| 0,238 | 0,047 | 108,22 0,223 0,222 | 0,044 |121,98
0,232 0,237 0,221
0,261 0,230 0,243

E-E3 0,263| 0,261 | 0,0519]| 133,13| 0,232| 0,231 | 0,046 | 107,29 0,243 0,243 | 0,048 | 124,66
0,260 0,230 0,243

Fuente: La experimentacion
Elaboracién: La Autora
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2.3.3 Fraccion hidrofilica (metanol)

2.3.3.1 DPPH
wuest |FESTUR| i [xprom. c°'\;|1;(" LECTIR| ,  |Xprom. c°'\;|1§i(" LECTIR| ,  |Xprom. c°'\;';(“
RA A (uMol) — A (uMol) — A (uMol) .
3horas 6 horas 24 horas

0,469( 465,64 0,325( 596,55 0,300( 619,27

M-A1 0,465 469,27( 467,46 1330,6 0,323 598,36( 597,15 1513,5| 0,298| 621,09 620,18 | 1247,6
0,467 467,46 0,325( 596,55 0,299( 620,18
0,341 582,00 0,183( 725,64 0,113( 789,27

M-A2 0,341 582,00( 582,30 1700,5( 0,181 727,46 726,55|1777,3| 0,115| 787,46| 788,67 | 1654,8
0,340( 582,91 0,182 726,55 0,113( 789,27
0,371( 554,73 0,221 691,09 0,314| 606,55

M-A3 0,370( 555,64 555,03 | 1518,1| 0,220( 692,00( 692,30 1795,6| 0,316 604,73| 605,94 | 1234,9
0,371( 554,73 0,218( 693,82 0,314 606,55
0,406( 522,91 0,490( 446,55 0,571 372,91

M-B1 0,407( 522,00( 521,70 1347,9| 0,487 449,27| 448,67 | 1446,8| 0,568 375,64| 374,73 | 967,0
0,409( 520,18 0,486( 450,18 0,568 375,64
0,708( 248,36 0,350( 573,82 0,510( 428,36

M-B2 0,708 248,36 248,36 | 637,1 0,348 575,64| 575,03 | 1909,3( 0,508 430,18 429,27 | 1082,9
0,708( 248,36 0,348( 575,64 0,509( 429,27
0,408( 521,09 0,228( 684,73 0,509( 429,27

M-B3 0,407| 522,00( 521,39 | 1440,9( 0,224| 688,36 686,85 2043,2| 0,510| 428,36 428,97 | 1094,0
0,408( 521,09 0,225 687,46 0,509( 429,27
0,621 327,46 0,397 531,09 0,423| 507,46

M-C1 0,618 330,18( 328,36 831,4 0,396( 532,00( 531,39 1683,4( 0,425 505,64 506,55 | 1146,6
0,621| 327,46 0,397( 531,09 0,424 506,55
0,568 375,64 0,554 388,36 0,492( 444,73

M-C2 0,568 375,64 374,42 969,5 0,553 389,27 388,67 | 1080,7 | 0,491 445,64 445,33 1164,3
0,572( 372,00 0,554 388,36 0,491| 445,64
0,522 417,46 0,655( 296,55 0,618 330,18

M-C3 0,525( 414,73( 416,24 | 1109,0( 0,653 298,36( 296,85 768,2 0,622 326,55 327,15 838,7
0,523 416,55 0,656 295,64 0,624( 324,73
0,568 375,64 0,560( 382,91 0,277 640,18

M-D1 0,565( 378,36( 377,76 | 1065,0( 0,556 386,55( 384,73 | 847,2 0,278( 639,27 639,88 | 1434,0
0,564 379,27 0,558( 384,73 0,277( 640,18
0,490( 446,55 0,228( 684,73 0,551( 391,09

M-D2 0,492 444,73| 445,64 | 1249,1| 0,286 632,00( 649,27 ( 1715,8| 0,554 388,36 389,27 | 1009,7
0,491| 445,64 0,287( 631,09 0,554 388,36
0,475( 460,18 0,353 571,09 0,537( 403,82

M-D3 0,475( 460,18| 460,49 | 1295,1| 0,352 572,00( 570,49 1279,1| 0,540( 401,09( 403,21 | 1077,8
0,474( 461,09 0,356 568,36 0,536 404,73
0,567 376,55 0,548( 393,82 0,576 368,36

M-E1 0,565( 378,36( 378,06 | 1015,8( 0,546( 395,64 395,03 965,1 0,576( 368,36( 367,15 876,6
0,564 379,27 0,546( 395,64 0,580( 364,73
0,573 371,09 0,491( 445,64 0,586( 359,27

M-E2 0,572 372,00( 371,70 1061,9| 0,490( 446,55 445,94 1086,0( 0,591 354,73| 356,24 | 972,3
0,572( 372,00 0,491| 445,64 0,591 354,73
0,496( 441,09 0,440( 492,00 0,603( 343,82

M-E3 0,498( 439,27| 441,09 | 1240,3| 0,441 491,09( 491,39 1191,8( 0,605( 342,00( 342,61 910,0
0,494 442,91 0,441 491,09 0,605( 342,00

Fuente: La experimentacion
Elaboracion: La Autora
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2.3.3.2 ABTS

uest |FECTWR | Lec. [xprom. C°,\;I';i(" LECTUR| Lec. [Xxprom. cT\:;‘“ LECTUR| Lec. [xprom. °°'\;'gi(“
RA A Prom | (uMol) — A Prom | (uMol) — A Prom | (uMol) —
3 horas 6 horas 24 horas

0,291 0,106 0,045

M-A1l 0,288 0,289 | 546,08 1554,4| 0,105| 0,105 | 687,87 |1743,5| 0,044| 0,045 | 733,77 | 1476,1
0,288 0,103 0,046
0,071 0,010 0,020

M-A2 0,065( 0,068 | 716,08 2091,2| 0,010| 0,010 |760,95|1861,4| 0,022| 0,020 | 752,74]1579,4
0,068 0,009 0,019
0,153 0,023 0,106

M-A3 0,149( 0,151 | 652,49 (1784,6| 0,024| 0,024 | 749,92|1945,0| 0,106| 0,104 | 688,13 | 1402,4
0,150 0,025 0,101
0,192 0,207 0,486

M-B1 0,187( 0,189 | 623,00 ( 1609,6| 0,204| 0,203 |611,97|1973,4| 0,487| 0,486 | 394,80|1018,8
0,188 0,199 0,484
0,614 0,075 0,359

M-B2 0,615( 0,616 | 294,54 755,5 0,076( 0,075 | 710,69 ( 2359,7| 0,359 0,358 |492,74| 1243,0
0,619 0,074 0,357
0,188 0,017 0,321

M-B3 0,185 0,186 |625,31(1728,0| 0,016| 0,016 | 756,08 | 2249,1| 0,320| 0,321 |521,46]1329,9
0,185 0,015 0,322
0,422 0,173 0,289

M-C1 0,419( 0,421 |444,28(1124,8| 0,174| 0,173 | 635,31|2012,5| 0,283| 0,285 | 549,41 | 1243,6
0,423 0,172 0,282
0,371 0,441 0,392

M-C2 0,368 0,369 484,28 1253,9| 0,440| 0,440 |429,67|1194,7| 0,388| 0,389 | 468,90| 1225,9
0,369 0,440 0,388
0,375 0,532 0,527

M-C3 0,372 0,374 |480,95(1281,4| 0,527| 0,529 |361,46| 935,4 0,522| 0,525 | 364,54 934,5
0,374 0,528 0,526
0,452 0,535 0,111

M-D1 0,449( 0,450 |421,97(1189,7| 0,535| 0,535 | 357,10 786,4 0,110| 0,110 | 683,77 | 1532,4
0,450 0,534 0,109
0,333 0,128 0,390

M-D2 0,330( 0,331 |513,51(1439,4| 0,124| 0,125 | 672,23|1776,4| 0,385| 0,387 | 470,69 1220,9
0,331 0,123 0,386
0,324 0,172 0,373

M-D3 0,320( 0,323 | 519,67 1461,5| 0,171| 0,171 | 637,10| 1428,4| 0,373| 0,373 | 481,46| 1287,0
0,326 0,169 0,373
0,419 0,237 0,487

M-E1 0,418( 0,419 | 446,08 ( 1198,5| 0,235| 0,235 |587,62|1435,5| 0,489| 0,487 | 393,51 | 939,6
0,420 0,233 0,486
0,424 0,307 0,480

M-E2 0,422( 0,424 |442,23|1263,4| 0,307| 0,306 |533,00|1298,0| 0,479| 0,480 | 399,41 1090,2
0,426 0,304 0,480
0,345 0,317 0,426

M-E3 0,341( 0,344 |503,51(1415,8| 0,315| 0,315 |525,82|1275,3| 0,423| 0,425 | 441,46|1172,6
0,347 0,314 0,426

Fuente: La experimentacion
Elaboracién: La Autora
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2.3.3.3 FRAP

Conc. Conc. Conc.

UEST LECATUR “ x(up':noonlw) Mol(” LECATUR « X(fnrnoor:; Mol(" LECATUR « x(up':noonlq) Mol(”

RA ET/a ET/a ET/a

3 horas 6 horas 24 horas

1,126 1,285 1,387

M-A1l 1,136( 1,135 | 270,59( 770,2 1,295( 1,295 [ 346,62 878,5 1,398( 1,397 [ 395,35 795,3
1,144 1,305 1,407
1,327 1,662 1,664

M-A2 1,339( 1,338 [ 366,94 (1071,6( 1,680( 1,678 |528,84|1293,7| 1,675| 1,676 |527,89|1107,6
1,347 1,691 1,688
1,269 1,455 1,513

M-A3 1,279 1,279 | 339,16 | 927,6 1,470( 1,468 | 429,16 1113,1| 1,524| 1,525 | 456,14| 929,6
1,290 1,480 1,538
1,156 1,195 1,086

M-B1 1,166( 1,166 | 285,19 736,8 1,204( 1,204 | 303,13 977,5 1,092( 1,092 [ 250,11 645,4
1,176 1,212 1,099
0,833 1,336 1,081

M-B2 0,837| 0,837 | 128,37 | 329,3 1,342( 1,343 [ 369,32 1226,2| 1,088 1,088 | 248,21| 626,1
0,840 1,350 1,096
1,172 1,437 1,101

M-B3 1,181 1,181 [ 292,49 808,3 1,454( 1,450 (420,59 1251,1( 1,107| 1,108 | 257,41 | 656,5
1,191 1,460 1,115
1,028 1,205 1,150

M-C1 1,037( 1,037 | 223,60 566,1 1,216( 1,214 | 308,21 976,3 1,158( 1,158 | 281,38 636,9
1,045 1,222 1,166
1,042 0,969 1,136

M-C2 1,057| 1,056 | 232,81| 602,8 0,977( 0,976 [ 194,71 541,4 1,142 1,143 | 274,24 717,0
1,069 0,982 1,151
1,036 0,935 0,983

M-C3 1,043( 1,043 | 226,46 | 603,4 0,940| 0,940 | 177,57 | 459,5 0,987| 0,988 | 200,59 | 514,2
1,049 0,945 0,995
0,997 0,913 1,362

M-D1 1,003| 1,003 [ 207,57 585,2 0,920| 0,919 | 167,41 | 368,7 1,367( 1,369 [ 382,02 856,1
1,009 0,923 1,379
1,077 1,248 1,041

M-D2 1,082( 1,083 [ 245,83 689,0 1,259( 1,258 [ 329,16 869,8 1,049( 1,049 [ 229,32 594,8
1,091 1,268 1,056
1,148 1,213 1,066

M-D3 1,157( 1,158 | 281,38 791,4 1,222( 1,222 | 311,70 698,9 1,071| 1,071 | 240,11 641,8
1,169 1,230 1,077
1,014 1,094 1,100

M-E1 1,021| 1,020 | 215,51 579,0 1,100( 1,100 | 253,76 619,9 1,105| 1,106 | 256,46 612,4
1,024 1,106 1,112
1,041 1,117 1,013

M-E2 1,048( 1,047 | 228,68 653,3 1,125( 1,125 | 265,67 | 647,0 1,016( 1,019 [ 215,03 586,9
1,053 1,133 1,027
1,056 1,131 1,022

M-E3 1,068( 1,065 |237,25( 667,1 1,140 1,140 | 272,65| 661,3 1,028( 1,028 [ 219,32 582,5
1,072 1,148 1,033

Fuente: La experimentacion
Elaboracién: La Autora
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2.3.3.4 Fenoles totales

X Tonc.(m X Tonc.(m X Tonc.(m

LECTUR|Lectura gac. |LECTUR|Lectura gac. |LECTUR|Lectura g ac.

MUEST | prom. (mg/mL| 21 100 A prom. (mg/mL| 21 100 A prom. (mg/mL| 21 100

RA ) PIVES ) PIVES ) PIVES

3horas 6 horas 24 horas

0,244 0,297 0,288

M-Al 0,245] 0,244 | 0,048 | 137,67| 0,293| 0,295 | 0,059 | 149,26( 0,288 0,288 | 0,058 | 115,80
0,244 0,294 0,289
0,289 0,306 0,323

M-A2 0,286| 0,287 | 0,057 | 167,30 0,306| 0,305 | 0,061 (149,34 0,322 0,323 | 0,065 | 135,99
0,286 0,303 0,324
0,277 0,286 0,242

M-A3 0,276] 0,276 | 0,055 | 150,59| 0,287| 0,286 | 0,057 | 148,22 0,243( 0,242 | 0,048 | 97,44
0,276 0,286 0,240
0,258 0,215 0,141

M-B1 0,258] 0,258 | 0,051 |132,16| 0,216( 0,215 | 0,042 | 135,97 0,142( 0,141 | 0,027 | 69,06
0,257 0,213 0,140
0,129 0,236 0,177

M-B2 0,128] 0,129 | 0,024 | 62,03 0,240] 0,238 | 0,047 | 155,96| 0,172| 0,175 | 0,034 | 85,27
0,129 0,237 0,175
0,217 0,277 0,194

M-B3 0,218] 0,217 | 0,043 | 117,87| 0,274| 0,275 | 0,055 (162,74 0,193( 0,193 | 0,038 | 96,16
0,216 0,273 0,193
0,167 0,195 0,227

M-C1 0,165| 0,166 | 0,032 | 81,17 0,195| 0,196 | 0,038 | 120,98| 0,227| 0,228 | 0,045 | 101,75
0,167 0,197 0,230
0,206 0,163 0,182

M-C2 0,205] 0,205 | 0,040 | 103,76| 0,162| 0,163 | 0,031 | 87,01 0,182| 0,182 | 0,035 | 92,20
0,203 0,163 0,181
0,198 0,167 0,131

M-C3 0,198] 0,198 | 0,039 | 102,87| 0,165| 0,166 | 0,032 | 82,96 0,132| 0,131 | 0,025 | 63,25
0,197 0,167 0,130
0,164 0,153 0,244

M-D1 0,167| 0,165 | 0,032 | 89,60 0,154| 0,155 | 0,030 | 65,23 0,246] 0,245 | 0,049 | 108,71
0,164 0,157 0,245
0,184 0,217 0,175

M-D2 0,186] 0,184 | 0,036 | 100,21| 0,218( 0,217 | 0,043 {112,90( 0,173( 0,174 | 0,034 | 87,13
0,182 0,217 0,173
0,197 0,214 0,179

M-D3 0,196] 0,197 | 0,038 | 108,19| 0,210| 0,212 | 0,042 | 93,44 0,182| 0,180 | 0,035 | 93,33
0,198 0,213 0,179
0,183 0,197 0,186

M-E1 0,184| 0,182 | 0,035 | 94,75 0,200| 0,199 | 0,039 | 95,01 0,188| 0,187 | 0,036 | 87,03
0,178 0,200 0,188
0,157 0,170 0,168

M-E2 0,158| 0,158 | 0,030 | 86,41 0,172| 0,171 | 0,033 | 80,62 0,169| 0,168 | 0,032 | 88,45
0,158 0,172 0,167
0,199 0,182 0,175

M-E3 0,200| 0,199 | 0,039 | 109,54| 0,180| 0,181 | 0,035 | 85,02 0,176| 0,176 | 0,034 | 90,52
0,199 0,180 0,177

Fuente: La experimentacion
Elaboracién: La Autora
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ANEXO 3. ANOVA

An&lisis de varianza para RENDIMIENTO %,

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F
TIEMPO 2 3,44199 3,44199 1,72100 81,63
TAM. PARTICULA 4 6,24071 6,24071 1,56018 74,00
TIEMPO*TAM. PARTICULA 8 0,91149 0,91149 0,11394 5,40
Error 30 0,63250 0,63250 0,02108

Total 44 11,22670

S = 0,145201 R-cuad. = 94,37% R-cuad. (ajustado) = 91,74%

3.1 RENDIMIENTO DE EXTRACCION

3.1.1 Rendimiento de fraccion lipofilica

utilizando SC ajustada para pruebas

P
0,000
0,000
0,000

Gréfica de efectos principales del rendimiento de extraccién de la fraccion

lipofilica.
RENDIMIENTO HEXANO (Grafica de efectos principales)
Medias de datos
- TIEMPO TAM. PARTICULA
2,0
1,84
&
3
2 1,6 //
1,44
1,24
1,0 4 T
) © [ © © ) N N
vy SR
VR 4
gt JV o)

Fuente: La experimentacion
Elaboracién: La Autora

Gréfica de interaccién del rendimiento de extraccion de la fraccionlipofilica.

Grafica de interaccion para % RENDIMIENTO DE HEXANO
Medias de datos

TIEMPO
—.— 3
2,54 - 6
2
2,04
8
5
]
£ 1,54
1,04
0,5

>125<250 >250<355 >355<500  >500

TAM. PARTICULA

<1I25

Fuente: La experimentacion
Elaboracién: La Autora
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3.1.2 Rendimiento de fraccion hidrofilica — etanol

Analisis de varianza para RENDIMIENTO%, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
TIEMPO 2 28,607 28,607 14,303 10,67 0,000
PARTICULA 4 14,951 14,951 3,738 2,79 0,044
TIEMPO*PARTICULA 8 45,348 45,348 5,668 4,23 0,002
Error 30 40,197 40,197 1,340

Total 44 129,103

S =1,15754 R-cuad. = 68,86% R-cuad. (ajustado) = 54,33%

Gréfica de efectos principales del rendimiento de extraccion con Etanol

RENDIMIENTO ETANOL (Grafica de efectos principales)
Medias de datos

TIEMPO PARTICULA

26,5

26,0

25,5 - /

Media
o«

24,5

24,0

Fuente: La experimentacion
Elaboracién: La Autora

Grafica de interaccion del rendimiento de extraccién con Etanol

Grafica de interaccion para % RENDIMIENTO DE ETANOL
Medias de datos

29 A TIEMPO
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24
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26
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Fuente:La experimentacion
Elaboracién:La Autora
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3.1.3 Rendimiento de fracciéon hidrofilica — metanol

Analisis de varianza para RENDIMIENTO %, utilizando SC ajustada para pruebas
Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P

TIEMPO 2 72,229 72,229 36,115 15,52 0,000

PARTICULA 4 47,926 47,926 11,982 5,15 0,003
TIEMPO*PARTICULA 8 159,170 159,170 19,896 8,55 0,000

Error 30 69,804 69,804 2,327

Total 44 349,130

S = 1,52539 R-cuad. = 80,01% R-cuad. (ajustado) = 70,68%

Gréfica de efectos principales del rendimiento de extraccién con Metanol

RENDIMIENTO METANOL (Grafica de efectos principales)
Medias de datos
TIEMPO PARTICULA
28
27
8
3
£ % \/
25
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Fuente: La experimentacion
Elaboracion: La Autora

Grafica de interaccion del rendimiento de extraccion con Metanol

Grafica de interaccion para % RENDIMIENTO DE METANOL
Medias de datos
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Fuente: La experimentacion
Elaboracion: La Autora
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3.2 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
3.2.1 Actividad antioxidante fraccion lipofilica
3.2.1.1 DPPH

Anédlisis de varianza para DPPH-HEX, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
TIEMPO 2 11,2764 11,2764 5,6382 17,55 0,000
PARTICULA 4 13,2884 13,2884 3,3221 10,34 0,000
TIEMPO*PARTICULA 8 5,3061 5,3061 0,6633 2,06 0,072
Error 30 9,6407 9,6407 0,3214

Total 44 39,5116

S = 0,566882 R-cuad. = 75,60% R-cuad. (ajustado) = 64,21%

Gréfica de efectos principales para DPPH de Hexano

Grafica de efectos principales para DPPH (HEXANO)
Medias de datos
TIEMPO PARTICULA
3,54
3,0
8
b
£ 25
20 /
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Fuente: La experimentacion
Elaboracion: La Autora

Grafica de interaccion para DPPH de extractos de Hexano

Grafica de interaccion para DPPH (HEXANO)
Medias de datos
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Fuente: La experimentacion
Elaboracién: La Autora
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3.2.1.2 ABTS

Analisis de varianza para ABTS, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
TIEMPO 2 14,7936 14,7936 7,3968 18,09 0,000
PARTICULA 4 17,7123 17,7123 4,4281 10,83 0,000
TIEMPO*PARTICULA 8 2,7444 2,7444 0,3430 0,84 0,576
Error 30 12,2680 12,2680 0,4089

Total 44 47,5182

S = 0,639478 R-cuad. = 74,18% R-cuad. (ajustado) = 62,13%

Gréfica de efectos principales para ABTS de Hexano
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Gréfica de interaccién para ABTS de extractos de Hexano
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An&lisis de varianza para FRAP-HEXA,

3.2.1.3 FRAP

utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
TIEMPO 2 7,5909 7,5909 3,7955 31,32 0,000
PARTICULA 4 7,4340 7,4340 1,8585 15,34 0,000
TIEMPO*PARTICULA 8 1,8588 1,8588 0,2323 1,92 0,094
Error 30 3,6352 3,6352 0,1212

Total 44 20,5190

S = 0,348102 R-cuad. = 82,28% R-cuad. (ajustado) = 74,02%

Gréfica de efectos principales para FRAP de Hexano
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Gréfica de interaccién para FRAP de extractos de Hexano
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3.2.2 Actividad antioxidante fraccion hidrofilica — etanol
3.2.2.1 DPPH

Anédlisis de varianza para DPPH-ETOH, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
TIEMPO 2 2528,6 2528, 6 1264,3 3,12 0,059
PARTICULA 4 1854, 6 1854, 6 463,7 1,14 0,356
TIEMPO*PARTICULA 8 5585,5 5585, 5 698,2 1,72 0,134
Error 30 12173,8 12173,8 405, 8

Total 44 22142,5

S = 20,1443 R-cuad. = 45,02% R-cuad. (ajustado) = 19,36%

Grafica de efectos principales para DPPH de Etanol
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Fuente: La experimentacion
Elaboracién: La Autora

Gréfica de interaccién para DPPH de extractos de Etanol
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3.2.2.2 ABTS

Analisis de varianza para ABTS, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
TIEMPO 2 2845,7 2845,7 1422,9 2,67 0,086
PARTICULA 4 1026,4 1026, 4 256,6 0,48 0,749
TIEMPO*PARTICULA 8 6373,7 6373,7 796,7 1,49 0,201
Error 30 16001,6 16001, 6 533,14

Total 44 26247,4

S = 23,0952 R-cuad. = 39,04% R-cuad. (ajustado) = 10,59%

Gréfica de efectos principales para ABTS de Etanol
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Fuente: La experimentacion

Elaboracién: La Autora

Gréfica de interaccién para ABTS de extractos de Etanol
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Analisis de varianza para FRAP-ETOH,

3.2.2.3 FRAP

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
TIEMPO 2 579,22 579,22 289,61 3,24 0,053
PARTICULA 4 214,59 214,59 53,65 0,60 0,665
TIEMPO*PARTICULA 8 1128,43 1128,43 141,05 1,58 0,173
Error 30 2677,99 2677,99 89,27

Total 44  4600,22

S = 9,44808

R-cuad. = 41,79% R-cuad. (ajustado) = 14,62%

Gréfica de efectos principales para FRAP de Etanol

Grafica de efectos principales para FRAP (ETANOL)
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Elaboracién: La Autora

Grafica de interaccion para FRAP de extractos de Etanol
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3.2.3 Actividad antioxidante fraccion hidrofilica — metanol

Anidlisis de varianza

Fuente GL
TIEMPO 2
PARTICULA 4
TIEMPO*PARTICULA 8
Error 30
Total 44

S = 25,4016 R-cuad.

3.2.3.1 DPPH
para DPPH-MEOH, utilizando SC ajustada para pruebas

SC sec. SC ajust. MC ajust. F P

6898, 8 6898, 8 3449,4 5,35 0,010

14677,8 14677,8 3669,4 5,69 0,002

6071, 3 6071,3 758,9 1,18 0,345

19357,2 19357,2 645, 2

47005,1

= 58,82% R-cuad. (ajustado) = 39,60%

Gréfica de efectos principales para DPPH de Metanol
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Elaboracion: La Autora

Gréfica de interaccién para DPPH de extractos de Metanol
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3.2.3.2 ABTS

Analisis de varianza para ABTS, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
TIEMPO 2 10321,4 10321,4 5160,7 6,86 0,004
PARTICULA 4 16493,6 16493,6 4123,4 5,48 0,002
TIEMPO*PARTICULA 8 11262,6 11262,6 1407,8 1,87 0,103
Error 30 22580,9 22580, 9 752,77

Total 44 60658,5

S = 27,4353 R-cuad. = 62,77% R-cuad. (ajustado) = 45,40%

Grafica de efectos principales para ABTS de Metanol
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Fuente: La experimentacion

Elaboracién: La Autora

Grafica de interaccion para ABTS de extractos de Metanol
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Anadlisis de varianza

TIEMPO*PARTICULA

15,6620

3.2.3.3 FRAP

para FRAP-MEOH, utilizando SC ajustada

GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F
2 2022,2 2022,2 1011,1 4,12
4 8595, 2 8595, 2 2148,8 8,76
8 3998, 2 3998, 2 499,8 2,04
30 7359,0 7359,0 245,3
44  21974,6
R-cuad. = 66,51% R-cuad. (ajustado) = 50,88%

para pruebas

P
0,026
0,000
0,076

Grafica de efectos principales para FRAP de Metanol

Grafica de efectos principales para FRAP (METANOL)
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e Metanol

Gréfica de interaccion para FRAP de extractos d
Grafica de interaccion para FRAP (METANOL)
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3.3 FENOLES TOTALES

3.3.1 Fenoles totales fraccidn lipofilica

Anidlisis de varianza

para FENOLES-H, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
TIEMPO 2 1823,83 1823,83 911,92 16,95 0,000
PARTICULA 4 2241,71 2241,71 560,43 10,42 0,000
TIEMPO*PARTICULA 8 534,05 534,05 66,76 1,24 0,310
Error 30 1613,82 1613,82 53,79

Total 44  6213,41

S = 7,33443 R-cuad. = 74,03% R-cuad. (ajustado) = 61,91%

Gréfica de efectos principales para fenoles totales de Hexano
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Fuente: La experimentacion

Elaboracion: La Autora

Gréfica de interacciones para fenoles totales de Hexano
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3.3.2 Fenoles totales fraccion hridrofilica — etanol

Analisis de varianza para FEN.TOT. (ETANOL), utilizando SC ajustada para
pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F p
TIEMPO 2 234393 234393 117196 2,30 0,118
PARTICULA 4 496791 496791 124198 2,43 0,069
TIEMPO*PARTICULA 8 373462 373462 46683 0,91 0,518
Error 30 1531072 1531072 51036

Total 44 2635719

S = 225,911 R-cuad. = 41,91% R-cuad. (ajustado) = 14,80%

Gréfica de efectos principales para fenoles totales de Etanol
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Fuente: La experimentacion

Elaboraciéon: La Autora

Grafica de interacciones para fenoles totales de Etanol
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3.3.3 Fenoles totales fraccién hidrofilica — metanol

Analisis de varianza para FEN.TOT. (METANOL), utilizando SC ajustada para
pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
TIEMPO 2 347003 347003 173501 6,04 0,006
PARTICULA 4 1474255 1474255 368564 12,84 0,000
TIEMPO*PARTICULA 8 665687 665687 83211 2,90 0,016
Error 30 861449 861449 28715

Total 44 3348393

S = 169,455 R-cuad. = 74,27% R-cuad. (ajustado) = 62,27%

Gréfica de efectos principales para fenoles totales de Metanol
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Elaboracién: La Autora

Grafica de interacciones para fenoles totales de Metanol
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