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RESUMEN

En este estudio los subproductos de guayaba (Psidium guajava L.) y mango (Mangifera
indica L.) fueron analizados para determinar el efecto de la hidrélisis acida y purificacion en
columna C18, sobre su potencial antioxidante y antiinflamatorio. Las extracciones se
realizaron con etanol al 57 % empleandose diferentes tratamientos acidificantes: acido
clorhidrico, acético y citrico, ademas de un tratamiento sin acido. Luego de obtener los
extractos se determiné el rendimiento de extraccion, fenoles totales, carbohidratos totales,
actividad antioxidante (ABTS, DPPH y FRAP) y actividad antiinflamatoria (inhibicién de la
lipoxigenasa). Para el subproducto de guayaba el rendimiento de extraccién se mejoré con
el tratamiento con acido clorhidrico en un 7 % comparado con el tratamiento sin acido, sin
embargo, se observé que la hidrélisis acida no mejoré la extracciobn de compuestos
fendlicos. En funcion a la actividad antioxidante la hidrélisis con acido acético es el mejor
tratamiento con valores de 87, 112 y 72 umol TE/g muestra BS medidos mediante ABTS,
DPPH y FRAP respectivamente. En los subproductos de mango la hidrélisis acida no mejor6
la extraccion de compuestos fendlicos y el tratamiento sin acido permite los mejores
resultados de actividad antioxidante con valores de 279, 337 y 290 umol TE/g muestra BS
medidos mediante ABTS, DPPH y FRAP respectivamente. Con la etapa de purificacion se
elimin6 aproximadamente el 90 % de carbohidratos totales. La hidrélisis &cida no mejora la
actividad antiinflamatoria para los extractos de mango y guayaba.

Palabras claves: Hidrolisis acida, purificacion, columna C18, rendimiento de extraccion,
compuestos fendlicos, actividad antioxidante, actividad antiinflamatoria.



ABSTRACT

The effect of acid hydrolysis and purification in C18 column on the antioxidant and anti-
inflammatory activities of by-products of guava (Psidium guajava L.) and mango (Mangifera
indica L.) extracts were studied. The extractions of polyphenols were performed with ethanol
(57%) acidified using different treatments: hydrochloric acid, acetic and citric acid, well as a
treatment without acidification used for comparison. For each extraction treatment, were
evaluated the extraction yield, the total phenolic content, the total carbohydrate content, the
antioxidant activity (ABTS, DPPH and FRAP) and the antiinflammatory activity (lipoxygenase
inhibition). For guava byproduct the extraction yield was improved in 7 % with hydrochloric
acid compared to the treatment without acid, however, the acid hydrolysis did not improve
the extraction of phenolic compounds. Considering the antioxidant activities of guava
extracts, the hydrolysis treatment with acetic acid showed the best results 87, 112 and 72
umol TE/g sample BS for ABTS, DPPH and FRAP assays respectively. In mango
byproducts, the acid hydrolysis did not improve the extraction of phenolic compounds;
moreover, the treatments without acid showed the best results for antioxidant activities 279,
337 and 290 umol TE/g sample BS for ABTS, DPPH and FRAP assays, respectively. The
purification step allowed the elimination of the 90 % of total carbohydrates. Acid hydrolysis
did not improve the anti-inflammatory activity of the mango and guava extracts.

Keywords: Acid hydrolysis, purification, C18 column, extraction yield, phenolic, antioxidant

activity, antiinflammatory activity.



1 INTRODUCCION

Las frutas tropicales como el mango y la guayaba poseen atractivas caracteristicas para las
industrias, por lo cual se las explota no solo como producto fresco, sino también como
producto procesado, obteniendo asi: jugos clarificados, concentrados, polvos deshidratados,
jaleas, mermeladas, salsas, zumos, bebidas refrescantes, puré, néctar, enlatados, etc.
(Mercadante et al. 1999; Ajila et al. 2007b; Sinha et al. 2012). En la transformacion de estas
frutas, se generan residuos soélidos, los cuales son materia prima favorable para la obtencién
de extractos ricos en compuestos fendlicos con propiedades antioxidantes ya que pueden
contener cantidades significativas de estos componentes y su coste es practicamente nulo
(Balasundram et al. 2006; Ajila et al. 2007a; Floris et al. 2010). En algunos casos, la
eliminacion de estos subproductos es un costo adicional para las industrias (Yepes et al.
2008; De Araijo Sousa y Targino Pinto Correia 2010; Floris et al. 2010). Durante el
procesamiento de mango y guayaba se generan grandes cantidades de subproductos como
piel, semilla y pulpa (Larrauri et al. 1996; Kong et al. 2010b), los cuales son una excelente
fuente de compuestos polifendlicos con propiedades antioxidantes (Jiménez - Escrig et al.
2001; Kuskoski et al. 2005; Kong et al. 2010a). No obstante, la mayoria de industrias
dedicadas al procesamiento de frutas, no proporcionan un tratamiento adecuado a estos
subproductos y los desechan en el ambiente sin aprovecharlos, convirtiéndose asi en una
fuente de contaminacion, ya que este tipo de subproductos es muy inestable y deben ser
tratados tan pronto sea posible (Floris et al. 2010).

Los compuestos fendlicos se encuentran de forma natural en diferentes alimentos, la
guayaba por ejemplo es una fruta rica en compuestos antioxidantes y con un alto nivel de
acido ascorbico, entre 174.2 a 396.7 mg/100 g de peso fresco (Thaipong et al. 2006).
También en la pulpa de mango encontramos antocianinas y polifenoles (2.7 mg/100 g de
peso fresco y 544.9 mg/100 g de peso fresco, respectivamente) (Kuskoski et al. 2005). Se
considera que los mecanismos naturales de defensa de los antioxidantes presentes en las
frutas, se relacionan con tres grupos principales, que son: vitaminas, fenoles y carotenoides
(Thaipong et al. 2006). Los mayores contribuyentes a la actividad antioxidante en el mango y
en la guayaba son el acido ascérbico y los compuestos fendlicos (Thaipong et al. 2006;
Ribeiro et al. 2007).

Los compuestos antioxidantes, incluidos compuestos fendlicos, presentes en las frutas y
vegetales, son de gran interés debido a los beneficios que representan sobre la salud
humana (Larrauri et al. 1996; Cruz et al. 2004; Summa et al. 2006) como su potencial para



combatir enfermedades cardiacas, cancer (Jiménez - Escrig et al. 2001; Esmaillzadeh et al.
2006; Barreto et al. 2008; Masibo y He 2008), proteccion a las células contra el dafio por
estrés oxidativo (Mahattanatawee et al. 2006; Barreto et al. 2008; Masibo y He 2008), dafo
en el ADN, aterosclerosis, diabetes, obesidad (Masibo y He 2008), enfermedades
neurodegenerativas como Alzheimer (Joseph et al. 2005), al mismo tiempo mejoran la
digestion y mantienen los niveles de azucar en la sangre (Mahattanatawee et al. 2006),
ademas de otras patologias de caracter inflamatorio (Martinez Valverde et al. 2000).

Estudios sobre los subproductos tanto de mango asi como de guayaba, han demostrado
que son una fuente rica de compuestos fendlicos (Martinez et al. 2012) con actividad
antioxidante y antiinflamatoria, pero ademas de dichos compuestos también son co-
extraidos carbohidratos, por lo cual, con el presente estudio se mejord las caracteristicas
fisicas del extracto al eliminar los hidratos de carbono del mismo, buscando obtener un
extracto menos pegajoso y de facil manejo. A la vez se evalud la actividad que poseen estos
subproductos como antioxidantes y antiinflamatorios antes y después de su purificacion
(eliminacién de azlcares), tratandolos con diferentes acidos que permitan mejorar la
hidrélisis. Con esto se buscd promover el aprovechamiento de los subproductos que

generan las empresas dedicadas al procesamiento de frutas.



2 REVISION DE LITERATURA

2.1 La guayaba (Psidium guajava L.)

La guayaba es una fruta perteneciente a la familia Mirtacea y se ha generalizado en todas
las zonas tropicales y subtropicales (Musa et al. 2011), es una especie nativa de América
tropical, probablemente originaria de México o Per, ésta fruta se encuentra muy difundida
en todo el mundo (Little et al. 2001). El fruto es una baya de forma redondeado o en forma
de pera, de color amarillo (Fotografia 1.), comestible (Little et al. 2001), el cual es una
excelente fuente de vitamina C y compuestos fendlicos con propiedades antioxidantes
(Miean y Mohamed 2001).

Fotografia 1. Fruto de guayaba

Fuente: La autora

En Ecuador la producciéon anual de guayaba segun el Instituto Nacional de Estadistica y
Censos (INEC) (2011) fue de 587 toneladas métricas, produciéndose mayoritariamente en la
regién Costa, seguida de la region Oriente y la regién Sierra, con 255, 194 y 138 toneladas

métricas respectivamente.

2.2 El mango (Mangifera indica L.)

El mango (Mangifera indica L.) es originario de la India y es extensamente cultivado en otras
areas tropicales como Brasil, México, Pakistan, Indonesia, Filipinas, asi como también en
5



otras zonas subtropicales (Ueda et al. 2000). Sus frutos (Fotografia 2) son una fuente
natural de antioxidantes y la cantidad de compuestos polifenélicos presentes, varia segun la
parte del mango: pulpa, piel, semillas; ademas encontramos este tipo de compuestos en la

corteza, las hojas y las flores (Masibo y He 2008).

Fotografia 2. Fruto de mango

Fuente: (Wikimedia Commons 2013)

En el pais la produccion de mango segun INEC (2011) fue de 21589 toneladas métricas.
Ecuador se encuentra dentro de los principales abastecedores para el mercado
norteamericano (Evans 2008). El mango se cultiva principalmente en la provincia del
Guayas con una superficie estimada de 7700 hectareas, de las cuales 6500
aproximadamente estan dedicadas a exportacion. Las variedades mas populares que se
exportan son: Kent, Tommy Atkins, Haden y Keitt (Fundacién Mango Ecuador 2000).

2.3 Subproductos del procesamiento de mango y guayaba

Durante el procesamiento del mango la piel y la semilla son los principales subproductos
que se generan, estos representan aproximadamente del 35 al 70 % del peso total de la
fruta, esto varia segun la variedad del mango y el producto elaborado (Larrauri et al. 1996).
La piel del mango contiene compuestos bioactivos valiosos como: polifenoles, carotenoides,
enzimas y fibra dietética (Ajila et al. 2007a).

Mientras tanto que durante la producciéon de puré de guayaba (variedad pera rosa) se
genera aproximadamente 25% de subproductos del peso total de la fruta (Kong et al. 2010b)
correspondiendo a piel y pulpa, los cuales pueden ser usados como una nueva fuente de



fibora y de compuestos fendélicos con propiedades antioxidantes (Jiménez - Escrig et al.
2001).

2.4 Antioxidantes

Un antioxidante es “cualquier sustancia que, cuando esta presente a bajas concentraciones
respecto a las de un sustrato oxidable, retrasa o previene significativamente la oxidacion de
este sustrato” (Halliwell citado por Ugartondo Casadevall 2009). También se define como
una sustancia capaz de neutralizar la accién oxidante de los radicales libres mediante la
liberacién de electrones en nuestra sangre (Avello y Suwalsky 2006). Los antioxidantes son
necesarios para evitar la formacion y oponerse a la acciéon de especies reactivas de oxigeno
y nitrégeno, los cuales causan dafio al ADN, a los lipidos, proteinas, entre otros (Halliwell
1996).

Los antioxidantes naturales se encuentran presentes en la dieta humana y son resistentes a
los dafos oxidativos, se pueden encontrar en frutas y verduras, semillas, cereales, bayas,
vino, te, bulbos de cebolla, aceite de oliva y plantas aromaticas (Dimitrios 2006).

2.5 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante viene determinada por interacciones sinérgicas entre diferentes
compuestos antioxidantes, asi como por el modo de accién concreto de cada uno de ellos.
Los métodos mas usados para medir actividad antioxidante son el FRAP, ABTS y DPPH,
(Pérez - Jiménez y Saura - Calixto 2007).

2.5.1 ABTS.

Este método de decoloraciéon se basa en la captacion de distintos radicales libres
(Pérez - Jiménez y Saura - Calixto 2007), permite determinar la actividad antioxidante
tanto de compuestos hidrofilicos como lipofilicos (Re et al. 1999; Arnao et al. 2001),
de forma que es posible hacer una estimacion de la actividad antioxidante de estos
dos tipos de antioxidantes en la misma muestra. La evaluacién de este método,
expresa la contribucién particular del acido ascérbico y los carotenoides; ademas es
un método facil, preciso y rapido de aplicar (Arnao et al. 2001).

2.5.2 DPPH.

Este método se basa en la captacion de distintos radicales libres (Sanchez - Moreno

et al. 1998; Pérez - Jiménez y Saura - Calixto 2007), es decir en la reduccion del
7



radical DPPH por los antioxidantes de la muestra. Posee una banda de absorcion a
515 nm. Es un método facil y rapido para la evaluacién de las actividades anti
radicales de los antioxidantes (Brand - Williams et al. 1995). El radical DPPH es
estable y posee una coloracion purpura, la cual se pierde progresivamente cuando se
le ahade las sustancias antioxidantes contenidas en la muestra. La cuantificacion se
realiza empleando Trélox como solucién patrdén y los tiempos de reaccién varian
segun la naturaleza de los antioxidantes (Prior citado por Garcia Alonso 2006).

2.5.3 FRAP.

Este método se basa en la capacidad de reduccion férrica (Pérez - Jiménez y Saura -
Calixto 2007). Fue desarrollado en el afio de 1996 por Benzie y Strain como método
de la medida de la actividad antioxidante plasmatica, sin embargo luego se ha
aplicado a muestras de alimentos. Determina la capacidad que posee una muestra
para reducir un complejo de hierro férrico con la molécula tripiridil-s-triazina (TPTZ) a
su forma ferrosa, de manera que se genera una coloracién de intensidad
proporcional a la actividad reductora de la muestra, la cual puede cuantificarse por
colorimetria en base a un patron de hierro ferroso (Garcia Alonso 2006). Este método
es de bajo costo, los reactivos son faciles de preparar, los resultados son

reproducibles, el procedimiento es sencillo y rapido (Benzie y Strain 1996).

En la determinacién de la actividad antioxidante de un compuesto es necesario combinar al
menos dos métodos, uno basado en la capacidad de reduccién de metales y otro en la
captacion de radicales libre, para asi obtener un conocimiento mas amplio de la actividad
antioxidante de una muestra (Pérez - Jiménez y Saura - Calixto 2007).

2.6 Compuestos fendlicos

Son compuestos organicos que poseen un anillo aromatico que lleva uno 0 mas grupos
hidroxilo, su estructura varia desde una molécula fendélica sencilla a la de un polimero de
elevado peso molecular. La actividad antioxidante de los compuestos fenélicos, depende de
la estructura, particularmente del nimero y las posiciones de los grupos hidroxilo y de la
naturaleza de las sustituciones en los anillos aromaticos (Balasundram et al. 2006).
Componen un amplio grupo de sustancias quimicas, considerados metabolitos secundarios
de las plantas con diferentes estructuras y actividad, englobando mas de 8000 compuestos
distintos (Martinez Valverde et al. 2000), se dividen en varias clases: acidos
hidroxibenzéicos, acido hidroxicinamicos, antocianinas, proantocianidinas, flavonoles,
8



flavonas, flavanoles, flavanonas, isoflavonas, lignanos y estilbenos (Manach et al. 2005). Los
que tienen mas relevancia nutricional dada su actividad biolégica son los flavonoides,
abundantes en alimentos de origen vegetal (Rice - Evans et al. 1997). Las propiedades
funcionales de las frutas se encuentran relacionadas con la presencia y el contenido de
estos compuestos fendlicos, como: flavonoides, carotenoides, antocianinas y taninos
(Espinal Ruiz 2010).

Su consumo esta asociado con efectos protectores frente a algunas enfermedades tales
como en el tratamiento y prevencion del cancer, enfermedades cardiovasculares,
enfermedades asociadas a la inflamacion, ulcera duodenal y gastrica, fragilidad vascular,
infecciones, etc (Martinez Valverde et al. 2000).

2.7 Compuestos antioxidantes en guayaba y mango

La guayaba es una fruta considerada altamente nutritiva, debido a que contiene altos niveles
de acido ascérbico (50 — 300 mg/g de peso fresco), lo cual es de tres a seis veces mas de lo
que contiene una naranja (Thaipong et al. 2006). La pulpa de la guayaba rosa contiene
varios carotenoides como: fitoflueno, B-caroteno, B-criptoxantina, licopeno, rubixantina,
criptoflavina, luteina, entre otros (Mercadante et al. 1999). Ademas posee otros compuestos
importantes como: miricetina, apigenina, quercetina, kaempferol, siendo la mayoritaria la
quercetina, seguido de la miricetina y el kaempferol (Miean y Mohamed 2001). Estudios
previos mostraron que los subproductos de guayaba compuestos por piel, pulpa y semillas,
contienen 250 mg de acido galico en 100 g de subproductos en base seca (Martinez et al.
2012).

Los subproductos obtenidos durante el procesamiento del mango son una fuente rica de
polifenoles que pueden ser utilizados como ingredientes alimentarios funcionales, agentes
antimicrobianos o como antioxidantes (Berardini et al. 2004). El mango posee una gran
cantidad de compuestos polifendlicos distintos en términos de actividad antioxidantes que
son: mangiferina, catequina, quercetina, kaempferol, ramnetina, antocianinas, acido galico,
acido elagico, galato de propilo, galato de metilo, acido benzoico y acido protocatético, entre
otros, cuya presencia varia de acuerdo a la parte de la fruta, ya sea en la piel, pulpa, hojas,
semillas o flor (Masibo y He 2008). Los subproductos de mango, compuestos por piel y
pulpa, contienen 546 mg de acido galico en 100 g de subproductos en base seca (Martinez
et al. 2012).



2.8 Extraccion de compuestos fenolicos

La extraccion es el paso inicial en el aislamiento de agentes bioactivos que se encuentran
en el material vegetal. El objetivo es obtener la maxima concentracién de compuestos
bioactivos importantes y la mayor actividad antioxidante de estos (Spigno citado por Musa et
al. 2011). La extraccién esta influenciada por el tipo de solvente que se utilice, relacion
solvente — material, nivel de pH, tiempo de extraccién, naturaleza de los compuestos,

técnica de extraccion y presencia de sustancias interferentes (Chirinos et al. 2007).
Existen diferentes técnicas de extraccion (Conde 2009):

e Extraccion liquido-liquido

e Extraccion soélido-liquido

e Extraccion en soxhlet

e Extraccion con fluidos supercriticos
e Extraccion asistida por ultrasonidos
e Extraccion asistida por microondas

e Extraccién acelerada con disolventes

Extraccion sélido-liquido: La extraccion de muestras sélidas con solventes es el método
mas utilizado en la separacién de compuestos antioxidantes a partir de residuos sélidos.
Estos residuos deben extraerse con solventes organicos y eliminar posteriormente dicho

solvente para obtener un extracto concentrado (Conde 2009).

2.9 Hidrélisis

En los alimentos, los compuestos fendlicos habitualmente se presentan conjugados con
moléculas de azlcar como glucosa, galactosa, ramnosa, xilosa, arabinosa, manosa, fructosa

o los acidos glucurénico y galacturénico (Duthie et al. 2003).

La hidrdlisis acida es un proceso quimico que emplea catalizadores acidos para transformar
las cadenas de polisacéridos en sus mondémeros elementales (azdcares fermentables o
reductores). El grado de degradacion de las cadenas de polisacaridos depende de la
concentracién del acido, la temperatura y el tiempo de hidrélisis (Ferrer citado por
Dominguez Dominguez et al. 2011).
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2.10 Inflamacion

La inflamacién es un mecanismo de defensa del huésped normal, que lo protege de
infecciones y otras lesiones, ademas ayuda a restaurar la homeostasis en los sitios dafados
o infectados; se caracteriza por enrojecimiento, hinchazén, calor y dolor. Normalmente
cuando una respuesta inflamatoria se produce, se encuentra bien regulada a fin de no
causar dafos graves en el huésped, es auto-limitada y se resuelve rapidamente (Calder
2009).

La inflamacion crénica es un factor importante en el origen y evolucion de una variedad de
enfermedades como: cardiovasculares, cancer, diabetes, osteoporosis, artritis, Alzheimer y
enfermedades auto-inmunes. Ademas existen molestias diarias menos severas como: dolor
crénico, depresién, pérdida de memoria, deterioro cognitivo general y fatiga muscular
general que parecen estar relacionadas de alguna manera a un estado inflamatorio
subyacente (Chaudhari 2011).

2.11 Efecto antiinflamatorio

Las prostaglandinas (PG) son mediadores lipidicos que juegan roles importantes en
procesos fisioldgicos y fisiopatoldgicos incluyendo la inflamacién. La produccion de la PG
comienza con la liberacién de acido araquidénico a partir de fosfolipidos de membrana, en
esta reaccion, el acido araquidénico es convertido a PG por accién de la ciclooxigenasa
(COX). La inhibicién de la actividad de la enzima COX es el mecanismo por el cual los
antiinflamatorios no esteroideos (AINE) ejercen su accion analgésica, antipirética,
antiinflamatoria y efectos antitrombéticos, como consecuencia se inhibe la formacion de PG
(Lee et al. 2003; Alberto et al. 2007).

Pernia et al. (2004) observaron que el efecto antiinflamatorio se encuentra relacionado con
las propiedades antioxidantes de los polifenoles contenidos en las frutas y vegetales.
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3 OBJETIVOS E HIPOTESIS

3.1 Obijetivo general

Conocer el efecto de la hidrélisis acida en el rendimiento de extracciéon de antioxidantes y
antiinflamatorios.

3.2 Objetivo especifico

Comparar la accién de los acidos sobre el nivel de extraccién de compuestos con potencial

antioxidante y antiinflamatorio.

3.3 Hipétesis nula

El &cido utilizado para la hidrélisis no tiene efecto sobre la concentracién de compuestos
fendlicos extraidos.
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Muestras

Los subproductos de mango (variedad Tommy Atkins y Haden) y guayaba (variedad Red),
utilizados como materia prima, se obtuvieron de la empresa Agroficial S.A de la ciudad de
Guayaquil. Los subproductos corresponden a la piel y pulpa adherida para el mango, y la
piel, pulpa y semilla adheridas para la guayaba.

Estos subproductos fueron sometidos a un proceso de deshidratacion hasta una humedad
inferior al 10%, mediante aire caliente usando una temperatura entre 55 a 60°C por 48 horas
en el caso del mango y de 45 a 50°C por 36 horas en el caso de la guayaba, para este
propodsito se utilizd un secador de bandejas Ecuapack. Posteriormente se ftrituraron
utilizando un molino vibratorio de discos Retsch a fin de obtener particulas mas pequenas, y
se tamizaron con la ayuda de un juego de tamices Analysensieb (modelo DIN 4188) hasta
conseguir un tamano de particula de entre 125 y 250 um (Pérez - Jiménez y Saura - Calixto
2007). Finalmente se almacenaron en bolsas plasticas a - 20°C (Kong et al. 2010b) hasta su

posterior uso.

4.2 Reactivos

Etanol (C,HgO), acido citrico (CgHgO-), metanol (CH,O), provenientes de la casa comercial
Panreac. Acido clorhidrico (HCI), Folin-Ciocalteu, acido galico (C/H¢Os), 2, 4, 6- tri - (2-
piridil-s-triazina) TPTZ (C4gH12Ns), 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolina - 6 - acido sulfonico) sal
de diamonio (ABTS), 2,2 difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), acido sulfurico (H,SO,), adquiridos
en Sigma — Aldrich. Acido acético (C,H;0.), de la casa comercial Fisher Scientific.
Carbonato de sodio (Na,CQOs), acetato de sodio trihidratado (NaC,H3;0,.3H,0), cloruro férrico
hexahidratado (FeCls;.6H.0), persulfato de potasio (K»S»Og), fenol (CsHsOH), procedentes de
la casa comercial Merck. Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico (trolox),
adquiridos en Aldrich Chemistry. Glucosa (CeH1206), proveniente de Mallinckrodt
Chemicals. Kit LISA para la determinacion de antinflamatorios, de la casa comercial Cayman
Chemical

4.3 Equipos usados

Balanza analitica Ohaus (modelo Analytical Plus), molino vibratorio de discos Retsch, juego
de tamices Analysensieb (modelo DIN 4188), secador de bandejas Ecuapack, pH-metro
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Mettler Toledo (modelo Seven Easy), bafno maria fabricacion nacional, agitador Kika
(modelo RO 15), centrifuga Dynac (modelo 420101), estufa Memmert (modelo SNB 400),
rotavapor Buchi (modelo R — 200), bafo de ultrasonido Fisher Scientific (modelo FS20D),
liofilizador Labconco (modelo 7754047), espectofotometro visible Jenway (modelo 6400),
espectofotometro Tecan (modelo Sunrise).

4.4 Método experimental

4.4.1 Extraccién de compuestos con actividad antioxidante y antiinflamatoria

Para iniciar la extraccion de estos compuestos, se pes6 2 g de muestra previamente
tratada y se sometié a un proceso de maceracién dinamica (Fotografia 3) con etanol
al 57% (Makris et al. 2007) en una relacion (w:v) 1:50 (Prasad et al. 2009) regulando
a un pH de 2 (Kong et al. 2010a) con diferentes &cidos como: clorhidrico, acético y
citrico (adicionalmente se trabajé un blanco al cual no se le adicioné acido). La
temperatura y tiempo de extraccién utilizados para el mango y la guayaba fueron
70°C por 6 horas y 60°C por 18 horas, respectivamente (Jumbo Sarango 2013;
Solérzano Apolo 2013).

Fotografia 3. Proceso de maceracién dinamica

Posteriormente la solucién se centrifugé por 30 minutos a 1100 rpm en la centrifuga
Dynac (modelo 420101) separandose la parte solida de la parte liquida. La parte
sOlida se sec6 en la estufa Memmert (modelo SNB 400) y pesé en la balanza
analitica Ohaus (modelo Analytical Plus). El sobrenadante fue llevado al rotavapor
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Buchi (modelo R — 200) a 60°C (Pérez - Jiménez y Saura - Calixto 2007) a fin de
eliminar el etanol por evaporacion al vacio (Fotografia 4). Seguidamente la solucién
acuosa se liofiliz6 a - 60°C y 0.12 mbar con la ayuda del liofilizador Labconco
(modelo 7754047) y almacen6 a -20°C (Kong et al. 2010b) hasta el posterior analisis
de antioxidantes, fenoles totales, antiinflamatorios y carbohidratos totales (Ver Anexo
Al).

Fotografia 4. Eliminacion del solvente por evaporacién al vacio

4.4.2 Purificacion de polifenoles por adsorcion y desorcion en columna C18

La purificacion se realiz6 de acuerdo al procedimiento descrito por Ramirez et al.
(2004), se pesaron 150 mg del extracto seco para suspenderlos en 40 mL de acido
aceético diluido (2.5% v/v) y se purificaron (Fotografia 5) utilizando cartuchos Sep-Pak
C18 (5 g) Waters. Los cartuchos se activaron adicionando 20 mL de metanol y luego
se equilibraron con 40 mL de acido acético (2.5% v/v). A continuacion la muestra se
eluyé y el cartucho se lavo con 80 mL de acido acético (2.5% v/v) a fin de eliminar los
azucares. Los polifenoles se eluyeron con 20 mL de metanol. El eluido se concentro,
liofiliz6 y almacendé a -20°C hasta su posterior andlisis de fenoles totales,
antioxidantes (ABTS, DPPH, FRAP), antiinflamatorios y carbohidratos (Ver Anexo A
2).

15



Fotografia 5. Purificacién de polifenoles

4.4.3 Determinacion de fenoles totales

Para la determinacién del contenido de fenoles totales se emple6 el método de Folin
- Ciocalteu, con modificaciones descritas por Thaipong et al. (2006).

Se tomaron y mezclaron 150 uL de la muestra previamente diluida (1 mg/mL) con
2400 pL de agua destilada y 150 pL de Folin-Ciocalteu 0.25 N. Esta mezcla se agité
durante cinco minutos y se dejé reaccionar por 3 minutos en la oscuridad, luego se
adicion6 300 pL de carbonato de sodio 1N y se volvié a mezclar. Se dejé reposar la
solucién a temperatura ambiente protegida de la luz por dos horas. Empleando un
espectrofotometro visible Jenway (modelo 6400) se midi6 la absorbancia a 725 nm.
Ademas se empled una curva estdndar de acido galico y los resultados se
expresaron en mg equivalentes de acido galico (GAE) por cada 100 g de muestra
seca (mg GAE/100 g base seca) (Ver Anexo A 3). Para la preparacion de la curva
estandar se pesaron 50 mg de &cido galico y aforaron a 25 mL de metanol. Se
tomaron alicuotas de 50, 100, 200, 300, 400 y 500 uL (correspondientes a 10, 20, 40,
60, 80 y 100 ppm), y afor6 a 10 mL con MeOH. De cada alicuota se tomd 150 uL y se
siguié el mismo procedimiento descrito anteriormente.
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4.4.4 Determinacion de actividad antioxidante

4.4.4.1 ABTS.

Para la determinacion de la actividad antioxidante evaluada mediante ABTS, se
siguié el método descrito por Arnao et al. (2001) con modificaciones descritas por
Thaipong et al. (2006).

Para la preparacion de la solucién patrén se pesaron por separado las soluciones de
ABTS y persulfato de patasio. Se pesaron 101.5 mg de ABTS y se afor6 a 25 mL con
agua destilada. También se pesaron 17.57 mg de persulfato de potasio (K»S:.Os) y
aforaron a 25 mL con agua destilada. Seguidamente se mezclaron ambas
soluciones en cantidades iguales y se dej6 reaccionar por 12 horas bajo oscuridad y
a temperatura ambiente. Para preparar la soluciéon de trabajo se tomé 1 mL de la
solucién patron mas 60 mL de metanol hasta obtener una lectura en absorbancia de
1.1 £ 0.02 unidades a una longitud de onda de 734 nm (Ver Anexo A 4). Para
analizar las muestras se tomaron 150 uL (1 mg/mL) de cada extracto (1 mg/mL) y se
les adicioné 2850 L de la solucion de trabajo, se dejo6 reaccionar por dos horas en la
oscuridad y finalmente se midié la absorbancia con una longitud de onda de 734 nm.
Para la preparacion de la curva estandar se pesaron 25 mg de trolox y aforaron a
100 mL con metanol. De esta dilucién se tomaron alicuotas de 0.25, 1.5, 3,4.5,6,y 8
mL (25, 150, 300, 450, 600 y 800 umol trolox) y aforaron a 10 mL con metanol. En la
lectura se sigui6 el mismo procedimiento que las muestras. Los resultados se
expresaron como micromoles equivalentes de trolox por gramo de muestra (umol TE/
g de muestra).

4.4.4.2 DPPH.

Este método esta basado en lo descrito por Brand — Williams et al. (1995) y
modificado por Thaipong et al. (2006).

Para preparar la solucion patrén se pesé 24 mg de DPPH, se disolvié en 100 mL con
metanol. Para la solucion de trabajo se tomé 10 mL de la solucién patréon mas 45 mL
de metanol y se ajusté hasta obtener una lectura en absorbancia de 1.1 + 0.02
unidades a una longitud de onda de 515 nm. Para analizar las muestras se tomaron
150 pL (1 mg/mL) del extracto mas 2850 pL de la solucion de trabajo (solucién
DPPH) y se dejé reaccionar 24 horas protegido de la luz para finalmente leer a 515
nm (Ver Anexo A 5). La curva estandar se preparé de igual manera que en el método
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ABTS y se dejo reaccionar de forma igual a la muestra. Los resultados se expresaron
como micromoles equivalentes de trolox por gramo de muestra (umol TE/ g de
muestra).

4.4.4.3 FRAP.

Para este método se sigui6 el procedimiento descrito por Benzie y Strain (1996). Se
prepar6 la solucién de trabajo mediante la mezcla de 25 mL de buffer acetato 300
mM (3.1 g de acetato de sodio y 16 mL de acido acético, aforados a 1000 mL) mas
2.5mL de TPTZ 10 mM en HCI 40 mM y 2.5 mL de cloruro férrico hexahidratado 20
mM. Una vez mezclada la solucion de trabajo se calenté a 37°C hasta que los
componentes se encuentren bien diluidos. A continuacion, para analizar las muestras
se tomaron 150 uL (1 mg/mL) del extracto (1 mg/mL) mas 2850 uL de la solucién
FRAP y se dej6 reaccionar 30 minutos protegido de la luz para finalmente leer a 593
nm (Ver Anexo A 6). La curva estandar se preparé de igual manera que en el método
ABTS y se dejé reaccionar como la muestra. Los resultados se expresaron como
micromoles equivalentes de trolox por gramo de muestra (umol TE/ g de muestra).

4.4.5 Determinacion de carbohidratos

En la determinaron de los carbohidratos totales se siguié el método fenol - acido
sulfdrico, descrito por Dubois et al. (2002). Se tomaron 200 uL de la muestra diluida
(0 — 100 pg glucosa / 2 mL), se adicionaron 50 uL de fenol al 80 % y se agité. Se
agregaron rapidamente 5 mL de acido sulfurico al 98 % y se agit6 nuevamente. Se
dejé reposar por 10 minutos a temperatura ambiente y otros 10 minutos a 25 °C y
luego se agit6. Finalmente se leyé a una absorbancia de 490 nm. Para la recta de
calibracion se pesaron 50 mg de glucosa y afor6 a 500 mL de agua destilada, se
tomaron alicuotas de 0.2, 0.4, 0.6, 0.1 y 1 mL (20, 40, 60, 80 y 100 ug glucosa / 2
mL) y se aforé a 2 mL de agua destilada. A cada alicuota se le adicioné 50 pL de
fenol al 80 % y se siguidé el mismo procedimiento que la muestra (Ver Anexo A 7).
Los resultados se expresaron como gramos equivalentes de glucosa por 100 gramos
de muestra (g EGI/ 100 g de muestra).
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4.4.6 Determinacion de la actividad antiinflamatoria

Para la determinacién de la actividad antiinflamatoria se utilizé el Kit LISA (Cayman
Chemical) (Sone et al. 2011). Este método se basa en la inhibicion de la enzima
lipoxigenasa. El buffer de ensayo se diluyé diez veces utilizando agua de grado
HPLC. El cromb6geno se prepar6 mezclando volumenes iguales del reactivo 1 y del
reactivo 2 (nombres propios del kit). Para preparar la lipoxigenasa se transfirieron 10
UL de esta enzima a otro vial y se diluyé con 990 uL de buffer de ensayo. Ademas se
prepar6 un sustrato mezclando 25 uL de acido araquidénico mas 25 uL de hidréxido
de potasio y se diluyd con 950 uL de agua grado HPLC. En el desarrollo del método
se utilizd la placa de pocillos propia del kit (96 platos), un pocillo funcion6 como
blanco (100 uL de buffer de ensayo), un pocillo como control positivo (90 uL de
estandar del 15-LOX mas 10 pL del buffer de ensayo) y otro como 100 % de
actividad inicial (90 pL del 15-LOX mas 10 uL del solvente usado, metanol). En los
pocillos restantes se colocaron 90 L del 15-LOX mas 10 pL de las muestras. Se
inicié la reaccion mediante la adicién de 10 L del sustrato a todos los pocillos y se
agité por 5 minutos fuera del equipo. Para detener la catélisis enzimética se
anadieron 100 pL de cromégeno a cada pocillo y se agité nuevamente durante 5
minutos dentro del equipo. Finalmente se midié (Fotografia 6) la absorbancia a 492
nm en un espectrofotémetro Tecan (modelo Sunrise) (Ver Anexo A 8). Los resultados
se expresaron como actividad de la lipoxigenasa en micromoles por minuto y gramo

de muestra (umol/min/g de muestra).

Fotografia 6. Espectrofotometro para placa con pocillos

19



4.5 Analisis estadistico

Los resultados de fenoles totales, actividad antioxidante (ABTS, DPPH, FRAP), actividad
antiinflamatoria y carbohidratos totales, se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA)
con un nivel de significancia del 95 % (P<0.05) y un andlisis de comparacién multiple, Test
de Tukey. Se empled el programa estadistico Minitab 16 para Windows con licencia
educativa. Cada analisis se realiz6 por triplicado y el resultado se expresé como promedio +
desviacion estandar.
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Rendimiento de extraccion antes y después de la purificacion

La Grafica 1 muestra los resultados de rendimiento de extraccién de los subproductos de
guayaba y mango expresados en porcentaje (w/w) para los diferentes tratamientos acidos.
La hidrdlisis acida permiti6 mejorar el rendimiento de extraccion (p<0.05) para el extracto de
guayaba, pasando del 18 % (w/w) en el tratamiento sin &cido hasta el 28 — 30 % a través de
acidificacion con acido acético y acido clorhidrico; sin embargo, la acidificacion con acido
citrico no mostr6 mejora significativa (p>0.05), obteniendo solo 16 % de rendimiento de
extraccion. Similar efecto de la hidrélisis acida ha sido reportado por Prasad et al. (2009), en
la extraccion a partir de Litchi, en donde se utiliza como solvente etanol al 85 % acidificado
con acido clorhidrico y acido acético en una relacién 1:50 (w/v), reportando que el uso de
estos dos acidos mejora el rendimiento de extraccion sin diferencias significativas entre
ellos. Por otra parte el rendimiento de extraccién en subproductos de mango no mostrd
mejoramiento (p>0.05) con la hidrdlisis acida frente al tratamiento sin acido. El rendimiento
de extraccién en mango estuvo entre 55 al 61 %.

En la Grafica 1 también se muestran los resultados de rendimiento luego de la purificacion
en columna C18. Al comparar los resultados de los extractos no purificados de guayaba con
aquellos obtenidos luego de la purificaciéon, se observa que el tratamiento con acido
clorhidrico continta presentando el valor mas alto de rendimiento (p<0.05), seguido de los
tratamientos con &acido acético, sin acido y con acido citrico (6, 4, 2 y 0.3 %
respectivamente). Para el mango, después del proceso de purificacion, los tratamientos con
acido aceético y sin acido son los que presentan el rendimiento de extraccién mas alto,
ambos con el 11 %, los cuales difieren de la hidrélisis con acido clorhidrico (8 %) y acido
citrico, el cual presenta el rendimiento de extraccién mas bajo, con el 1 %. La disminucion
de la cantidad de extracto obtenido luego del proceso de purificacidbn en promedio para
guayaba fue del 88 % y para mango del 86 %, estos valores son cercanos a los reportados
por Shibano et al. (2008), en donde el rendimiento de extraccion luego de purificar mediante
columna sep-pak C18, disminuye en un 81 %.
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Grafica 1. Rendimiento de extraccion guayaba y mango antes y después de la purificacion

Fuente: * Prasad et al. (2009)
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5.2 Fenoles totales antes y después de la purificacion

El contenido de fenoles totales del tratamiento sin acido para guayaba y para mango
(Grafica 2) fue de 973 y 2239 mg GAE/100 g muestra BS (311 y 468 mg GAE/100 g muestra
BH) respectivamente. Si estos resultados se comparan con los reportados por Martinez et
al. (2012) de 39 y 283 mg GAE/100 g muestra BH en subproductos de guayaba y mango
respectivamente, el aumento en la concentracion de compuestos fendlicos extraidos puede
atribuirse al empleo de la mezcla etanol-agua (57 %) como solvente de extracciéon en lugar
de etanol (100 %), en este sentido Musa et al. (2011) y Dorta et al. (2012) indican que los
mejores solventes de extraccion de compuestos fendlicos a partir de materiales vegetales

son mezclas de agua con metanol, etanol o acetona.

Para los tratamientos acidificados se evidencié que existe una mayor extraccion de fenoles
totales debido a que la hidrélisis acida permite liberar los compuestos fendlicos que se
encuentran entrecruzados con los polisacaridos de la pared celular (Naczk y Shahidi 2004),
similar mejoramiento de extraccién fue mencionado por Kong et al. (2010a). Sin embargo los
diferentes tratamientos de hidrélisis se comportaron de manera distinta para los dos
subproductos. Para guayaba se mejord la extraccion de fenoles totales (p<0.05) con los
tratamientos de hidroélisis con acido clorhidrico 1610.3 mg GAE/100 g de muestra BS, acido
acético 1555 mg GAE/100 g de muestra BS y acido citrico 1613 mg GAE/100 g de muestra
BS, frente al tratamiento sin acido 973 mg GAE/100 g de muestra BS. Estudios previos
también han reportado el mejoramiento de extraccién de fenoles en materias vegetales
mediante la acidificacion del solvente de extraccion, Makris et al. (2007) estudiaron la
extraccion de subproductos de piel de uva, con etanol al 57 %, obteniendo un incremento en
la extraccion de compuestos fendlicos desde 265 mg GAE/100 g muestra BS para la
solucion sin acido hasta 337 y 429 mg GAE/100 g muestra BS para la soluciéon acidificada
con &cido acético (1 %, pH 3.28) y &cido clorhidrico (0.1 %, pH 1.5) respectivamente, por
otro lado Kong et al. (2010a) obtuvieron una mayor concentracién de fenoles al acidificar el
solvente de extraccién (etanol 80 %) hasta un pH de 2.
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Grafica 2. Fenoles totales en guayaba y mango antes y después de la purificacién

Fuente: * Makris et al. (2007)
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Se observo que entre los acidos empleados para los extractos de subproductos de guayaba
no existi6 diferencia (p>0.05) en la concentracién de fenoles totales, es decir que el
mejoramiento de extraccidén responde a la acidificacion del medio de extraccién mas no al

acido empleado para la acidificacién, asi como lo mencionaron Makris et al. (2007).

Sin embargo, para los subproductos de mango el contenido de fenoles totales no evidencié
un incremento frente al tratamiento sin acido (p>0.05), es decir que la hidrélisis acida no
mejora la extraccion de compuestos fendlicos en la piel de mango (Grafica 2). No obstante,
los resultados de contenido de fenoles totales y de rendimiento de extraccion fueron
mayores en comparacion a los obtenidos para guayaba, esto Ultimo puede deberse a que se
extrae mayor cantidad de azucar y a la diferencia entre frutas.

La purificacion utilizando la columna C18 mostrd una reduccién en el contenido de fenoles
totales para los extractos de los dos subproductos. Para el subproducto de guayaba se
recupero el 98 % (950 mg GAE/100 g de muestra BS) del contenido inicial de fenoles totales
para el tratamiento sin acido, pero se recuperé Unicamente del 72, 48 y 24 % del contenido
inicial, para los tratamientos con acido acético, clorhidrico y citrico respectivamente. En este
caso, a pesar del incremento en la extraccion de fenoles totales en la hidrélisis acida para
los subproductos no purificados, la purificacién mediante columna C18 no permitié recuperar
una cantidad mayor a la obtenida en el tratamiento sin &cido. Similar tendencia se observd
en la purificacion de los extractos del subproducto de mango, encontrando que la
recuperacion de fenoles en el tratamiento sin &cido fue del 97 % del contenido inicial (2181
mg GAE/100 g de muestra BS), mientras que para los tratamientos con &cido la
recuperacion de fenoles totales fue menor, siendo del 73 % en acido acético, 57 % en acido
clorhidrico y 47 % en é&cido citrico, respecto al contenido inicial de fenoles totales. El analisis
estadistico mostr6 que los tratamientos con mayor contenido de fenoles totales (p<0.05)
corresponden a la extraccién-purificaciéon con &cido acético y sin acido para los dos
subproductos. Cabe mencionar que para la eliminacién del acido acético la metodologia fue
modificada, siendo necesario adicionar 20 mL de agua desionizada por dos ocasiones y
rotaevaporar durante aproximadamente 30 minutos.

5.3 Carbohidratos totales antes y después de la purificacion

La Grafica 3 resume los resultados de carbohidratos totales para los extractos no purificados
y purificados de guayaba y mango, expresados como g equivalentes de glucosa (EGI) / 100
g de extracto en BS. Para ambos subproductos, los tratamientos de hidrélisis no mostraron

efecto sobre la cantidad de carbohidratos extraidos (p>0.05) al comparar con el tratamiento
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sin acido. Se puede observar que los extractos de subproductos de mango poseen mayor
cantidad de carbohidratos totales (que van desde 38 a 41 g EGI /100 g extracto BS), que los
extractos de subproductos de guayaba (que van desde 16 a 18 g EGI /100 g muestra BS).
Esto puede deberse a que el subproducto de mango tiene mayor contenido de azlcares
como lo reporta Ajila et al. (2007a) en piel de mango con 28.2 %, mientras que el
subproducto de guayaba contiene valores de 23.72 g/100 g de muestra en BS segun Kubola
et al. (2011), esto también se evidencio en la consistencia de los extractos obtenidos, donde

el extracto de mango se mostr6 con mayor pegajosidad que el extracto de guayaba.
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Grafica 3. Carbohidratos totales en guayaba y mango antes y después de la purificacion

Luego de la purificacion el contenido remanente de carbohidratos en la fraccién de
polifenoles, es decir en el extracto purificado, no presenté diferencias (p<0.05). El contenido
de carbohidratos en los extractos purificados estuvo entre 1.02 a 1.96 g EGI /100 g muestra
BS para subproducto de guayaba y entre 3.41 a 4.79 g EGI /100 g muestra BS para
subproducto de mango. Con la purificacion se elimindé aproximadamente el 90 % de
carbohidratos en ambos subproductos. La reduccion de carbohidratos permitio la
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concentracién de polifenoles y sobretodo alcanzar extractos con mejores caracteristicas ya
que se reduce notoriamente su pegajosidad (Ver Anexo B 1).

5.4 Actividad antioxidante antes y después de la purificacion

En la Tabla 1 se presentan los resultados de la actividad antioxidante de los subproductos
guayaba y mango, medidos por ABTS, DPPH y FRAP para los distintos tratamientos acidos.
El efecto de la hidrdlisis sobre la actividad antioxidante depende del método empleado para

su cuantificacioén:

ABTS: Para este método segun Pérez-Jiménez y Saura-Calixto (2006) al acidificar el
solvente, la actividad antioxidante disminuye 39 %, sin embargo estudios realizados por
Maisuthisakul y Gordon (2009) en semilla de mango, muestran que con hidrdlisis acida, los
valores de actividad antioxidante aumentan 24 %, lo cual indica que el resultado obtenido
depende de la matriz que se esté utilizando. En la presente investigacion se encontré que en
los dos subproductos no purificados, los tratamientos de hidrélisis acida no aumentaron la
actividad antioxidante medida por ABTS. Para el subproducto de guayaba no existié
diferencia significativa de la actividad antioxidante entre los diferentes tratamientos
utilizados, mientras que para el subproducto de mango, el tratamiento con acido acético

disminuyo significativamente el valor de actividad antioxidante.

Con el proceso de purificacién la actividad antioxidante medida por ABTS sufri6 una
disminucién significativa comparada con los valores obtenidos para el extracto sin purificar
de subproducto de guayaba en todos los tratamientos, en cambio, para los extractos de
subproductos de mango esta disminucion se vid reflejada en los tratamientos con acido
clorhidrico y sin &cido, ya que los tratamientos con &cido acético y citrico no mostraron

diferencias significativas con sus respectivos valores en los extractos sin purificar.

Los resultados de actividad antioxidante de los extractos purificados de subproducto de
guayaba medida por ABTS, mostraron que el tratamiento con acido acético tuvo efecto de

mejoramiento de la actividad antioxidante, mientras que con el acido citrico esta disminuy6.

En los subproductos de mango, los resultados obtenidos luego de la purificacion del extracto

medidos por ABTS mostraron que el tratamiento de hidrdlisis acida no tuvo efecto sobre el

mejoramiento de la actividad antioxidante. Al comparar los diferentes acidos, el extracto

purificado sin acido y el purificado con acido acético (279 y 258 umol TE / g de muestra en

BS respectivamente) mostraron mayor actividad antioxidante (p<0.05) frente al éacido

clorhidrico y acido citrico (149 y 155 umol TE / g de muestra en BS respectivamente).
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Tabla 1. Actividad antioxidante de los extractos de subproductos de guayaba y mango antes y después de la purificacion

ABTS (umol TE/g muestra

DPPH (pmol TE/g muestra

FRAP (umol TE/g muestra

BS) BS)
Muestra —\p EP ENP EP ENP EP
8 | HO 132 % 8 67 £ 1 % 215 + 23 @ 76 + 15 151 + 8 @ 49 + 3°
§% AA 136 + 16 87 + 3° 181 + 15 ® 112 + 2 113 + 13 ° 72 £ 4°
S3 | AC 106 * 19 38 + 19 ° 88 +32° 36 t 18 39 + 4° 27 £ 13 °
f,%% S.A 137 + 26 60 + 4 181+ 9 75 +6 84 + 10 ¢ 65 + 6 *
8, HCo 269 £ 44 149 + 22 @ 429 + 65 @ 175 + 28 216 + 33 ® 97 + 7°
§§ AA 268 + 16 258 + 5 ° 279 + 27 ° 328 + 2 201 + 14 ° 157 + 13 °
g§ AC 180 + 2 155 + 43 @ 233 + 1° 203 + 40 56 + 2 ° 73 + 15 2
C%U SSA 316 + 8 279 + 5° 402 + 14 @ 337 + 3 257 + 9 ° 290 + 24 °©

Letras diferentes en la misma columna para cada subproducto indican diferencias significativas
Los datos representan el valor promedio y desviacion estandar de tres repeticiones
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DPPH: Para el extracto antes de purificar del subproducto de guayaba, el acido utilizado en
la extracciéon influyd sobre la actividad antioxidante medida por DPPH, obteniéndose
mejores resultados con acido clorhidrico, esto ratifica lo indicado por Maisuthisakul y Gordon
(2009) quienes al utilizar acido clorhidrico mejoraron la actividad antioxidante en un 60 %
comparado con el tratamiento sin acido. Este aumento no se observé para el subproducto
de mango, en el cual los resultados obtenidos con &cido clorhidrico y sin acido no son
significativamente diferentes (429 y 402 umol TE / g de muestra en BS respectivamente),
similar a lo mencionado por Pérez-Jiménez y Saura-Calixto (2006) quienes indican que la
acidificacion del solvente no mostré6 mejoramiento en la actividad antioxidante. La actividad
antioxidante de los tratamientos con acido acético y citrico para los subproductos de mango,
disminuy6 significativamente (279 y 233 umol TE / g de muestra en BS respectivamente).

El proceso de purificaciéon causé una disminucién significativa de la actividad antioxidante
para los extractos de los dos subproductos medida por DPPH, ésta disminucién se evidencio
para todos los tratamientos, a excepcion del tratamiento con acido citrico.

En los extractos purificados de subproductos de guayaba se obtuvo que la hidrélisis acida
mejora la actividad antioxidante Gnicamente para el tratamiento con acido acético (112 umol
TE / g de muestra en BS) (p<0.05), el tratamiento con &cido clorhidrico y sin &cido no
muestran diferencias significativas (76 y 75 umol TE / g de muestra en BS respectivamente)
(p<0.05) y finalmente el tratamiento con acido citrico es el que mostré el valor mas bajo (36
umol TE / g de muestra en BS).

Los resultados para los extractos purificados de subproductos de mango indican que los
tratamientos de hidrélisis acida no mejoraron la actividad antioxidante, obteniéndose que el
extracto purificado sin acido y el purificado con acido acético alcanzaron mayor actividad
antioxidante (337 y 328 umol TE / g de muestra en BS respectivamente) (p<0.05) frente al
acido citrico y clorhidrico (203 y 175 umol TE / g de muestra en BS respectivamente).

FRAP: Para este método segun Pérez-Jiménez y Saura-Calixto (2006) la acidificacion del
solvente no mostr6 mejoramiento de la actividad antioxidante. Hasta este punto no se ha
podido localizar informacién donde se indique que la hidrdlisis acida aumenta la actividad
antioxidante medida por esta técnica. Los extractos de subproductos no purificados de
guayaba indican que el tratamiento con acido clorhidrico (151 umol TE / g de muestra en
BS) muestra mayor actividad antioxidante (p<0.05), seguido del tratamiento con &cido
acético (113 umol TE / g de muestra en BS), el cual a su vez presenta diferencias
significativas (p<0.05) con el tratamiento sin acido (84 umol TE / g de muestra en BS), en
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cambio con &cido citrico la actividad antioxidante disminuyé (p<0.05) (39 umol TE / g de
muestra en BS), lo cual indica que la acidificaciéon del solvente mejora la actividad
antioxidante para los tratamientos con acido clorhidrico y acético.

En el extracto de subproducto de mango no purificado, los tratamientos de hidrélisis acida
no mostraron mejoramiento de la actividad antioxidante, en comparacion con el tratamiento
sin acido, obteniéndose los mejores valores para los tratamientos sin acido y con acido
clorhidrico (257 y 216 pmol TE / g de muestra en BS respectivamente) seguido del
tratamiento con acido acético (201 pumol TE / g de muestra en BS) y finalmente del
tratamiento con &cido citrico (56 umol TE / g de muestra en BS).

Con el proceso de purificacion la actividad antioxidante disminuye significativamente para
los extractos de los subproductos de guayaba medida por FRAP para todos los tratamientos
a excepcion del tratamiento con &cido citrico. La misma disminucién ocurre en los extractos
de los subproductos de mango para los tratamientos con acido clorhidrico y acético, ya que
los tratamientos con acido citrico y sin &cido no disminuyeron significativamente al

compararlos con los resultados sin purificar.

Para los extractos purificados de los subproductos de guayaba medidos por FRAP, se
obtuvieron los mejores resultados para los tratamiento con acido acético y sin acido 72 y 65
umol TE / g de muestra en BS (p<0.05) seguidos del tratamiento con acido clorhidrico 49
umol TE / g de muestra en BS y del tratamiento con acido citrico 27 umol TE / g de muestra
en BS, lo cual nos indica que la acidificacién del solvente no mostré mejoramiento de la
actividad antioxidante. Por otro lado los mejores valores para los extractos purificados de
subproductos de mango se obtuvieron para el tratamiento sin acido (p<0.05) (290 umol TE /
g de muestra en BS) seguido por acido acético y clorhidrico (157 y 97 umol TE / g de
muestra en BS respectivamente) y finalmente el tratamiento con acido citrico (73 pumol TE / g
de muestra en BS).

El proceso de purificacién causa una disminucién de la actividad antioxidante, la cual se ve
afectada por el acido utilizado en la hidroélisis. Con el acido clorhidrico se obtiene una mayor
disminucién para los dos subproductos, lo cual se debe posiblemente a que este acido
interaccione con la columna C18 reteniendo los compuestos antioxidantes mas fuertemente
en ella. Se evidencia ademas que la disminucién de la actividad antioxidante es mayor para
los extractos de subproductos de guayaba si se compara con los extractos de subproductos
de mango, lo cual puede deberse a que el contenido de carbohidratos es mayor en los
subproductos de mango y segun Pérez-Jiménez y Saura-Calixto (2006) la actividad
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antioxidante disminuye significativamente cuando la muestra posee mayor contenido de
carbohidratos, entonces, al partir de un valor menor de actividad antioxidante afectado por
los carbohidratos existentes en el extracto antes de la purificacion de mango, la diferencia
con el valor obtenido luego de la purificacion sera menor.

En la Tabla 1 se puede observar que los valores de actividad antioxidante en el tratamiento
con &cido acético medida por DPPH y en los tratamientos con &cido citrico y sin acido
medida por FRAP en los extractos purificados de subproductos de mango, son superiores a
los obtenidos en los extractos antes de purificar, lo cual puede deberse a interferencias
causadas por los azlcares, ya que segun lo observado por Pérez-Jiménez y Saura-Calixto
(2006) la presencia de glucosa en la muestra disminuye la actividad antioxidante.

5.5 Actividad antiinflamatoria antes y después de la purificacion

En la Gréafica 4 se presenta la actividad antiinflamatoria expresada como actividad de la
lipoxigenasa de extractos de los subproductos de guayaba y mango antes y después del
proceso de purificacion. Valores bajos de actividad de lipoxigenasa indican mayor capacidad
de inhibicion de la enzima. Los diferentes tratamientos de hidrélisis acida para ambos
subproductos, tanto antes como después de la purificacion no mejoran la capacidad de
inhibicion de la enzima. En los extractos no purificados de subproductos de guayaba se
obtuvieron valores de actividad de lipoxigenasa de 29, 21, 19 y 19 umol/min/g de muestra
para acido clorhidrico, acético, citrico y sin acido respectivamente, en los extractos no
purificados de subproductos de mango se obtuvieron valores de 16, 11 y 9 umol/min/g de
muestra para acido clorhidrico, acético, y sin acido respectivamente. Se debe mencionar
que el tratamiento con acido citrico para el extracto de mango antes y después de la
purificacion present6 la mayor actividad de lipoxigenasa y desviacién estandar muy elevada,
razén por lo cual no se lo incluy6 en el analisis estadistico (Gutiérrez Pulido y De la Vara
Salazar 2008). Luego de la purificacion, la actividad de la lipoxigenasa disminuyo, lo cual
indica que se increment6 la capacidad de inhibicion de la enzima en los extractos
purificados.

El tratamiento con &cido clorhidrico en los extractos purificados para ambos subproductos
presentd los valores mas altos de actividad de la lipoxigenasa, lo cual indica que la
capacidad de inhibicién de la enzima es menor significativamente al comparar con los otros
tratamientos, excepto para el caso del acido acético en los subproductos de mango luego de
la purificacién.
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Grafica 4. Actividad de la lipoxigenasa (umol/min/g de muestra)

Si se calcula la actividad antiinflamatoria como porcentaje de inhibicion para los tratamientos
sin acido en ambos subproductos luego de la purificacién, se obtiene valores de 76 %
(extracto con concentracion de 83 ppm) y 87 % (extracto con concentracién de 72 ppm) para
guayaba y mango respectivamente, los cuales son comparables con los presentados por
Sone et al. (2011) para BHT con un valor de 83 % preparado a una concentraciéon de 500
ppm. En el tratamiento con HCI para el extracto de guayaba se obtuvo un valor negativo de -
2.81 % de inhibicién de lipoxigenasa, para un extracto con una concentracion de 88 ppm, un
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valor negativo de inhibiciéon indica caracteristicas proinflamatorias, como lo menciona

Tanaka et al. (2008) para la actividad antioxidante y antiinflamatoria de plantas naturales.

5.6 Balance de materia para carbohidratos totales

En la Grafica 5 y Grafica 6 se muestra el balance de materia para carbohidratos totales en
los extractos no purificados y purificados de guayaba y mango respectivamente expresados
como mg de glucosa / g de extracto en BS. Al pasar este extracto por la columna todos
estos carbohidratos se deben quedar en la fraccion de azlicares, sin embargo como
podemos observar en las graficas, existe una pequefa cantidad de carbohidratos que
continta formando parte del extracto purificado, esto puede deberse al rendimiento de la
columna (Michalkiewicz et al. 2008). Ademas podemos observar que existe un cierto
porcentaje de pérdida, lo cual también se encuentra asociado al rendimiento de la columna
(Michalkiewicz et al. 2008) ya que como se conoce ningun proceso es 100 % eficiente y es
posible que la parte faltante de estos carbohidratos se encuentre retenida en la columna.
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Grafica 5. Balance de materia para carbohidratos totales en los extractos purificados y no
purificados de guayaba

En los extractos de guayaba no se recuper6 en el proceso de purificacién el 18, 7, 7y 16 %
de carbohidratos para los tratamientos con &cido clorhidrico, acido acético, acido citrico y sin

acido, respectivamente. Por otro lado en los extractos de mango se ha perdido el 34, 19, 56
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y 3 % de carbohidratos para los tratamientos con &cido clorhidrico, acido acético, acido
citrico y sin acido, respectivamente. El porcentaje de pérdida para los dos subproductos es
diferente en cada tratamiento. Como se puede observar existe una mayor pérdida de
azucares en los subproductos de mango, esto puede deberse a que se parte de un mayor
contenido de carbohidratos si comparamos con la guayaba.

Como se muestra en las graficas, el contenido de azucares en el extracto purificado es muy
bajo (menor al 11%), lo cual puede considerarse como un indicador de que se ha

conseguido obtener un extracto purificado y a su vez con mejores caracteristicas fisicas.
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Grafica 6. Balance de materia para carbohidratos totales en los extractos purificados y no

purificados de mango

5.7 Balance de materia para fenoles totales

En la Gréfica 7 y Grafica 8 se muestra el balance de materia para fenoles totales en los
extractos no purificados y purificados de guayaba y mango expresados como mg GAE/g
extracto en BS. En los extractos no purificados existe una cierta cantidad de polifenoles, los
cuales se deben mantener en el extracto purificado, sin embargo al separar los azlcares de

los polifenoles, una cierta cantidad de estos polifenoles es arrastrada con la fraccién de
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azucares, lo cual se asocia al rendimiento de la columna C18 (Michalkiewicz et al. 2008).

Por tal motivo una pequena cantidad de polifenoles se pierde en el proceso de purificacion.
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Grafica 7. Balance de materia para fenoles totales en los extractos purificados y no

purificados de guayaba

Para los dos subproductos el tratamiento con acido citrico muestra el mayor porcentaje de
disminucién en la recuperacion de fenoles totales (54 y 40 % para guayaba y mango
respectivamente), seguido del tratamiento con &cido clorhidrico (26 y 17 % para guayaba y
mango respectivamente) y del tratamiento con acido acético (13 y 4 % para guayaba y
mango respectivamente). Finalmente para los dos subproductos, el tratamiento sin &cido no

presentd una disminucién de la concentracion.
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6 CONCLUSIONES

En los subproductos de guayaba el tratamiento con acido clorhidrico mejor6 el
rendimiento de extraccion en un 7 % comparado con el tratamiento sin acido, mientras
que para los subproductos de mango la hidrélisis acida no tiene efecto sobre el
rendimiento de extraccion.

La hidrélisis acida no mejord la extraccion de compuestos fendlicos para los dos

subproductos.

En funcion a la actividad antioxidante la hidrélisis con &cido acético es el mejor
tratamiento para el subproducto de guayaba con valores de 87, 112 y 72 umol TE/g
muestra BS si se comparan con los resultados del tratamiento sin &cido (60, 75 y 65
pmol TE/g muestra BS) medidos mediante las técnicas de ABTS, DPPH y FRAP
respectivamente. En cuanto al extracto de subproducto de mango el tratamiento sin
acido es el que presenta los mejores resultados con valores de 279, 337 y 290 umol
TE/g muestra BS medidos mediante las técnicas de ABTS, DPPH y FRAP

respectivamente.

La purificacién permite eliminar aproximadamente el 90 % de carbohidratos totales,
obteniendo extractos menos pegajosos.

La hidrélisis acida no mejor6 la actividad antiinflamatoria, la cual se mantuvo en el valor
de 19 umol/min/g de muestra para guayaba y 9 umol/min/g de muestra para mango,
para el tratamiento sin acido. Mientras que la purificacién si mejor6 la actividad
antiinflamatoria de los extractos para todos los tratamientos.
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7 RECOMENDACIONES

Realizar un estudio que optimice la separacién de carbohidratos en la columna C18,
para de esta manera aumentar la eficiencia de recuperacion de compuestos con

actividad antioxidante.

Complementar el estudio de purificacion de fenoles con un andlisis de compuestos
por HPLC para conocer la cantidad que se ha recuperado de cada polifenol presente

en la muestra.
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LISTA DE ABREVIATURAS
A. A: 4cido acético
Abs: absorbancia
ABTS: 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolina - 6 - 4cido sulfénico) sal de di amonio
A. C: &cido citrico
BS: base seca
BH: base humeda
C: concentracion
CFH: cloruro férrico hexahidratado
COX: ciclooxigenasa
DPPH: 2.2 difenil-1-picrilhidrazilo
EGI: equivalente de glucosa
ENP: extracto no purificado
EP: Extracto purificado
FRAP: poder antioxidante de reduccion férrica
g: gramo
GAE: equivalente de &cido galico
HCI: acido clorhidrico
HPLC: cromatografia liquida de alta resolucién
LOX: Lipoxigenasa
mbar: milibar
MeOH: metanol
mg: miligramo
mL: mililitro
mM: milimolar

N: normal
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nm: nanémetros

PG: prostaglandina

ppm: partes por millén

rpm: revoluciones por minuto

S. A: sin acido

TE: trolox equivalente

Trolox: acido 6-hidroxi-2, 5,7 ,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico
TPTZ: 2, 4, 6- tri - (2-piridil-s-triazina)

T°: temperatura

UV: espectrofotémetro ultravioleta-visible
W: peso

uL: microlitro

Hg: microgramo
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9 ANEXOS

ANEXO A
ANEXO DETALLADO DEL METODO EXPERIMENTAL

Anexo A 1. Proceso de maceracion dinamica y extraccion

Preparacién etanol al

[ Pesar 2 g de muestra ] 57 % con pH de 2

"
HCI (37 %): 1.1 mL de
] ‘ acido por 50 mL de

L o o o Ly etanol al 57 %
(acido clorhidrico, acético, citrico, sin acido)

[ Adicionar 100 mL de etanol, 57 %, pH 2

\

12.5 mL de &acido +
22.5 mL H,O + 15 mL
de etanol al 57 %

Acido acético (99%):
(Mango 18h, 60°C, Guayaba 6h, 70°C)

[ Maceracién dinamica

Centrifugar por 30
minutos a 1100 rpm

J
] A \
Acido citrico: 10.57 g de
¥ acido por 50 mL de
etanol al 57 %

[ Fase sélida ] [ Fase liquida ]

[ Secar y pesar ] [ Evaporacion del ]

solvente oraanico

e [ Eliminacién
[ Liofilizacion ] | deH,0

Fenoles totales ENP

Act. antioxidante . p
[W [ Extracto ]

Act. Antiinflamatoria
L Purificacién Columna ]

Carbohidratos totales
C18 (anexo A2)

B EP

[ Fraccion azucares ] [ Fraccion polifenoles ]

] | Anélisis l

50

Analisis: fenoles
totales y carbohidratos

Fenoles totales
Act. antioxidante
Act. Antiinflamatoria
Carbohidratos totales




Anexo A 2. Procedimiento del fraccionamiento en columna C18

Activar el cartucho C18 con 20 mL
de metanol

Pesar 150 mg
de muestra

Equilibrar cartucho con 40 mL
de &cido acético (2.5 % v/v)

Suspender
muestra en 40 mL
de acido acético
diluido (2.5 % v/v)

Eluir muestra

Lavar con 80 mL
de &cido acético
(2.5 % viv)

Analisis
azlcares

Recuperar polifenoles con
30 mL de metanol

| Analisis I
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Anexo A 3. Esquema grafico método fenoles totales

Curva estandar de acido
galico

50 mg de acido galico
Aforar a 25 mL de metanol

Tomar alicuotas de 50, 100,
200, 300, 400 y 500 pL
Aforar a 10 mL con metanol

Folin 0.25 N:
3.125 mL de
folin aforar a 25
mL con agua
destilada

Tomar 150 uL de cada alicuota

Agregar
2400 pL de H,O destilada +
150 pL de folin 0.25N

Na,CO;: 2.64 ¢
de Na2CO3
aforar a 25 mL
con agua
destilada

Mezclar y dejar reaccionar
por 3 minutos

Agregar 300 puL de Na,COs y
mezclar

Incubar a T° ambiente por 2
horas protegido de la luz

Leer a 725 nm

52

Lectura de muestras
fenoles totales

Pesar 1.5 mg de extracto y
aforar a 1.5 mL (1000 ppm)

Tomar 150 uL de extracto diluido

Agregar
2400 pL de H,O destilada +
150 pL de folin 0.25N

Mezclar y dejar reaccionar
por 3 minutos

Agregar 300 uL de Na,CO3 y
mezclar

Incubar por 2 horas a T°
ambiente protegido de la luz

Leer a 725 nm

* Encerar UV con H,O




Anexo A 4. Esquema grafico método ABTS

Elaboracion de la solucién de trabajo ABTS

101.5 mg ABTS aforar
a 25 mL con H,O

17.57 mg K»S,04 aforar
a 25 mL con H,O

\E‘ C_ S — al

Mezclar y dejar reaccionar por 12 horas

Tomar 1 mL + 60 mL de metanol

Medir absorbancia a 734 nm y ajustar
hasta obtener una lectura de 1.1 £ 0.02

Lectura de muestras ABTS

Pesar 1.5 mg de extracto y aforar a 1.5 mL (1000 ppm)

150 pL de extracto diluido

Adicionar 2850 L de la solucién de trabajo ABTS

Dejar reaccionar 2 horas en la oscuridad a T° ambiente

Medir absorbancia a 734 nm
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Curva estandar de Trélox para ABTS

25 mg de Trolox
Aforar a 100 mL con metanol

Tomar alicuotas de 0.25, 1.5, 3, 4.5,y 8 mL
Aforar a 10 mL con metanol

Tomar 150 pL de cada estandar

Seguir procedimiento de las muestras desde A

* Encerar UV con MeOH



Anexo A 5. Esquema grafico método DPPH

Elaboracion de la solucién de trabajo DPPH

24 mg DPPH + 100 mL metanol

Tomar 10 mL + 45 mL metanol

Medir absorbancia a 515 nm ajustando
hasta obtener una lectura de 1.1 £ 0.02

Lectura de muestras DPPH

Pesar 1.5 mg de extracto y
aforar a 1.5 mL (1000 ppm)

Tomar 150 pL del extracto diluido

Adicionar 2850 L de la solucién de trabajo DPPH

Dejar reaccionar 24 horas en la oscuridad a T°ambiente

Medir absorbancia a 515 nm
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Curva estandar de Trélox para DPPH

25 mg de Trolox
Aforar a 100 mL con metanol

Tomar alicuotas de 0.25, 1.5, 3, 4.5,y 8 mL
Aforar a 10 mL con metanol

Tomar 150 L de cada alicuota

Seguir procedimiento de las muestras desde A

* Encerar UV con MeOH




o

Anexo A 6. Esquema grafico método FRAP

Elaboracion de la solucion de trabajo FRAP

Buffer acetato 300 mM

3.1 g acetato de sodio + 16 mL &cido acético, aforar hasta 1000 mL de agua destilada

(TPTZ 10 mM)

31.213 mg TPTZ aforados a 10 mL de HCI 40 mM HCI aforar a 10 mL de H,O

HCI 40 mM: 0.035 mL de

(CFH 20 mM)

54 mg cloruro férrico aforados a 10 mL con agua destilada

Mezclar y calentar a 37°C

Lectura de muestras FRAP

Pesar 1.5 mg de extracto y
aforar a 1.5 mL (1000 ppm)

Tomar 150 uL del extracto diluido

Adicionar 2850 pL de la solucién de trabajo FRAP

Dejar reaccionar 30 minutos en la oscuridad a T° ambiente

Medir absorbancia a 593 nm
Encerar UV con MeOH
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Curva estandar de Trélox para FRAP

25 mg de Trolox
Aforar a 100 mL con metanol

Tomar alicuotas de 0.25, 1.5, 3, 4.5,y 8 mL
Aforar a 10 mL con metanol

Tomar 150 L de cada alicuota

Seguir procedimiento de las muestras desde A




Anexo A 7. Esquema grafico determinacién de carbohidratos

Lectura de muestras

Curva estandar de glucosa

50 mg de glucosa
(aforar a 500 mL con H,0)

Tomar alicuotas de 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.1,

y 1 mL (aforar a 2 mL con H,O)

Anadir 50 pL de fenol 80 %

Agitar manualmente por 1 minuto

Anadir 5 mL de H,SO, rapidamente
(normalizar velocidad)

Agitar manualmente por 1 minuto

.Reposar 10 min a °T ambiente y
luego 10 min a 25°C

Agitar manualmente por 1 minuto

Leer a 490 nm
Encerar UV con H,O
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Lectura de muestras carbohidratos

Pesar 0.0015 g de extracto y
aforar a 1.5 mL (1000 ppm)

Tomar 200 pL muestra diluida
(0-100 pg glucosa /2 mL)

Anadir 50 uL de fenol 80 %

Agitar manualmente por 1 minuto

Anadir 5 mL de H,SO, rapidamente
(normalizar velocidad)

Agitar manualmente por 1 minuto

Reposar 10 min a °T ambiente y
luego 10 min a 25°C

Agitar manualmente por 1 minuto

Leer a 490 nm




Anexo A 8. Esquema grafico método antiinflamatorios

Procedimiento para la preparacion de soluciones de trabajo

3 mL (assay buffer) +

27 mL de agua
Assay buffer HPLC

Agitar con vortex por
5 minutos

10 pL enzima + 990

15-LOX I uL assay buffer
_ Agitar con vértex por

5 minutos

Mezclar 2 volimenes

] iguales de reactivo 1
Cromégeno I y reactivo 2

Agitar con vortex por
5 minutos

25 L sustrato (acido
araquidoénico) + 25

Sustrato pL KOH + 950 pL

agua HPLC

Agitar con vortex por
5 minutos
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Continuacién del Anexo A 8

Procedimiento para la determinacion de la actividad anti-inflamatoria

100 %
Cor!t_rol actividad Muestras
positivo inicial
Blanco A
Colocar 90 Colocar 90 o elox
Colocar 100 ML 15-LOX + UL 15-LOX + 90 L 15-LOX 90 uL 15-LOX L 15
L assa 10 L assay 10 uL. MeOH +10 L +10 pL +10
g buffer y buffer HL- Ve muestra 1 muestra 2 muestra 3
Pocillo 1 Pocillo 2 Pocillo 3 Pocillo 4 Pocillo 5 Pocillo 6

A continuacion a los pocillos del blanco, control positivo, 100 % actividad inicial y muestras, se les sigue el mismo procedimiento:

Se inicia la reaccién

| Adicionar 10 pL sustrato (acido araquidénico) |

Agitar por 5 minutos fuera del equipo I

Se detiene la

catalisis enzimatica

| Adicionar 100 pL cromoégeno I

Agitar por 5 minutos dentro del equipo

Leer a 492 nm
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ANEXO B

Anexo B 1. Anexo de fotografias

Extractos de guayaba (HCI) antes y después de la purificacion

Extracto purificado

Extracto no purificado

Extractos de mango (HCI) antes y después de la purificacion

Extracto no purificado purificado

Extracto

Extractos de guayaba (acido acético) antes y después de la purificacion

Extracto no purificado Extracto purificado
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Extractos de mango (acido acético) antes y después de la purificacion

Extracto no purificado

Extracto

purificado

Extractos de guayaba (acido citrico) antes y después de la purificacion

Extracto no purificado Extracto purificado

Extractos de mango (acido citrico) antes y después de la purificacion

Extracto no purificado Extracto purificado
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Extractos de guayaba (sin acido) antes y después de la purificacion

Extracto no purificado Extracto purificado

Extractos de mango (sin acido) antes y después de la purificacion

Extracto no purificado Extracto purificado
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ANEXO C

EJEMPLOS DE CALCULO

Anexo C 1. Rendimiento de extraccion antes del proceso de purificacion

Residuo = extracto final luego de liofilizar

Residuo = (w balén + extracto liofilizado) — (w baldén vacio)
Residuo = (92.33) — (91.25)
Residuo = 1.08 g

Solvente aparente = solvente que queda luego de centrifugar y separar de la fase sé6lida

Solvente aparente = (w balén + solvente) - (w baloén vacio)

Solvente aparente = (167.09) - (91.25)

Solvente aparente = 75.84 g

Solvente corregido = (w solvente aparente) - (residuo)

Solvente corregido = (75.84) - (1.08)

Solvente corregido = 74.76 g

Solvente evaporado = parte del solvente que se queda en la fase sélida luego de centrifugar
Solvente evaporado = (w tubo + residuo sélido) - (w tubo + residuo sélido seco)
Solvente evaporado = (33.22) - (27.15)

Solvente evaporado = 6.07 g

Residuo contenido en el solvente que se queda en los tubos = (solvente evaporado) *

(residuo /w solvente aparente)

Residuo contenido en el solvente que se queda en los tubos = (6.07) * (1.08 /75.84)
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Residuo contenido en el solvente que se queda en los tubos = 0.086 g

Residuo corregido = (residuo contenido en el solvente que se queda en los tubos) +

(residuo)

Residuo corregido = (0.086) - (1.08)

Residuo corregido = 1.17 g

Rendimiento bruto = (residuo corregido) * (100/w muestra)
Rendimiento bruto = (1.17) * (100/2.02)

Rendimiento bruto = 57.74 %

(rendimiento bruto = 100)
(100 — humedad final)

Rendimiento bruto BS =

Humedad de la muestra = 7.08 %

(57.74 % 100)

Rendimiento bruto BS = (100 — 7.08)

Rendimiento bruto BS = 62.13 %

Anexo C 2. Rendimiento de extraccion después del proceso de purificacion

Residuo = extracto final luego de liofilizar

Residuo = (w balén + extracto liofilizado) — (w balén vacio)
Residuo = (98.17) — (98.15)

Residuo = 0.02 g

Residuo NP = 1.17

Peso de la muestra = 2.02

Extraco pasado por la columna = 0.1513 g
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Rendimiento bruto

_ (residuo corregido purificado * residuo corregido no purificado) = (100/w muestra)

w extracto pasado por la columna

(0.02 x1.17) * (100/2.02)
0.1513

Rendimiento bruto =

Rendimiento bruto = 7.63 %
Humedad de la muestra = 7.08 %

(rendimiento bruto * 100)

Rendimiento bruto BS =
endimiento bruto (100 — humedad final)

(7.63 * 100)

Rendimiento bruto BS = (100 — 7.08)

Rendimiento bruto BS = 8.2 %

Anexo C 3. Fenoles totales antes del proceso de purificacion
Curva de calibracion:
Preparacion de la solucién madre
w acido galico = 0.203 g
Riqueza =99 %
Aforo =10 mlL

(masa * riqueza)

volumen

~(0.0203 g % 0.99)
B 10 mL

C = 0.00200 g/mL = 2.0097 mg/mlL

Preparacion curva de calibrado (ejemplo de la concentracion de 0.01 mg / mL)

C1V1 =C2V2
—_ Cc2V2
Tl

_ 0.01mg/mL+ 10mL

2.0097 mg ml . 0050mL
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Alicuota (mL) ?‘::E;’ C (mg/mL) | Absorbancia
0.000 10 0.000 0.005 Pendiente
0.050 10 0.010 0.067 4.952
0.100 10 0.020 0.114 Interseccion
0.200 10 0.040 0.223 0.011
0.300 10 0.060 0.285 Coef.Corr
0.400 10 0.080 0.411 0.997
0.500 10 0.100 0.516

Calculo de concentracion para muestras (ejemplo: mango muestra 1 con HCI)
Humedad de la muestra = 7.08 %

Y=ax+b

Y = absorbancia

a = pendiente

X = concentracion

b = intersecto

y—>b
X =
a
0.253 - 0.011 ]
X=—""Q9g, - 0.049mg/ml (datos de absorbancia en anexo D 9)

PN Peso de la muestra

w=202g
Pes=o del extra cto liofilizado
w=117g
—* =
Peso del extracto tom ado para anélisis
w=0.00152 g
S v=15mL

‘Abs = 0253

0.049mg - 1mL
X < 15mL

x = 0.074 mg
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0.074 mg - 0.00152¢g
X « 117¢g

x = 56.38 mg GAE / extracto bruto

56.38mg — 2.02g
X < 100g

x = 2791.08 mg GAE/ 100 g muestra

2791.08mg - (100 —7.08) %
X « 100 %

x = 3003.75 mg GAE /100 g muestra BS

Anexo C 4. Fenoles totales luego del proceso de purificacion
Curva de calibracion:
Preparacion de la solucién madre
w acido galico = 0.05091 g
Riqueza =99 %

Aforo = 25 mlL

(masa * riqueza)
volumen

B (0.05091 g * 0.99)
B 25mL

€ =0.002016 g/ mL = 2.016 mg/mlL

Preparacion curva de calibrado (ejemplo de la concentracion de 0.01 mg / mL)

C1V1 = C2V2
—_ Cc2V2
Tl
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_0.01mg/mL* 10mL

& 2016mg JmL - 00°0mL
AI('I;UL(;ta Aforo (mL) | C (mg/mL) | Absorbancia

0.000 10 0.000 0.011 Pendiente
0.050 10 0.010 0.134 5.150
0.100 10 0.020 0.156 Interseccion
0.200 10 0.040 0.243 0.043
0.300 10 0.060 0.341 Coef.Corr
0.400 10 0.080 0.463 0.993
0.500 10 0.100 0.565

Calculo de concentracidon para muestras (ejemplo: mango muestra 1 con HCI
Humedad de la muestra = 7.08 %

Y=ax+b

Y = absorbancia

a = pendiente

X = concentracion

b = intersecto

y—>b
X =
a
0.386 — 0.043
X=—cTeg (datos de absorbancia en anexo D 9)

x =0.067 mg/mL
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Peso de la muestra
| w=202g

| | Peso del extracto liofiizado
"1 ow=117g

Peso del extrado liofilizado pasado por la columna
PR - 015139
I‘ v =40 mL a. acético 2.5 %
| | Peso del extracio purficado v liofilizade
| PN w=002g

Peso del extracto tom ado para analisis
w=0.00159 g

v=15mL

Abs=0.386

Luego de pesar 0.00159 g de extracto purificado y aforar en 1.5 mL de metanol, se tomaron 50 pLy

se aforaron con 150 plL de metanol a fin de diluir mas la muestra.
0.067mg - 1000 pL
X « 150 uL

x = 0.01005 mg

0.01005mg -  50uL
X <« 1500 uL

x = 0.3015 mg

0.3015mg — 0.00159¢g
X < 002g

x = 3.79 mg GAE/ extracto bruto

3.79mg - 0.1513¢g
X « 117¢g

X = 29.33mg
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29.33mg - 2.02¢g
X « 100g

x = 1451.82 mg GAE/ 100 g muestra

145182 mg - (100—7.08) %
X - 100%

x = 1562.44 mg GAE/ 100 g muestra BS

Anexo C 5. Fenoles totales fraccion azucares
Curva de calibracion:
Preparacion de la solucién madre
w acido galico = 0.05061 g
Riqueza =99 %
Aforo = 25mlL
Volumen de la fraccion de carbohidratos = 119 mL

(masa * riqueza)

volumen

_ (0.05061 g * 0.99)
N 25 mL

C = 0.002004 g/ mL = 2.004 mg/mL

Preparacion curva de calibrado (ejemplo de la concentracion de 0.01 mg / mL)

C1V1=C2V2
- Cc2V2
o1

_0.01mg/mL* 10mL

= 0.050 mL
2.004 mg /mL mn

V1

69



A'('fn“l_‘;ta Aforo (mL) | C (mg/mL) | Absorbancia
0.000 10 0.000 0.016 Pendiente
0.050 10 0.010 0.094 5.488
0.100 10 0.020 0.155 Interseccion
0.200 10 0.040 0.275 0.036
0.300 10 0.060 0.367 Coef.Corr
0.400 10 0.080 0.473 0.998
0.500 10 0.100 0.579

Calculo de concentracion para muestras (ejemplo: mango muestra 1 con HCI)
Humedad de la muestra = 7.08 %

Y=ax+b

Y = absorbancia

a = pendiente

X = concentracion

b = intersecto

y—>b
X =
a
0.116 — 0.036 ]
x = — 88 (datos de absorbancia en anexo D 9)

x =0.0154 mg/mL
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Peso de la muestra
w=202g
L= i

” Peso del extracto liofiizado

w=117Fg
ﬁ, -
- ] Pe=o del extracto liofilizado pasado por la columna
w=0.1513 g
v =40 mL a. acético 2.5 %
%i "

_}l-

Fraccion carbohidratos
v="1189mL
L2 Ab==0118

0.0154mg —» 1mL
X < 119mL

x = 1.72 mg GAE/ g extracto

1.72mg - 0.1513g
X « 117¢g

x = 13.34 mg

13.34mg - 2.02g
X - 100g

x = 660.55 mg GAE/ 100 g muestra
660.55mg — (100 —7.08) %

X « 100 %

x = 710.88 mg GAE /100 g muestra BS
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Anexo C 6. Balance de fenoles
Antes de la purificaciéon = 56.38 mg GAE / extracto bruto
Después de la purificacién = 3.79 mg GAE / extracto bruto
Fraccién aztcares = 1.72 mg GAE / extracto
Extracto que se pasa por la columna = 0.1513 g

Residuo no purificado =117 g

117 g - 56.38mg
0.1513g <« X

X = 7.29 mg GAE/ extracto bruto

3.79mg + 1.72mg = 5.51 = 7.29

7.29 mg — 5.51 mg = 1.78 mg de pérdida

Anexo C 7. Carbohidratos totales antes del proceso de purificacion
Curva de calibracion:
Preparacion de la solucién madre
w glucosa = 0.01038 g = 10.38 mg
Riqueza = 99 %
Aforo =100mL =0.1L

(masa * riqueza)

volumen

_ (10.38mg * 0.99)
N 01L

€ =102.76mg/L
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Preparacion curva de calibrado (ejemplo de la concentracion de 10.27 mg /L)

ClVv1i=C2V2
V1= Cc2V?2
oC1
_ 10.2762mg/ L * 2mL_0200 L
T 10276mg/L oo™
Alicuota Aforo C
(mL) (mL) (mg/L) Abs
0.000 2 0.000 0.099 Pendiente
0.200 2 10.276 0.245 0.018
0.400 2 20.552 0.471 Interseccion
0.600 2 30.828 0.659 0.081
0.800 2 41.104 0.865 Coef.Corr
1.000 2 51.381 1.034 0.998

Calculo de concentracion para muestras (ejemplo: mango muestra 1 con HCI)
Humedad de la muestra = 7.08 %

Y=ax+b

Y = absorbancia

a = pendiente

X = concentracion

b = intersecto

y—>b
X =
a
~0.245-0.081 (datos de absorbanci D10)
x = 00166 atos de absorbancia en anexo

x =8.72mg/mL

PN Peso de la muestra
w=202g

Peszo del extra cte liofilizado
w=117g

w= 000152 g
w=1.2 mL
Abgs= 0245
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Pes=o del extracto tom ado para analisis
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8.72 mg - 1000 mL
X « 2mL

x = 0.01744 mg

0.01744 mg - 0.025 mL
X « 1.5mL

x = 1.04 mg

1.04 mg - 0.00152¢g
X « 117¢

x = 800.52 mg glucosa/ extracto bruto

800.52mg —» 2.02g
X < 100g

x = 39630 mg glucosa/ 100 g muestra

1lg - 1000mg
X < 39630 mg

x = 39.63 gglucosa /100 g muestra

39.63g — (100 —7.08)%

X @« 100 %

x = 42.65 gglucosa /100 g muestra BS
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Anexo C 8. Carbohidratos totales después del proceso de purificacion
Curva de calibracion:
Preparacion de la solucién madre
w glucosa = 0.01038 g = 10.38 mg
Riqueza =99 %
Aforo =100mL =0.1L

(masa * riqueza)

volumen

_ (10.38mg * 0.99)
N 0.1L

=102.76 mg/L

Preparacion curva de calibrado (ejemplo de la concentracion de 10.27 mg /L)

Clv1i=C2V2
V1= Cc2V?2
o1
_ 10.2762 mg/ L * 2mL_0200 L
-7 10276mg/L o™
Alicuota Aforo C Abs
(mL) (mL) (mg/L)
0.000 2 0.000 0.099 Pendiente
0.200 2 10.276 0.245 0.018
0.400 2 20.552 0.471 Interseccion
0.600 2 30.828 0.659 0.081
0.800 2 41.104 0.865 Coef.Corr
1.000 2 51.381 1.034 0.998

Calculo de concentracion para muestras (ejemplo: mango muestra 1 con HCI)
Humedad de la muestra = 7.08 %

Y=ax+b

Y = absorbancia

a = pendiente

X = concentracion
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b = intersecto

y—>b

X =
a

_ 0.274—0.081952
N 0.018692

(datos de absorbancia en anexo D10)

x =10.27 mg/mL

pom Pesode la muestra
| w=202g

| | Peso del extrmdte liofiizade
¥ w=117g

i Peso del extrado liofiizado pasado por la columna
.- 01513 g
i v =40 mL a. acético 2.5 %
| =

] J Peso del extraco purificado v liofilizado
| t w=0.02g
Peso del extracto tom ado para andlisis
w=0.00157 g
v=15mL
Abs=0.274

10.27 mg - 1000 mL

X <« 2mL

x = 0.0205mg

0.0205 mg - 0.05 mL
X « 1.5mL

x = 0.6164 mg

0.6164mg — 0.00157g

X < 002g

X = 7.84 mg glucosa/ g extracto
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Curva de calibracion:

784mg - 0.1513¢g
X « 117 g

x = 60.7 mg

60.7mg - 202g

X < 100 g

x = 3005 mg glucosa/100 g muestra

lg - 1000 mg

X « 3005mg

x = 3.005 g glucosa /100 g muestra

3.005g — (100 —7.08) %

X « 100 %

x = 3.23 gglucosa /100 g muestra BS

Anexo C 9. Carbohidratos totales fraccidon azlcares

Preparacion de la solucién madre

w glucosa = 0.0106 g = 10.6 mg

Riqueza =99 %

Aforo =100mL =0.1L

Volumen de la fraccion de carbohidratos = 119 mL

(masa * riqueza)

B (10.6 mg = 0.99)

=104.94mg/L
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Preparacion curva de calibrado (ejemplo de la concentracion de 10.49 mg /L)

ClVv1i=C2V2
V1= Cc2V?2
oC1
_10.49mg/L* ZmL_0200 L
T 10494mg /L o™
Alicuota Aforo C Abs
(mL) (mL) (mg/L)
0.000 2 0.000 0.098 Pendiente
0.200 2 10.494 0.294 0.017
0.400 2 20.988 0.470 Interseccion
0.600 2 31.482 0.646 0.108
0.800 2 41.976 0.823 Coef.Corr
1.000 2 52.470 0.995 0.999

Calculo de concentracion para muestras (ejemplo: mango muestra 1 con HCI)
Humedad de la muestra = 7.08 %

Y=ax+b

Y = absorbancia

a = pendiente

X = concentracion

b = intersecto

y—>b
X =
a
0.398 —0.108 ]
x = —o0l7 (datos de absorbancia en anexo D10)

x=17.04mg/L
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Peszo de la muestra
w=202¢g
| = i

] i Peso del extracto liofiizade

w=1.17g
ﬁ, %
e Peso del extraclo liofilizade pasado por la columna
w=01513g
w =40 mL a. acético 2.5 %
%l .

_}l-

Fraccion carbohidratos
v=11%mL
L= Abs= 023038

17.04 mg - 1000 mL
X <« 2mL

x = 0.034 mg

0.034mg -  0.05mL
X < 119mL

x = 81.11 mg glucosa/ g extracto

81.11 mg - 0.1513¢g
X « 117¢g

X = 627.22 mg

627.22mg — 2.02g
X < 100g

x = 31050.75 mg glucosa/ 100 g muestra
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lg - 1000mg
X < 31050.75mg

x = 31.05 gglucosa /100 g muestra

31.05g - (100 —7.08)%
X « 100 %

X = 33.42 gglucosa /100 g muestra BS

Anexo C 10. Balance de carbohidratos
Antes de la purificacion = 800.52 mg glucosa/ extracto bruto
Después de la purificacion = 7.84 mg glucosa/ extracto bruto
Fraccién aztcares = 81.11 mg glucosa/ extracto bruto
Extracto que se pasa por la columna = 0.1513 g

Residuo no purificado =117 g

117 ¢ - 800.52mg
0.1513g <« X

x = 103.52 mg glucosa/ extracto bruto

81.11 mg + 7.84 mg = 88.95 =~ 104.15

103.52 mg — 88.95 mg = 14.57 mg de pérdida

Anexo C 11. Actividad antioxidante antes del proceso de purificacion
Curva de calibracion:

Preparacion de la solucién madre
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w trélox = 0.00263 g

Riqueza =99 %

Aforo =10 mlL

Peso molecular = 250.29 g/ mol

(masa * riqueza)

volumen

_(0.00263 g * 0.99)
N 10 mL

€ =0.000260 g/ mL = 0.26 mg/mL

_(0.26 x1000000)
- 250.29

1040.27 pM

Preparacion curva de calibrado (ejemplo de la concentracion de 26.007 mg / L)

ClVv1=C2V2
_C2V2
Cc1
_26.07 (uM) * S5mL 0.125 mL
T T 104027y ™
Alicuota (mL) | Aforo (mL) C (pM) Absorbancia

0.000 5 0.000 1.028 Pendiente
0.125 5 26.007 1.015 -0.001
0.760 5 158.122 0.772 Interseccion
1.500 5 312.082 0.563 1.041
2.260 5 470.204 0.312 Coef.Corr
3.000 5 624.164 0.035 -0.999

Calculo de concentracion para muestras (ejemplo: mango muestra 1 con HCI, método
ABTS)

Humedad de la muestra = 7.08 %
Y=ax+b
Y = absorbancia

a = pendiente
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x = concentracion

b = intersecto

y—>b
X =
a
0.272 — 1.041 .
X=——"000l _ 485.134 uM  (datos de absorbancia en anexo D11)
P Pesode la muestra
w=202g
Peso del extra cto liefilizado
w= 117 g
ﬁ -

w= 000152 g
v=15mL
Abs= 0272

Peso del extracto tom ado para analisis
> '

485.134 umol — 1000 mL
X < 1.5mL

x = 0.7277 pmol

0.7277 pmol - 0.00152¢g
X « 117¢g

x = 560.13 pmol

560.13 umol — 2.02g
X « 1g

X = 277.29 umol TE / g muestra

27729 ymol - (100 — 7.08)%
X « 100 %

X = 298.42 umol TE / g muestra BS
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Anexo C 12. Actividad antioxidante después del proceso de purificacion
Curva de calibracion:
Preparacion de la solucién madre
w trélox = 0.02528 g = 0.2502 mg
Riqueza =99 %
Aforo =100 mL
Peso molecular = 250.29 g/ mol

(masa * riqueza)

volumen

_(0.02528 g % 0.99)
B 100 mL

€ = 0.0002502 g/mL = 0.2502 mg/mlL

~ (02502 * 1000000)
- 250.29

=999.92 uM

Preparacion curva de calibrado (ejemplo de la concentracion de 24.99 mg /L)

ClV1=C2V2
V1= c2V2
ol
2499 (uM) * 10mL 0.250 mL
=T 99992y ™
Alicuota .
Aforo (mL) C (uM) Absorbancia
(mL)
0.000 10 0.000 1.030 Pendiente
0.250 10 24.998 0.949 -0.001
1.500 10 149.989 0.741 Intersecto
3.000 10 299.978 0.683 1.024
4.500 10 449.968 0.347 Coef.Corr
6.000 10 599.957 0.025 -0.983

Calculo de concentracion para muestras (ejemplo: mango muestra 1 con HCI, método
ABTS)

Humedad de la muestra = 7.08 %
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Y=ax+b»b

Y = absorbancia
a = pendiente

X = concentracion

b = intersecto

X =
a

0.238 — 1.024
x = — ool - 505.45 uM (datos de absorbancia en anexo D11)

pom Pesode la muestra
| w=202g

| | Peso delextracto liofiizade
Cw=117g

Peso del extraco liofilizado pasado por la columna
P - 015130
l v =40 mL a. acético 2.5 %
| | Pesodel extrado purficado y liofilizado
| " ow=0.02g

Pe=zo del extrado tomado para analisis
w=0.00155 g
v=15mL

Abs= 0238

Luego de pesar 0.00156 g de extracto purificado y aforar en 1.5 mL de metanol, se
tomaron 38 pL y se aforaron con 150 uL de metanol a fin de diluir mas la muestra.

505.45 umol — 1000000 pL
X « 150 pL

x = 0.0758 pmol

0.0758 ymol — 38 uL
X <« 1500 pL

X = 2.99 umol
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299 umol - 0.00156¢g
X « 0.02g

x = 38.37 umol

38.37umol - 0.1513 g
X « 117¢

X = 296.71 pmol

296.71 umol -  2.02g
X « 1g

x = 146.88 umol TE / g muestra

146.88umol - (100 —7.08) %
X « 100 %

x = 158.07 pmol TE / g muestra B

Anexo C 13. Antiinflamatorios antes del proceso de purificacion
Ejemplo: mango muestra 1 con HCI
Abs blanco = 0.222
Abs muestra = 0.247

Ver valores de absorbancia en anexo D14

(Abs muestra — Abs blanco) 0.21 mL
*
(9.47 mM~1 x 5min.) 0.09 mL

Actividad de la lipoxigensa =
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MW Peso de la muestra
w=202g

Pe=o del extracto liofilizado
w=1.17g

w=0.00157 g

Peso del extracto tomado para analisis
—= v=15mL

Luego de pesar 0.00157 g de extracto purificado y aforar en 1.5 mL de metanol, se tomaron 60 Ly

se aforaron con 1000 plL de metanol a fin de diluir mas la muestra.

(0.247 — 0.222) *0.21
(9.47 mM~1 x 5 min.)

- (0.09 mL)

X — 1 mL

x = 0.00123 pmol/min

0.00123 pmol/min — 60 pL
X « 1500 pL

x = 0.0307 pmol/min

0.0307 umol/min -  0.00157 g
X «— 1.17g

X = 22.95 pmol/min

2295 pumol/min -  2.02g

X « 1g

X = 11.36 umol/min/g de muestra
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Anexo C 14. Antiinflamatorios después del proceso de purificacion
Ejemplo: mango muestra 1 con HCI
Abs blanco = 0.196
Abs muestra = 0.234
Ver valores de absorbancia en anexo D14

(Abs muestra — Abs blanco) 0.21 mL
*
(9.47 mM~1 x 5min.) 0.09 mL

Actividad de la lipoxigensa =

pom Pesode la muestra
| w=202g

Peso del extracie liefiizado
w=1.17g

Peso del extracto liofilizade pasado por la celumna
PR - 01513 g
| v=40 mL a. acético 2.5 %
Peso del extrado purificado v liofilizado
| w=002g

Peso del extracte tomado para andlisis
w=0.00157 g
v=15mL

Luego de pesar 0.00157 g de extracto purificado y aforar en 1.5 mL de metanol, se tomaron 70 uLy

se aforaron con 1000 plL de metanol a fin de diluir mas la muestra.

(0.234 — 0.196) *0.21
(9.47 mM~1 x 5 min.)

- (0.09mL)

X « 1 mL

x = 0.00187 umol/min

0.00187 pmol/min — 70 pL
X «— 1500 pL

x = 0.040 umol/min
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0.040 pmol/min —  0.00157 g
X « 0.02g

x = 0.511 pmol/min

0.511 pmol/min —  0.1513 g
X “« 117 g

x = 3.95 pmol/min

3.95 ymol/min -  2.02g

X « 1lg

X = 1.96 umol/min/ g de muestra
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ANEXO D
DATOS

Anexo D 1. Rendimiento de extracciéon guayaba

Rendimiento de extraccion guayaba antes y después del proceso de purificacion

Rendimiento antes de la purificacion

Rendimiento después de la purificacion

Extracto no

Acidos Muesira Extr:zcto Rend:’n‘;uento purificado Ex?r_acto Rend:’n‘;uento
(9) purificado | extraccion pasado por | purificado extraccion
(9) (%) la columna (9) (%)
(9)

1-HCL 2.00 0.59 31.33 0.1507 0.03 10.54
2-HCL 2.00 0.56 29.69 0.1512 0.03 10.51
3-HCL 2.01 0.55 28.76 0.1510 0.03 10.39
1 - Sin Acido 4.03 0.69 18.04 0.1503 0.02 3.50
2 - Sin Acido 4.03 0.75 19.78 0.1510 0.02 3.48
3 - Sin Acido 4.04 0.65 17.02 0.1502 0.02 3.47
1 - A. acético 4.03 1.10 28.95 0.1509 0.02 3.48
2 - A. acético 4.05 1.05 27.53 0.1500 0.02 3.49
3 - A. acético 2.01 0.54 28.07 0.1497 0.02 6.99
1 - A. citrico 2.02 10.90 16.99 3.0143 0.06 1.04
2 - A. citrico 2.03 10.85 14.48 3.0125 0.04 0.69
3 - A. citrico 2.02 10.86 15.09 3.0117 0.05 0.86
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Anexo D 2. Fenoles totales guayaba

Fenoles totales guayaba antes y después del proceso de purificacion

Curva de calibracion antes de la

Curva de calibraciéon después de la

purificacion purificacion
C (mg/mL) | Absorbancia Ajuste C (mg/ml) | Absorbancia Ajuste
0.027 Pendiente 0.000 0.005 Pendiente
0.095 5.000 0.010 0.090 4.856
0.120 Interseccion 0.020 0.115 Interseccion
0.214 0.024 0.040 0.205 0.018
0.0601 0.298 Coef.Corr 0.061 0.319 Coef.Corr
0.0801 0.433 0.996 0.081 0.423 0.997
0.1001 0.539 0.102 0.511

Lectura de muestras antes de la Lectura de muestras después de la
purificacion purificacién
mg
Muestra Abs c n)?o%gE S | Abe c n)?o%gE n)?o%gE
(mg/mL) muBe;tra muestgra (mg/mL) mug;tra muglitra
BH
1-HCL 0.317 0.058 1700.36 | 543.10 |0.189| 0.035 833 266
2-HCL 0.377 0.070 1894.96 | 605.25 |0.171| 0.031 713 228
3-HCL 0.269 0.048 | 1235.61 | 394.65 |0.191| 0.036 782 250
1 - Sin Acido 0.342 0.063 964.26 | 307.99 |0.471| 0.093 878 280
2 - Sin Acido 0.332 0.061 1068.72 | 341.35 |0.523| 0.104 1068 341
3 - Sin Acido 0.343 0.064 885.17 | 282.72 |0.510| 0.101 906 289
1 - A. acético 0.363 0.068 1907.08 | 609.12 |0.375| 0.073 1091 348
2- A. acetico 0.321 0.059 1370.26 | 437.66 |0.422| 0.083 1151 368
3 - A. acetico 0.295 0.054 1387.13 | 443.05 |0.396| 0.078 1136 363
1 - A. citrico 0.322 0.063 1668.37 | 532.88 |0.202| 0.038 579 185
2 - A. citrico 0.312 0.061 1613.31 | 515.29 |0.206| 0.039 200 64
3 - A. citrico 0.300 0.058 1558.32 | 497.73 |0.202| 0.038 382 122
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Continuacién anexo D 2

Fenoles totales guayaba fraccion azlcares

Curva de calibracion fraccion aztcares
C (mg/ml) | Absorbancia Ajuste
0.000 0.016 Pendiente
0.010 0.094 5.488
0.020 0.155 Interseccion
0.040 0.275 0.036
0.060 0.367 Coef.Corr
0.080 0.473 0.998
0.100 0.579
Lectura de muestras fraccion azucares
mg GAE mg GAE
Muestra (o] /100 g /100 g
Abs (mg/mL) muestra muestra
BS BH
1-HCL 0.108| 0.013 331.4 105.9
2-HCL 0.128 0.017 383.9 122.6
3-HCL 0.096 0.011 248.7 79.4
1 - Sin Acido |0.054 0.003 45.00 14.4
2 - Sin Acido |0.041 0.001 12.60 4.0
3 - Sin Acido [0.048 0.002 28.30 9.0
1-A. acético [0.115 0.014 335.7 107.2
2 - A. acético |0.090| 0.010 215.5 68.8
3 - A. acético |0.098 0.011 240.3 76.8
1 - A. citrico |0.146 0.020 328.5 104.9
2 - A. citrico [0.160 0.023 366.8 117.2
3 - A. citrico [0.173 0.025 435.4 139.1
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Anexo D 3. Carbohidratos totales guayaba

Carbohidratos totales guayaba antes y después del proceso de purificacion

Curva de calibracion antes y después
de la purificacion
C (mg/L) |Absorbancia Ajuste
0.000 0.099 Pendiente
10.276 0.245 0.018
20.552 0.471 Interseccion
30.828 0.659 0.081
41.104 0.865 Coef.Corr
51.381 1.034 0.998
Lectura de muestras antes de la Lectura de muestras después de la
purificacion purificacion
westa | [ o |9fucosloghecss | [ [ogleoss [ g gheoss
(mg/L) | muestra muestra (mg/L) | muestra muestra
BS BH BS BH
1-HCL 0.648 | 30.28 18.483 5.90 0.416| 17.87 1.49 0.47
2-HCL 0.663 | 31.08 17.633 5.63 0.409| 17.50 1.37 0.44
3-HCL 0664 | 31.14 17.114 5.47 0.407 | 17.39 1.32 0.42
1-SinAcido | 0.877 | 42.53 14.947 4.77 0.705| 33.33 1.01 0.32
2-SinAcido | 0876 | 42.48 15.95 5.09 0.662| 31.03 1.07 0.34
3-SinAcido |(0939 | 4585 15.606 4.98 0.708 | 33.49 0.97 0.31
1-A. acético | 0671 | 3151 17.323 5.53 0.653| 30.55 1.56 0.50
2-A. acético | 0.711 | 33.65 17.817 5.69 0.612| 28.36 1.39 0.44
3-A.acético | 0672 | 3157 16.824 5.37 0.681| 32.05 1.57 0.50
1 - A. citrico 0985 | 48.31 18.238 5.44 0.792| 37.99 2.76 0.88
2 - A. citrico 0.998 | 49.01 15.458 4.51 0.896 | 43.55 1.10 0.35
3 - A. citrico 0.989 | 48.53 15.954 4.81 0.865| 41.89 2.01 0.64
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Continuacién anexo D3

Carbohidratos totales guayaba fraccion azicares

Curva de calibracion fraccion azuicares

C (mg/L) |Absorbancia Ajuste
0.000 0.098 Pendiente
10.494 0.294 0.017
20.988 0.470 Interseccion
31.482 0.646 0.108
41.976 0.823 Coef.Corr
52.470 0.995 0.999
Lectura de muestras fraccion azlcares
g glucosa | g glucosa
Muestra (o] /100 g /100 g
Abs (mg/mL) | muestra muestra
BS BH
1-HCL 0.571 27.21 13.81 4.41
2-HCL 0.589 28.27 12.99 4.15
3-HCL 0.591 28.39 12.98 4.15
1 - Sin Acido 0.819 41.79 11.64 3.72
2 - Sin Acido 0.813 41.44 12.16 3.88
3 - Sin Acido 0.887 45.79 12.14 3.88
1 - A acético 0.636 31.04 14.53 4.64
2 - A. acético 0.703 34.97 15.40 4.92
3 - A. acético 0.657 32.27 13.79 4.41
1 - A. citrico 0.658 32.33 14.57 4.66
2 - A. citrico 0.633 30.86 13.22 4.22
3 - A. citrico 0.607 | 29.33 13.10 4.19
Humedad inicial | 68 %
Humedad final | 5.5 %
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Anexo D 4. ABTS guayaba

ABTS guayaba antes y después del proceso de purificacion

Curva de calibracion antes de la Curva de calibracion después de la
purificacion purificacion
C (umol) | Absorbancia Ajuste C (pM) Absorbancia Ajuste
0.000 1.035 Pendiente 0.000 1.030 Pendiente
26.996 1.028 -0.001 24.998 0.949 -0.001
164.134 0.768 Interseccion | 149.989 0.741 Interseccion
323.948 0.542 1.049 299.978 0.683 1.024
488.082 0.321 Coef.Corr 449.968 0.347 Coef.Corr
647.896 0.001 -0.997 599.957 0.025 -0.983
Lectura de muestras antes de la Lectura de muestras después de la
purificacion purificacion
Muestra umol TE /g | umol TE /g c “mz; TE umol TE /g
Abs | C (pM) muBegtra muBefItra Abs M) | muestra mu;litra
BS
1-HCL 0.384 | 422 122.88 39.25 0.579| 286 67.8 21.7
2 - HCL 0.251 507 136.31 43.54 0.567 | 294 66.6 21.3
3 - HCL 0.198 | 540 136.71 43.66 0.549| 306 67.2 21.4
1 - Sin Acido 0.245 510 125.57 40.11 0.055| 623 58.6 18.7
2 - Sin Acido 0.182 550 166.60 53.21 0.043| 631 64.8 20.7
3 - Sin Acido 0.209 | 533 119.41 38.14 0.037| 634 56.7 18.1
1-A.acético |0.193| 543 153.24 48.94 0.085| 604 89.6 28.6
2-A. acético |0.209 533 123.37 39.40 0.077| 609 84.3 26.9
3- A acético |0.252 | 506 129.91 41.49 0.091| 600 87.6 28.0
1 - A. citrico 0.639 | 260 100.31 32.04 0.567| 294 58.0 18.5
2 - A. citrico 0.589 292 127.67 40.78 0.569| 293 19.3 6.2
3 - A. citrico 0.665 | 244 91.49 2922 0.574| 290 37.7 12.0
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Anexo D 5. DPPH guayaba

DPPH guayaba antes y después del proceso de purificacion

Curva de calibracion antes de la Curva de calibracion después de la
purificacion purificacion
C (uM) Absorbancia Ajuste C (pM) Absorbancia Ajuste
0.000 0.985 Pendiente 0.000 0.985 Pendiente
24.524 0.935 -0.000917 25.077 0.906 -0.001057
149.103 0.779 Interseccion | 150.464 0.791 Interseccion
294.283 0.667 0.951 300.928 0.615 0.951
443.386 0.540 Coef.Corr 451.392 0.471 Coef.Corr
588.565 0.414 -0.996 601.855 0.318 -0.998
784.754 0.245 802.474 0.112
Lectura de muestras antes de la Lectura de muestras después de la
purificacion purificacion
Muestra umol TE /g | pmol TE /g umol TE /g | pmol TE /g
Abs C (pM) muestra muestra | Abs | C (pM) muestra muestra
BS BH BS BH
1-HCL 0.348 | 658.107 191.52 61.17 0.589 | 343.306 81.27 25.96
2-HCL 0.146 | 878.431 236.35 75.49 0.678 | 259.111 58.68 18.74
3-HCL 0.161 | 862.071 218.14 6967 0.528 | 401.012 88.11 28.14
1-Sin Acido | 0.180 | 841.347 127.90 40.85 0.142 | 766.169 7212 23.03
2 - Sin Acido | 0.208 | 810.807 141.06 45.05 0.115| 791.711 81.31 25.97
3-Sin Acido | 0.142 | 882.794 122.81 39.23 0.121 | 786.035 70.31 2246
1-A.acético | 0.318 | 690.828 194.81 62.22 0.153 | 755.763 112.23 35.85
2-A. acético | 0.230 | 786.811 182.03 58.14 0.115| 791.711 109.59 35.00
3 - A. acético | 0.360 | 645.018 165.60 52.89 0.126 | 781.305 114.12 36.45
1-A.citrico |0.788 | 178.192 99.64 31.83 0.595 | 337.630 54.80 17.50
2-A. citrico | 0.785 | 181.464 111.71 35.68 0.589 | 343.306 18.76 5.99
3-A.citrico | 0.795 | 170.557 51.54 16.46 0.603 | 330.062 35.13 11.22
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Anexo D 6. FRAP guayaba

FRAP guayaba antes y después del proceso de purificacion

Curva de calibracion antes de la Curva de calibracion después de la
purificacion purificacion
C (uM) Absorbancia Ajuste C (uM) Absorbancia Ajuste
0.000 0.107 Pendiente 0.000 0.130 Pendiente
25.70 0.179 0.002 24.998 0.253 0.002
156.3 0.398 Interseccion 149.98 0.408 Interseccion
308.5 0.705 0.095 299.97 0.690 0.133
464.8 0.968 Coef.Corr 449.96 1.044 Coef.Corr
623.3 1.291 0.996 599.95 1.371 0.997
734.6 1.653 799.94 1.794 R"2
Lectura de muestras antes de la Lectura de muestras después de la
purificacién purificacion
Muestra umol TE /g | pmol TE /g pumol TE /g | umol TE /g
Abs C (pM) muestra muestra | Abs | C (uM) muestra muestra
BS BH BS BH
1-HCL 1.078 | 490.593 142.77 45.60 0.558 | 207.615 49.15 15.70
2-HCL 1.284 | 593.446 159.67 51.00 0.551 | 204.195 46.24 14.77
3-HCL 1.282 | 592.448 149.92 47.88 0.62 | 237.903 52.27 16.70
1-Sin Acido | 1.087 | 495.086 75.26 24.04 1.472| 654.127 61.57 19.67
2-Sin Acido | 1.182 | 542.519 94.39 30.15 1.572| 702.980 72.20 23.06
3-Sin Acido | 1.284 | 593.446 82.56 26.37 1.555| 694.675 62.14 19.85
1-A.acético | 0.949 | 426.184 120.18 38.39 1.130| 487.051 72.32 23.10
2-A. acético | 1.147 | 525.044 121.47 38.80 1.150 | 496.822 68.77 21.96
3 - A. acético | 0.858 | 380.749 97.75 31.22 1.201| 521.737 76.21 24.34
1 - A citrico 0.445 | 174.542 40.60 12.97 0.517| 187.585 39.85 12.73
2 - A citrico 0.45 | 177.039 41.26 13.18 0.539 | 198.333 14.11 451
3 - A. citrico 0.394 | 149.079 34.58 11.05 0.527 | 192.470 27.01 8.63
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Anexo D 7. Antiinflamatorios guayaba

Antiinflamatorios guayaba antes y después del proceso de purificacion

Lectura de muestras antes de la

Lectura de muestras después de la

purificacion purificacion
Muestra Abs Abs ) Act_ividad de la Abs Abs ) Act.ividad de la

muestra | blanco I|p_0X|genasa umol/ muestra | blanco Ilp_omgenasa umol/

min/g de muestra min/g de muestra
1-HCL 0.340 0.158 30.82 0.247 0.179 3.59
2-HCL 0.345 | 0.158 29.26 0.260 0.179 4.04
3-HCL 0.338 | 0.158 26.69 0.262 0.179 4.04
1 - Sin Acido 0.323 0.158 15.75 0.208 0.179 0.38
2 - Sin Acido 0.321 0.158 19.13 0.203 0.179 0.36
3 - Sin Acido 0.325 | 0.158 22.50 0.199 0.179 0.25
1-A. acético | 0.331 0.158 28.39 0.223 0.172 1.30
2-A. acético | 0.325 | 0.158 22.47 0.232 0.222 0.24
3 - A.acético | 0.245 | 0.158 13.09 0.238 0.222 0.39
1 - A. citrico 0.273 0.158 18.96 0.258 0.179 2.51
2 - A. citrico 0.242 0.158 13.83 0.262 0.179 0.91
3 - A. citrico 0.304 | 0.158 25.11 0.253 0.179 1.57
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Anexo D 8. Rendimiento de extraccion mango

Rendimiento de extraccion mango antes y después del proceso de purificacion

Rendimiento antes de la purificacion

Rendimiento después de la

purificacion
Extracto
Acidos Muestra Extr:zcto Rend(ijrziento puri?i?:a do Ex?r_acto Rend:jn:ento
(9) purificado | extraccion pa::a:iao purl(fgl;;ado extraccion
(9) (%) ccr:lumna (%)
(9)

1-HCL 2.02 1147 62.1 0.1513 2.02 8.2
2-HCL 2.00 117 62.9 0.1512 2.00 8.3
3-HCL 2.00 0.89 48.1 0.1516 2.00 6.3
1 - Sin Acido 2.03 1.06 55.9 0.1516 2.03 11.1
2 - Sin Acido 2.02 1.07 57.1 0.1517 2.02 11.3
3 - Sin Acido 2.01 1.03 55.3 0.1513 2.01 11.0
1 - A. acético 2.01 1.04 55.7 0.1502 2.01 11.1
2 - A. acético 2.02 1.04 55.3 0.1506 2.02 11.0
3 - A. acético 2.01 1.03 55.1 0.1506 2.01 11.0
1 - A. citrico 2.02 12.60 56.7 3.0026 2.02 1.1
2 - A. citrico 2.03 12.82 68.1 3.0067 2.03 1.8
3 - A. citrico 2.02 12.61 56.9 3.0068 2.02 13
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Anexo D 9. Fenoles totales mango

Fenoles totales mango antes y después del proceso de purificacion

Curva de calibracion antes de la Curva de calibracion después de la
purificacion purificacion
C (mg/mL) | Absorbancia Ajuste C (mg/ml) | Absorbancia Ajuste
0.000 0.005 Pendiente 0.000 0.011 Pendiente
0.010 0.067 4.952 0.010 0.134 5.150
0.020 0.114 Interseccion 0.020 0.156 Interseccion
0.040 0.223 0.011 0.040 0.243 0.043
0.060 0.285 Coef.Corr 0.060 0.341 Coef.Corr
0.080 0.411 0.997 0.080 0.463 0.993
0.100 0.516 0.100 0.565
Lectura de muestras antes de la Lectura de muestras después de la
purificacion purificacion
Muestra Abs c | M o%gE "??oﬁﬁE Abs c " o(o;'tg\;E " o%gE
(mg/mL) | muestra | muestra (mg/mL) | muestra muestra
BS BH BS BH
1-HCL 0.253 | 0.049 2994 582 |0.386| 0.067 1547 300
2-HCL 0.239 0.046 2764 537 0.416 0.072 1714 333
3-HCL 0.248 0.048 2169 421 0.398 0.069 1252 243
1 - Sin Acido 0.218 0.042 2246 436 0.401 0.069 2162 420
2 - Sin Acido 0.219 0.042 2305 448 0.407 0.071 2230 433
3 - Sin Acido 0.217 0.042 2166 421 0.403 0.070 2151 418
1 - A. acético 0.298 0.058 3228 627 0.411 0.071 2307 448
2 - A. acético 0.265 | 0.051 2691 523 |0.328| 0.055 1768 343
3 - A. acético 0.257 0.050 2629 511 0.41 0.071 2239 435
1 - A. citrico 0.406 | 0.080 2568 499 |0.309| 0.052 923 179
2 - A. citrico 0.432 0.085 2781 540 0.311 0.052 1579 307
3 - A. citrico 0.397 0.078 2507 487 0.310 0.052 1203 234
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Continuacién anexo D 9

Fenoles totales mango fraccion azucares

Curva de calibracion fraccion

azucares
C (mg/ml) | Absorbancia| Ajuste
0.000 0.016 Pendiente
0.010 0.094 5.488
0.020 0.155 Intersecc
0.040 0.275 0.036
0.060 0.367 Coef.Corr
0.080 0.473 0.998
0.100 0.579
Lectura de muestras fraccion aziicares
mg GAE mg GAE
Muestra Abs | C (mg/mL) /190G0 g /?Oc(:;I g
muestra BS | muestra BH
1-HCL 0.116 0.015 709.93 137.87
2-HCL 0.115 0.014 703.88 136.69
3-HCL 0.131 0.017 651.30 126.48
1-8in Acido |0.046 0.002 7712 14.98
2 - Sin Acido |0.045 0.002 70.62 13.72
3 - Sin Acido |0.038 0.000 13.63 2.65
1- A acético |0.140 0.019 827.46 160.69
2 - A. acético |0.129 0.017 738.21 143.36
3 - A acético |0.078 0.008 325.33 63.18
1-A.citrico |0.165 0.023 468.28 90.94
2 - A.citrico |0.170 0.024 498.39 96.79
3-A. citrico |Q.172 0.025 489.78 95.11
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Anexo D 10. Carbohidratos totales mango

Carbohidratos totales mango antes y después del proceso de purificacion

Curva de calibracion antes y después
de la purificacion
C (mg/L) |Absorbancia Ajuste
0.000 0.099 Pendiente
10.276 0.245 0.018
20.552 0.471 Interseccion
30.828 0.659 0.081
41.104 0.865 Coet.Corr
51.381 1.034 0.998
Lectura de muestras antes de la Lectura de muestras después de la
purificacion purificacion
wesva || o [ogueesalogueom| [ [ogucosa g gucoss
(mg/L) | muestra muestra (mg/L) | muestra muestra
BS BH BS BH
1-HCL 0.245 | 8.72 42.79 8.3 0.274| 10.27 3.2 0.6
2-HCL 0.230 | 7.92 38.80 75 0.298| 11.56 3.7 0.7
3-HCL 0.248 | 8.88 33.50 6.5 0.276| 10.38 3.3 0.6
1-SinAcido | 0.427 | 18.46 | 41.30 8.0 0.223| 7.55 3.2 0.6
2 - Sin Acido 0.444 | 19.37 41.80 8.1 0.366| 15.20 6.6 13
3-SinAcido | 0.413 | 17.71 38.90 7.6 0.252| 9.10 3.9 0.8
1-A. acético | 0.394 | 16.69 36.00 7.0 0.306| 11.99 5.1 1.0
2-A. acético | 0.438 | 19.05 41.00 8.0 0.302| 11.77 5.0 1.0
3 - A. acético 0.435 | 18.89 39.80 77 0.268| 9.95 4.3 0.8
1-A. citico | 0.601 | 27.77 | 42.60 8.3 0.383| 16.11 4.2 0.8
2-A.citrico | 0.592 | 27.29 39.40 77 0.263| 9.69 4.4 0.8
3 - A. citrico 0.589 | 27.13 40.80 7.9 0.222| 7.49 2.7 0.5
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Continuacién anexo D10

Carbohidratos totales mango fraccion azucares

Curva de calibracion fraccion azuicares

C (mg/L) |Absorbancia Ajuste
0.000 0.098 Pendiente
10.494 0.294 0.017
20.988 0.470 Interseccion
31.482 0.646 0.108
41.976 0.823 Coef.Corr
52.470 0.995 0.999
Lectura de muestras fraccion azucares
g glucosa | g glucosa
Muestra c /100 g /100 g
Abs (mg/mL) muestra muestra
BS BH
1-HCL 0.398 17.04 33.32 6.47
2-HCL 0.346 13.99 27.46 5.33
3-HCL 0.375 15.69 23.69 4.60
1 - Sin Acido |0.434 19.16 33.37 6.48
2 - Sin Acido |0.407 17.57 31.24 6.07
3 - Sin Acido |0.403 17.34 30.14 5.85
1 - A. acético |0.358 14.69 25.74 5.00
2 - A acético |0.412 17.87 31.23 6.07
3 - A. acético [0.414 17.99 30.79 5.98
1-A.citrico |0.664| 32.68 35.37 6.87
2 - A. citrico |0.661 32.51 35.57 6.91
3 - A. citrico |0.653 32.04 33.77 6.56
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Anexo D 11. ABTS mango

ABTS mango antes y después del proceso de purificacion

Curva de calibracion antes de la Curva de calibracion después de la
purificacion purificacion
C (pM) Absorbancia Ajuste C (pM) Absorbancia Ajuste
0.000 1.028 Pendiente 0.000 1.030 Pendiente
26.007 1.015 -0.001 24.998 0.949 -0.001
158.122 0.772 Interseccion| 149.989 0.741 Interseccion
312.082 0.563 1.041 299.978 0.683 1.024
470.204 0.312 Coef.Corr 449.968 0.347 Coef.Corr
624.164 0.035 -0.999 599.957 0.025 -0.983
Lectura de muestras antes de la Lectura de muestras después de la
purificacion purificacion
Muestra umol TE /g | pmol TE /g umol TE /g | pmol TE /g
Abs | C(uM) | muestra muestra | Abs | C (uUM) | muestra muestra
BS BH BS BH
1-HCL 0.272 | 485.134 | 297.52 57.78 0.238 | 505.302 157.55 30.60
2-HCL 0.270 | 486.396 | 292.23 56.75 0.224 | 514.291 164.48 31.94
3-HCL 0.278 | 481.35 218.33 42.40 0.221| 516.217 123.49 23.98
1 - Sin Acido 0.098 | 594.891 319.99 62.14 0.034 | 636.283 | 279.91 54.36
2 - Sin Acido 0.114 |584.798 | 321.29 62.39 0.037 | 634.357 | 282.94 54.95
3 - Sin Acido 0.110 | 587.321 306.13 59.45 0.039| 633.073 | 273.77 53.17
1 - A. acético 0.246 | 501.535| 279.54 54.29 0.075| 609.958 | 252.87 49.11
2-A. acético | 0.289 |474.411 249.08 48.37 0.041| 631.789 | 262.49 50.98
3 - A. acético 0.219 | 518.566 | 274.69 53.34 0.040 | 632.431 260.09 50.51
1 - A. citrico 0.107 | 589.214| 181.25 35.20 0.264 | 488.608 118.67 23.05
2 - A. citrico 0.135 | 571.552 | 177.79 34.53 0.257 | 493.103 | 201.98 39.22
3 - A. citrico 0.115 | 584.167 | 179.50 34.86 0.321 | 452.011 145.14 28.19
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Anexo D 12. DPPH mango

DPPH mango antes y después del proceso de purificacion

Curva de calibracion antes de la Curva de calibracion después de la
purificacion purificacion
C (pM) Absorbancia| Ajuste C (pM) Absorbancia Ajuste
0.000 0.950 Pendiente 0.000 0.985 Pendiente
24.524 0.937 -0.0009 25.077 0.906 -0.001057
149.103 0.783 Interseccion| 150.464 0.791 Interseccion
294.283 0.675 0.944 300.928 0.615 0.951
443.386 0.557 Coef.Corr 451.392 0.471 Coef.Corr
588.565 0.423 -0.998 601.855 0.318 -0.998
784.754 0.233 802.474 0.112
Lectura de muestras antes de la Lectura de muestras después de la
purificacion purificacion
Muestra umol TE /g | umol TE /g pumol TE /g | pmol TE /g
Abs C (uMM) | muestra muestra | Abs | C (pM) muestra muestra
BS BH BS BH
1-HCL 0.259 | 762.001 467.31 90.75 0.330 | 588.320 183.43 35.62
2-HCL 0.246 | 776.443 466.49 90.59 0.298 | 618.593 197.84 38.42
3-HCL 0.242 | 780.886 354.19 68.78 0.320 | 597.780 143.00 27.77
1 - Sin Acido 0.264 | 756.447 406.89 79.02 0.136 | 771.845 339.54 65.94
2 - Sin Acido 0.269 | 750.892 412.54 80.11 0.157 | 751.979 335.40 65.14
3 - Sin Acido 0.278 | 740.894 386.18 75.00 0.134 | 773.737 334.60 64.98
1- A acético 0.483 | 513.162 286.02 55.54 0.115| 791.711 328.22 63.74
2 - A. acético 0.429 | 573.15 300.92 58.44 0.115 | 791.711 328.94 63.88
3 - A. acético 0.522 | 469.837 248.88 48.33 0.115 | 791.711 325.59 63.23
1 - A. citrico 0.066 | 976.403 231.49 44.95 0.222 | 690.489 167.33 32.50
2 - A. citrico 0.068 | 974.181 233.93 45.43 0.306 | 611.024 246.51 47.87
3 - A. citrico 0.061 | 981.957 233.25 45.30 0.302 | 614.809 196.17 38.10

104




Anexo D 13. FRAP mango

FRAP guayaba antes y después del proceso de purificacion

Curva de calibracion antes de la Curva de calibracion después de la
purificacion purificacion
C (pM) Absorbancia Ajuste C (pM) Absorbancia| Ajuste
0.000 0.154 Pendiente 0.000 0.130 Pendiente
25.710 0.188 0.001764 24.998 0.253 0.002047
156.317 0.395 Interseccion 149.989 0.408 Intersecc
308.522 0.693 0.137 299.978 0.690 0.133
464.840 0.945 Coef.Corr 449.967 1.044 Coef.Corr
617.044 1.194 0.999 599.956 1.371 0.997
822.725 1.619 799.942 1.794
Lectura de muestras antes de la Lectura de muestras después de la
purificacion purificacion
Muestra umol TE /g | pmol TE /g pumol TE /g | pmol TE /g
Abs C (uMm) muestra muestra | Abs | C (pM) muestra muestra
BS BH BS BH
1-HCL 0.822 | 388.006 238 46.21 0.738 | 295.549 92.15 17.90
2-HCL 0.818 | 385.738 232 45.01 0.805 | 328.281 104.99 20.39
3-HCL 0.830 | 392.541 178 34.58 0.926 | 387.392 92.67 18.00
1 - Sin Acido 0.980 | 477.581 257 49.89 1.458 | 647.288 284.75 55.30
2 - Sin Acido 0.934 | 451.502 248 48.17 1.586 | 709.819 316.60 61.48
3 - Sin Acido 1.040 | 511.596 267 51.79 1.405| 621.396 268.72 52.18
1 - A. acético 0.760 | 352.856 197 38.19 0.864 | 357.104 148.04 28.75
2-A. acético | 0.865 |412.384 217 42.05 0.884 | 366.874 152.43 29.60
3 - A. acético 0.766 | 356.258 189 36.65 0.989 | 418.169 171.97 33.40
1 - A. citrico 0.435 | 168.605 56.1 10.89 0.678 | 266.238 57.31 11.13
2 - A. citrico 0.439 | 170.872 57.6 11.19 0.628 | 241.812 85.67 16.64
3 - A. citrico 0.426 | 163.502 54.4 10.56 0.681 | 267.703 76.84 14.92
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Anexo D 14. Antiinflamatorios mango

Antiinflamatorios mango antes y después del proceso de purificacion

Lectura de muestras antes de la

Lectura de muestras después de la

purificacion purificaciéon
Muestra Abs Abs ) Act.ividad de la Abs Abs _ Act.ividad de la

muestra | blanco I|p_0X|genasa kmol/ muestra | blanco Ilp_omgenasa kmol/

min/g de muestra min/g de muestra
1-HCL 0.247 | 0.222 11.36 0.234 | 0.196 1.96
2-HCL 0.260 | 0.222 17.42 0.230 | 0.196 1.77
3-HCL 0.262 | 0.222 18.50 0.235 | 0.196 2.04
1 - Sin Acido 0.248 | 0.222 10.54 0.203 | 0.196 0.48
2 - Sin Acido 0.242 | 0.222 8.39 0.206 | 0.196 0.71
3 - Sin Acido 0.191 | 0.172 7.91 0.198 | 0.196 0.14
1-A. acético | 0.236 | 0.222 5.73 0.207 | 0.196 0.77
2-A. acético | 0.263 | 0.222 16.53 0.208 | 0.196 0.83
3 - A. acético | 0.248 | 0.222 10.72 0.228 | 0.196 2.25
1 - A. citrico 0.236 | 0.222 68.97 0.215 | 0.196 0.80
2 - A. citrico 0.232 | 0.222 51.53 0.228 | 0.196 2.35
3 - A. citrico 0.229 | 0.222 35.88 0.198 | 0.196 0.12
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