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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar los subproductos de mango y guayaba como
fuente de fibra dietaria antioxidante (FDA). Se trabajé con la piel de mango y para la
guayaba con la piel y semillas, generadas en la empresa “Agroficial” (Guayaquil-Ecuador).
Se cuantificd la actividad antioxidante por los métodos: DPPH, capacidad de inhibicion
lipidica (FTC), ABTS, FRAP y fenoles totales (FT); y fibra dietaria total (FDT) por el método
de Prosky, empleando el kit de Megazyme. La actividad antioxidante por los métodos DPPH
y FTC para mango fue 367 y 511 mg Ea-T/g BS, y para guayaba fue 295 y 378 mg Ea-T/g
BS respectivamente. Por los métodos ABTS y FRAP se encontré para mango 339 y 67 umol
ET/g BS, y en guayaba 211 y 173 umol ET/g BS, respectivamente. El contenido de FT fue
6144 y 4434 mg EAG/100 g BS para mango y guayaba. La FDT para mango fue 36,3 g/100
g BS y 71,2 g/100 g BS para guayaba. Estos resultados indican que el subproducto de

guayaba se puede considerar como FDA y el mango como fuente de antioxidantes.

PALABRAS CLAVE: subproducto, mango, guayaba, actividad antioxidante, fibra dietaria



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the by-products of mango and guava as a source
of antioxidant dietary fiber (ADF). We worked with the skin to mango and skin and seed to
guava, generated in the company "Agroficial" (Guayaquil, Ecuador). The antioxidant activity
was measured by the methods: DPPH, inhibition lipid capacity (FTC), ABTS, FRAP and total
phenols (FT), and total dietary fiber (TDF) by the method of Prosky, using the kit of
Megazyme. The antioxidant activity by DPPH and FTC methods to mango was 367 and 511
mg a-TE/g BS, and guava was 295 and 378 mg a-TE/g BS respectively. By the ABTS and
FRAP methods was found to mango 339 and 67 umol TE/g BS, and guava 211 and 173
umol ET/g BS, respectively. The content of TF was 6144 and 4434 mg AGE/100 BS for
mango and guava. The TDF for mango was 36,3 g/100 g BS and guava was 71,2 g/100 g
BS. These results indicate that the product of guava can be considered FDA and mango as a

source of antioxidants.

KEYWORDS: by-product, mango, guava, antioxidant activity, dietary fiber
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INTRODUCCION

A nivel mundial, la preocupacion por el aprovechamiento de subproductos ha tomado gran
fuerza entre la comunidad cientifica y sobre todo a nivel industrial, en donde los procesos de
transformacién generan subproductos que pueden ser utiles como ingredientes funcionales
ricos en polifenoles, carotenoides, vitaminas y fibra dietaria (Kong et al. 2010, Ayala-Zavala
et al. 2011, Rufino et al. 2011, Alzate Tamayo et al. 2012). Sin embargo, los subproductos
generados en las transformaciones agroindustriales no son aprovechados eficientemente,
en parte, porque su valor es aun desconocido y, sobretodo, por la falta de capacidad

tecnoldgica y recursos econdmicos (Tehranifar et al. 2011).

Estudios recientes han demostrado que los subproductos de mango y guayaba son buena
fuente de fibra dietaria y compuestos fendlicos con actividad antioxidante que podrian tener
efecto benéfico en la salud humana (Martinez et al. 2012). En el caso del mango, la piel y
semilla representan cerca del 60 % del peso de la fruta (Schieber et al. 2003), con un
contenido entre 18,5 a 76,80 % de fibra dietaria (FD) (Ayala-Zavala et al. 2011) y fenoles
totales de 55 a 110 mg/g de piel en base seca (Ajila et al. 2007a). Para la guayaba el 25 %
del peso de la fruta es descartado y contiene entre 48,55 a 49,42 % de FD, compuestos
bioactivos como polifenoles solubles y taninos condensados del 26,2 a 77,9 mg/g en peso

fresco (Jiménez-Escrig et al. 2001).

Los consumidores son cada vez mas conscientes de los problemas de salud relacionados
con la dieta, y por lo tanto al momento de elegir un alimento buscan ingredientes que sean
seguros y promuevan su bienestar (Fernandez-Lépez et al. 2004). Es asi, que en los ultimos
afos la relacion entre el consumo de frutas y la salud humana ha sido un punto focal de la
investigacion cientifica (Quir6és Sauceda et al. 2012). Este interés se debe a la blUsqueda
especifica de compuestos contenidos en vegetales que proporcionen beneficios a la salud
del consumidor (Palafox-Carlos et al. 2011). Las frutas, ademas de ser fuente de vitaminas,
minerales vy fibra, también son fuente rica en compuestos bioactivos que puedan prevenir
algunos de los procesos implicados en el desarrollo de céancer y enfermedades

cardiovasculares asociadas al estrés oxidativo (Quirés Sauceda et al. 2012).

La fibra dietaria y los antioxidantes son dos componentes de los alimentos que tanto en la
industria como en investigaciones se suelen estudiar por separado (Jiménez-Escrig et al.
2001); de tal modo que el afiadir a la fibra los beneficios de los antioxidantes biolégicos
resulta novedoso y muy beneficioso desde el punto de vista de su futura aplicacion como

complemento dietético, por sus potenciales efectos en salud (Saura-Calixto 2010). En este
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sentido, existen diversos métodos para evaluar la actividad antioxidante basados en
distintos aspectos, como la reduccion de metales, la capacidad de captacion de radicales y
la capacidad de inhibir la oxidacion lipidica (Kuskoski et al. 2005, Pérez-Jiménez y Saura-
Calixto 2007). Es asi como este proyecto busca conocer la potencialidad de los
subproductos de mango (Mangifera indica L.) y guayaba (Psidium guajava L.) como fuente
de fibra dietaria antioxidante.



1. REVISION DE LITERATURA



1.1 Aprovechamiento de subproductos

La industria alimentaria genera una serie de desechos de toda indole, unos de los més
representativos son los organicos (Maisuthisakul y Gordon 2009), cuya caracteristica mas
relevante es su gran disponibilidad y bajo costo, muchos de ellos representan un problema
de contaminacion (Angel et al. 2011); existiendo un considerable interés por la industria de
alimentos en el aprovechamiento de estos subproductos para potenciar su uso, a la vez que
se recupera una valiosa biomasa y diversos nutrientes (Serena y Knudsen 2007).

Los subproductos son productos secundarios que se obtienen al procesar cereales, algas,
frutas y verduras, entre otros (Nigam y Pandey 2009); se componen de piel y semillas de
diferentes formas y tamafios que normalmente no tienen mas uso y son comdnmente
desechados (Ayala-Zavala et al. 2010). Los subproductos contienen valiosas sustancias
como azucares, acidos organicos, proteinas, compuestos fendlicos, fibra dietaria, vitaminas
y minerales, que pueden ser de interés en las industrias alimentaria, farmacéutica, quimica y
cosmética (Maisuthisakul y Gordon 2009, Vélez et al. 2009). Por ejemplo el polvo obtenido a
partir de piel de frutas, puede ser utilizado como fuente de fibra dietaria y antioxidante, que
puede afiadirse a productos de panaderia, carnicos y otros productos alimenticios (Samonte
y Trinidad 2013).

1.1.1 Mango.

El mango (Mangifera indica L.), pertenece a la familia Anacardiaceae, es una de las frutas
tropicales mas cultivadas en el mundo (Ashoush y Gadallah 2011), con una produccién
mundial de mas de 38 millones de toneladas en el 2011 (FAO 2011). En el Ecuador es un
producto de gran importancia econémica, ya que el pais es el cuarto productor en
Latinoamérica, después de México, Brasil y Perl. Se cultiva principalmente en la provincia
del Guayas (90%) con una superficie aproximada de 7700 ha registradas en plena
produccion dentro del gremio, y de las cuales, 6500 ha aproximadamente estan dedicadas a
exportacion; las restantes al consumo nacional o a la elaboracién de jugos y concentrado de
mango (Revista El Agro 2012). El mercado exterior para esta fruta es especialmente
importante en Estados Unidos, a donde va el 90% de las casi 10 millones de cajas que el
pais exporta todos los afios; la cantidad representa alrededor de 25 millones de délares
(Diario Hoy 2012).

Durante el procesamiento del mango se genera alrededor del 35-60 % de subproductos del
peso total de la fruta, dependiendo de la variedad (Schieber et al. 2003), compuestos por

piel (9-40 %) y pulpa adherida a la piel (7-24 %) (Berardini et al. 2005), considerandose un



importante subproducto que no se utiliza actualmente para fines comerciales, a pesar de la

valiosa cantidad de compuestos bioactivos que posee (Abdeldaiem y Hoda 2012).

Varios estudios han demostrado que extractos de esta fruta poseen actividades antivirales,
antibacterianos, analgésicos, anti-inflamatorios (Barreto et al. 2008). Maisuthisakula y
Gordon (2009), muestran que en la semilla la actividad antioxidante es notable, inclusive
mas alta que en la pulpa misma, por ser una fuente importante de compuestos bioactivos,
como polifenoles, carotenoides, mangiferina, catequina, acido benzoico y galico, entre otros.
Sumaya-Martinez et al. (2012) mencionan que en la piel existe alta concentracién de acido
galacturénico, mientras que en la semilla predominan acidos grasos y compuestos de

naturaleza fendlica con actividad antioxidante y antiinflamatoria.

1.1.2 Guayaba.

La guayaba (Psidium guajava L.) pertenece a la familia Myrtaceae (Vasquez-Osorio et al.
2013), originaria de América, donde Brasil, Colombia, México y Venezuela producen
cantidades significativas de esta fruta (Jiménez-Escrig et al. 2001). Es una especie que se
encuentra practicamente en todas las areas tropicales y subtropicales del mundo, se
caracteriza por su alta capacidad de propagaciéon (Wu et al. 2009). De acuerdo a
la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO), la
produccion en el mundo fue cerca de 39 millones de toneladas en el 2011. Mientras que a
nivel nacional segun el Instituto Nacional de Estadistica y Censos (INEC), para el afio 2012
fue de 1.353 toneladas métricas, siendo las provincias de Pastaza, Tungurahua y Morona

Santiago las que mayor volumen de produccion (Lépez 2008).

La guayaba tiene un reconocido valor nutricional, gracias a su alto contenido de &cido
elagico, antocianinas, vitamina C, provitamina A, antioxidantes, fibra y carotenoides,
especialmente licopeno (Kong y Ismail 2011), se la utilizada en la industria como materia
prima en procesos de confiteria, reposteria, elaboracion de jugos, néctares y bocadillos
(Jiménez-Escrig et al. 2001). Asi mismo, destacando sus propiedades bioldgicas, se la
emplea como antidiabético, antiinflamatorio, antibacteriano y antiespasmaddico para el
tratamiento de problemas digestivos, catarro, tos y en afecciones de la piel (Nantitanon et al.
2010) .

En la industria alimenticia, la guayaba genera subproductos (piel, pulpa y semillas),
alrededor del 30 % del peso de la fruta (Thongsombat et al. 2007) provenientes de las

diferentes etapas de produccion: trituracion 5 %, refinacién 12 % y tamizado 8 % (Kong et al.



2010); que generalmente es utlizado para la alimentacion animal y la fertilizacion
(Thongsombat et al. 2007).

Jiménez-Escrig et al. (2001) sefialan que la piel y pulpa de la guayaba se puede utilizar
como una nueva fuente de fibra dietaria y antioxidantes. Otros estudios han reportado que
las semillas de guayaba se pueden considerar como una potencial fuente de antioxidantes
que pueden ser explotados como agentes conservantes de alimentos o nutracéuticos
(Vasco et al. 2008, Wu et al. 2009, Castro-Vargas et al. 2010).

1.2 Antioxidantes

Mucha atencién se ha centrado en la actividad de los antioxidantes naturales presentes en
frutas y verduras, ya que potencialmente estos componentes pueden reducir el nivel de
estrés oxidativo. El estrés oxidativo se ha definido como una alteracion en el estado de
equilibrio de los sistemas pro-oxidante y antioxidante en las células, provocando dafio
oxidativo a lipidos, proteinas, hidratos de carbono y acidos nucleicos, lo que contribuye a la

disfuncion patolégica en el organismo (Aymoto et al. 2005).

Arnao et al (2001), define a los antioxidantes como “aquellos compuestos capaces de
impedir o prevenir la oxidacion de distintas moléculas de importancia biol6gica oxidandose
ellos en su lugar”. En términos quimicos lo que hacen es eliminar esa capacidad que tienen
las sustancias oxidantes de sustraer electrones a otras moléculas (Lim et al. 2007). Esta
actividad parece estar relacionada con la capacidad quelante, inhibicién de la lipoxigenasa y

captura de radicales libres (Quirds Sauceda et al. 2012).

Los antioxidantes se obtienen principalmente a partir de dos rutas; sintesis quimica y los de
extraccion de fuente natural (Nantitanon et al. 2010). Los antioxidantes sintéticos como
butilado hidroxitolueno (BHT) e hidroxianisol butilado (BHA) se utilizan a menudo en la
elaboracion de alimentos procesados (Ajila et al. 2007b). Por su parte los antioxidantes
naturales presentes en los alimentos y otros materiales biolégicos han atraido un
considerable interés debido a su seguridad y potencial valor nutricional y terapéutico, por su
alto potencial en profilaxis y tratamiento de muchas enfermedades degenerativas causadas
por reacciones oxidativas (Nantitanon et al. 2010); reduciendo el riesgo de padecer
enfermedades cardiovasculares y neurologicas (Aymoto et al. 2005), diversos tipos de

cancer, cataratas, diabetes, hepatitis, artritis (Shivashankara et al. 2004).

Entre los compuestos que pueden actuar como antioxidantes se encuentran vitaminas C y
E, carotenoides, antocianinas, flavonoides y otros compuestos fendlicos (Ayala-Zavala et al.

2011); de hecho estos compuestos han demostrado tener efectos antimicrobianos, que
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juegan un papel importante en la proteccién de las frutas contra agentes patégenos, que
penetran la membrana celular de los microorganismos y causan lisis (Ayala-Zavala et al.
2011).

Dentro de los antioxidantes se puede destacar los polifenoles, por ser los compuestos
bioactivos mas abundantes en la dieta, producto del metabolismo secundario de las plantas;
Su extraccion se realiza generalmente con disolventes acuoso-organicos (Arranz Martinez
2010, Pérez-Jiménez y Torres 2011) y dependerd de la naturaleza quimica y del grado de
polimerizacién de los compuestos, método de extraccion (polaridad de los solventes),
tamafio de particula de la muestra y de las sustancias que pueden ejercer un efecto de

interferencia (Pérez-Jiménez y Torres 2011).

Independientemente del tipo de disolventes que se utilice, la extraccibn siempre es
incompleta y una cantidad de compuestos fendlicos puede quedar en los residuos de la
extraccion (Pérez-Jiménez y Saura-Calixto 2007). Por ello, se pueden dividir en polifenoles
extraibles (PE), aquellos que se solubilizan en los disolventes acuoso-organicos y
polifenoles no extraibles (PNE), los que quedan retenidos en el residuo resultante tras la
extraccion acuoso-organica (Arranz Martinez 2010). Los compuestos extraibles poseen
pesos moleculares bajos o medios, mientras que los no extraibles son compuestos con un
peso molecular elevado o polifenoles de bajo peso molecular unidos a los componentes de
la matriz de la fibra dietética o a proteinas que se encuentran en los residuos de dicha
extraccion acuoso-organica o también pueden quedar atrapados en la matriz vegetal

inaccesibles a los disolventes (Pérez-Jiménez y Torres 2011).

Segun su estructura quimica los PE ademas pueden dividirse en estructuras simples como
son los &cidos fendlicos que a su vez pueden encontrarse libres o esterificados, en
flavonoides y en otras estructuras mucho mas complejas; por su parte los PNE incluyen
taninos hidrolizables y proantocianidinas de alto peso molecular o también llamados taninos

condensados (Tarascou et al. 2010, Pérez-Jiménez y Torres 2011).

1.2.1 Fuentes de antioxidantes.

Las frutas y vegetales contienen gran cantidad de antioxidantes incluyendo compuestos
fendlicos, carotenoides, antocianinas, acido ascorbico y tocoferoles (Ajila et al. 2007b);
siendo los subproductos agroindustriales una fuente potencial de compuestos antioxidantes
(Ayala-Zavala et al. 2010). En la Tabla 1 se muestras las diferentes fuentes de antioxidantes
generadas de subproductos agroindustriales que normalmente se desecha (Ajila et al.
2007D).
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Tabla 1. Fuentes antioxidantes de subproductos agroindustriales.

Fruta Subproducto Compuesto principal Referencia
Aguacate Piel, pulpa, Acido ascorbico, galico,  (Ayala-Zavala et al. 2011)
semilla compuestos fendlicos
Guayaba Piel, pulpa, semilla Acido ascorbico, (Jiménez-Escrig et al. 2001,
carotenoides, licopeno, Kong y Ismail 2011)
vitaminas Ay B, acido
elagico, flavonoides
Mango Piel, semilla, pulpa Acido gélico, mangifera,  (Ajila et al. 2007b, Masibo y
gueretina, acido elagico, He 2008, Ribeiro et al. 2008)
taninos, polifenoles,
vitaminas C y A, &acido
ascorbico
Manzana Piel Proantocianinas (Gofii y Hervert-Hernandez
(B1, B2), flavonoides, 2011)
antocianinas, acido
fendlico
Limoén Piel, otros residuos Hesperidina, eriocitrina (Gofii y Hervert-Hernandez
sélidos 2011)
Uva Piel, pepas Quercetina, flavonoides, (Saura-Calixto y Larrauri

compuestos fendlicos,

antocianinas

Garcia 1999, Goiii y Hervert-
Hernandez 2011)

Fuente: La autora

1.2.2 Determinacion de actividad antioxidante y fenoles totales.

Se han desarrollado diversas metodologias para estimar la actividad antioxidante no

enzimatica de vegetales y sus derivados, basados en: capacidad secuestrante de radicales

libres, poder antioxidante de reduccion férrica y capacidad de inhibir la oxidacion lipidica

(Thaipong et al. 2006, Pérez-Jiménez y Saura-Calixto 2007).
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Los métodos mas empleados son:

DPPH.- Método descrito por Brand-Williams et al. (1995), se basa en cuantificar la
capacidad captadora de radicales libres de un extracto, es decir en la reduccion del
cation radical DPPH" frente a los antioxidantes de la muestra, provocando la
decoloraciéon del mismo (Molyneux 2004, Huang et al. 2005). Posee una banda de
absorcion a 515 nm (Thaipong et al. 2006).

Capacidad de inhibir la oxidacion lipidica (FTC).- Conocido también como método
del tiocianato férrico (FTC). Este método colorimétrico cuantifica la cantidad de
peréxido que reacciona con el cloruro ferroso para producir tiocianto férrico,
generando un compuesto coloreado, que entre mas intenso es, mayor sera la
oxidacién (Farrukh et al. 2006).

ABTS.- Este método mide la capacidad captadora de radicales libres, a través de la
decoloracién del radical ABTS™, que se absorbe a una longitud de onda de 734 nm
(Arnao et al. 2001). De esta manera, el ABTS™ reacciona con el compuesto
polifendlico, ocasionando la formacion del ABTS (incoloro) y la oxidacion del
compuesto polifendlico. Entre mayor es la actividad antioxidante del polifenol, mayor
es la decoloracién generada sobre el ABTS™ (Re et al. 1999).

FRAP.- Método descrito por Benzie & Stran (1996), en donde se cuantifica el poder
de reduccion del hierro, basada en la habilidad de los compuestos para reducir los
complejos amarillos férricos a complejos azules ferrosos por la accion
electrodonadora de los antioxidantes, la medida del complejo azul
espectroscépicamente indica la capacidad reductora total (Benzie y Strain 1996). Se
evalla la actividad antioxidante de una muestra de acuerdo con su capacidad para
reducir el hierro férrico (Fe*®) presente en un complejo con la 2,4,6-tri(2-piridil)-s-
triazina (TPTZ) hasta la forma ferrosa (Fe*?), que tiene su maxima absorcién a 593
nm (Thaipong et al. 2006).

Contenido de fenoles totales.- Este método consiste en la reaccion entre el
reactivo de Folin Ciocalteu de color amarillo y los grupos fendlicos presentes en la
muestra, lo cual produce un complejo de color azul con maxima absorcion a 725 nm
(Restrepo-Sanchez et al. 2009). Se fundamenta en su caracter reductor y posterior

neutralizacion con Na>COs (Thaipong et al. 2006).
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1.3 Fibra dietaria

La fibra dietaria (FD) se ha definido tradicionalmente como la parte comestible de la planta
que es resistente a la hidrdlisis por las enzimas digestivas (Saura-Calixto 1998, Figuerola et
al. 2005). Esta constituido por polisacaridos, oligosacaridos y lignina, asi como por
compuestos no estructurales como gomas y mucilagos (Grigelmo-Miguel et al. 1999,
Chantaro et al. 2008).

La mayor parte de los productos comercializados como fuente de fibra contienen salvados
de trigo o avena como constituyente principal (Saura-Calixto y Larrauri Garcia 1999). No
obstante, esta demostrado que las fibras obtenidas a partir de frutas resultan de mayor
calidad, debido a que presentan una composicién mas equilibrada, menor contenido calérico
y acido fitico, mayor capacidad de retencién de agua y aceite, comparado con la FD
proveniente de cereales (Saura-Calixto 1998). Su importancia radica en las propiedades
fisiol6gicas en el organismo, ayudando a prevenir la presencia de enfermedades silenciosas
(Matos-Chamorro y Chambilla-Mamani 2010), su ingestibn se ha relacionado con la
prevencién, reduccion y tratamiento de enfermedades cardiovasculares, diabetes, colesterol
y desdérdenes gastrointestinales; reduciendo el riesgo de desarrollar algunos tipos de cancer;
asi como sus efectos en las propiedades funcionales tecnolégicas en los productos
alimentarios (Figuerola et al. 2005).

La obtencion de fibra dietaria a partir de subproductos de frutas se presenta como una
alternativa tanto para un manejo adecuado de los desechos sdlidos y disminucion de la
degradacion del medio ambiente, como en la generacién de nuevas fuentes de fibra dietaria
con caracteristicas Unicas y aplicables, ya sea en la preparacion de alimentos funcionales o
formas farmacéuticas, con apreciable cantidad de colorantes y compuestos antioxidantes
que han demostrado tener diversos efectos positivos para la salud (Ayala-Zavala et al.
2011). Estudios muestran la adicion de fibra a los alimentos en productos como panaderia,
bebidas, confiteria, lacteos, carne y pastas (Gofii y Hervert-Hernandez 2011), por su bajo
costo, como una alternativa para sustituir parcialmente la harina, grasa o azucar (Martinez et
al. 2012).

1.4 Fibra dietaria antioxidante

La fibra dietaria antioxidante (FDA) se refiere “aquella materia prima con un elevado
porcentaje de fibra dietética y cantidades apreciables de antioxidantes naturales asociados a

la matriz del conjunto de compuestos no digestibles” (Sayago-Ayerdi y Gofii 2010); que
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cumplen un papel importante en la prevenciobn de enfermedades cardiovasculares y

gastrointestinales (Rufino et al. 2011).

Para que un material vegetal sea considerado como FDA debe cumplir los siguientes
requisitos: su contenido en fibra dietaria (FD) debe ser al menos del 50 % expresado en
base seca; 1 g de este material debe tener una capacidad de inhibir la oxidacion lipidica
equivalente, al menos equivalente a 200 mg de vitamina E y una capacidad secuestrante de
radicales al menos equivalente a 50 mg de vitamina E; y finalmente la actividad antioxidante
debe ser una propiedad intrinseca del material, derivada de sus constituyentes naturales y

no por adicién de antioxidantes (Saura-Calixto 1998).

Para el desarrollo de procesos tecnoldgicos, la industria alimenticia busca generar alimentos
e ingredientes funcionales que integren las propiedades de la fibra con compuestos
bioactivos asociados (carotenoides, tocoferoles, flavonoides, etc.) (Saura-Calixto 1998), a
pesar de que en la mayoria de casos se los suele estudiar por separado (Sayago-Ayerdi y
Goiii 2010).

Una de las fibras antioxidantes de origen natural es la obtenida de la pulpa de uva con un
alto contenido de FD (65 a 80 g/100 g) y de compuestos bioactivos asociados equivalente a
200 - 400 mg «-tocoferol para inhibir la oxidacién lipidica y capacidad secuestrante de
radicales libres equivalente a 50 - 100 mg «-tocoferol por cada gramo de muestra (Saura-
Calixto y Larrauri Garcia 1999, Rufino et al. 2010, Saura-Calixto 2010); utilizada para la
formulacion de productos céarnicos, donde se ha observado que retarda el proceso oxidativo
durante su almacenamiento (Sayago-Ayerdi y Gofii 2010). Asi mismo, Jiménez-Escrig et al.
(2001), estudiaron en piel y pulpa de guayaba el contenido de FDA, obteniendo 50 a 67
g/100 g de FD, con una actividad antioxidante por gramo de muestra, equivalente a 50 - 105

mg «- tocoferol.
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2. OBJETIVOS DEL PROYECTO
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2.1 General

Aportar con ingredientes ricos en fibra y antioxidantes a la industria alimentaria a partir de
subproductos.

2.2 Especifico

Conocer la potencialidad de los subproductos de mango (Mangifera indica L.) y guayaba
(Psidium guajava L.) como fuente de fibra dietaria antioxidante.
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3. MATERIALES Y METODOS
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3.1 Muestras

Se trabajo con subproductos de mango (Mangifera indica L.) variedad Tommy Atkins y
guayaba (Psidium guajava L.) variedad Red, obtenidos de la empresa Agroficial S.A. de la
ciudad de Guayaquil. Los subproductos corresponden a la piel y pulpa adherida para el
mango; y piel, semillas y pulpa adherida para la guayaba.

Estos subproductos se deshidrataron hasta una humedad inferior al 10 %, a una
temperatura entre 55 a 60 °C por 48 horas en el caso del mango y 45 a 50 °C por 36 horas
para la guayaba. Posteriormente se trituraron utilizando un molino vibratorio de discos

Retsch hasta un tamafio de particula entre 125y 250 pum.

3.2 Método experimental

3.2.1 Extraccién de antioxidantes.

La metodologia se realiz6 segun lo descrito por Pérez-Jiménez y Saura-Calixto (2007). En la
Figura 1 se detalla el procedimiento aplicado. Se pes6 0,5 g de muestra de cada
subproducto por triplicado en tubos para centrifuga; a cada uno se coloc6 20 mL de
metanol/agua (50:50 v/v, pH 2 acidificados con HCI 2N), tras lo que se agit6é en el mezclador
horizontal marca GFL (modelo 3018) durante 1 hora a 180 rpm. Luego de la maceracion
dindmica, se pasO por una centrifuga marca CLAY ADAMS® Brand DYNAC® (Becton,
Dickinson and Company, MD, USA) a 2800 rpm por 30 minutos, se separ0 el sobrenadante
del residuo, este ultimo se traté con 20 mL de acetona/agua (70:30 v/v) y se agitdé durante 1
hora a 180 rpm.

Tras centrifugar nuevamente a 2800 rpm por 30 minutos, se obtuvo un residuo y un
sobrenadante que se combiné con el anterior para obtener la fraccion 1. El residuo sobrante
se dejo secar en el extractor de gases marca LABCONCO por 12 horas, para que se
evaporen completamente los solventes utilizados. A continuacién se tomoé los pesos de cada
tubo con los residuos libres de solvente. La determinacion de actividad antioxidante se

realizé de los sobrenadantes (Jiménez-Escrig et al. 2001).
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‘ 0.5 g de muestra ‘

v

20 mL MeOH-H,0O d.d
(50:50, v/v) pH 2 con HCI 2N

3

‘ Agitar 180 rpm / 1 hora ‘
v
Centrifugar 2850 rpm / 30 min.

v

‘ Separacion por decantacion ‘

v v
Sobrenadante A ‘ ‘ Residuo ‘
Combinar sobrenadantes: 20 mL acetona-H,O d.d
Fraccion 1 e (70:30, v/iv)
(Polifenoles extraibles) ¢

v

Determinar capacidad

Agitar 180 rpm / 1 hora

antioxidante L
Centrifugar 2850 rpm /
30 min.
[
v v
—{ Sobrenadante B ‘ ‘ Residuo }—» Registrar peso
v
0.2 g residuo
+
20 mL H,O d.d
+
2 mL H,SO, (concentrado)
v
‘ Incubar 85 °C / 20 hs ‘
¥
Centrifugar
2850 rpm / 30 min.
v
‘ Separacion por decantacion ‘
v ‘ v
‘ Sobrenadante ‘ ‘ Residuo ‘
l v
Lavar 2 veces con H,O d.d
Combinar
sobrenadates v
) ) Aforar a 50 mL con Centrifugar
Determinar capacidad H.0 d.d 2850 rpm / 15 min.
antioxidante 2" 3
Fraccion 2
(Taninos ‘Separacic’)n por decantacic’m‘
hidrolizables)
¥ ¥
Sobrenadante ‘ ‘ Residuo }—» Registrar peso
v
5 mL HCI/ butanol
(5:95, viv)
v
Incubar 100 °C /3 hs
v
Centrifugar
2850 rpm / 30 min.
v

‘ Separacién por decantacion ‘

- : Fraccion 3 V—‘ﬁ
Determinar capacidad (Taninos i
antioxidante ] ‘ﬁ{ Sobrenadante ‘ ‘ Residuo ‘
condensados)

.

Figura 1. Obtencion de extractos para cuantificacion de actividad antioxidante.

Fuente: La autora
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Para determinar la actividad antioxidante asociada a los residuos generados en la fase

anterior, se desarroll6é dos tratamientos diferentes sobre los mismos:

- Extraccion de taninos hidrolizables (fraccion 2). 200 mg del residuo se mezclaron con 20
mL de agua y 2 mL de acido sulfurico concentrado. A continuacion, las muestras se
incubaron durante 20 horas a 85 °C con agitacion constante en el bafio maria marca GFL
(modelo 1003). Se centrifugd y recogié los sobrenadantes.

Después de dos lavados con agua destilada, el volumen final se llevé a 50 mL. En este

sobrenadante se determina la actividad antioxidante.

- Extraccion de taninos condensados (fraccion 3). Los residuos de la fraccidén 2 se trataron
con HCl/butanol (5:95, v/v) a 100 °C durante 3 horas en la estufa MEMMERT (modelo

420101) y en este sobrenadante se determindé la actividad antioxidante.

3.2.2 Cuantificacion de la actividad antioxidante.

Con la finalidad de evaluar el modo de accién e interacciones sinérgicas de los compuestos
antioxidantes (Pérez-Jiménez y Saura-Calixto 2007), se emplearon cuatro métodos para
cuantificar la actividad antioxidante total de los subproductos de mango y guayaba: DPPH,
FTC, ABTS y FRAP. La actividad antioxidante se evalué por triplicado en cada fraccién y los

resultados se los report6 de la sumatoria de las fracciones 1, 2 'y 3.

3.2.2.1 Capacidad secuestrante de radicales libres mediante el método DPPH.

Para la determinacion de la actividad antioxidante evaluada por DPPH, se emple6 el método
descrito por Brand-Williams et al. (1995), con modificaciones descritas por (Thaipong et al.
2006). Los resultados se expresaron como miligramos equivalentes de a-tocoferol por gramo
de muestra en base seca (mg Ea-T/g de muestra BS). En la Figura 2 se presenta el

procedimiento aplicado. Los datos y calculos se detallan en el Anexo A.
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Muestras

Preparacion de reactivos

Solucién stock:
24 mg DPPH

aforar en 100 mL MeOH

v

DPPH:

+
45 mL MeOH

Solucién Trabajo

10 mL solucién stock

v

con MeOH a:

Ajustar absorbancia

1.1+0.02; A:515 nm

Mango

Alicuota Aforo
(mL)  MeOH (mL)
Fraccion 1: 0.05 1
Fraccion 2: 0.12 0.15

Fraccion 3: 0025 0.15

Guayaba

Alicuota Aforo
(mL)  MeOH (mL)

Fraccion 1:  0.025 0.15
Fraccion 2: 0.13 n.a
Fraccion 3: 0.15 1

v

v

0.150 mL de cada fraccion
+
2.85 mL
solucion trabajo DPPH

0.150 mL de cada fraccion
+
2.85mL
solucién trabajo DPPH

Estandares a — Tocoferol

(Ea-T)

Solucion madre
(SMa-T):
Co: 413 mg/L

0.043 g a-Tocoferol
aforar en 100 mL
EtOH

v

Ea-T1
Co: 10 mg/L
0.6 mL de SMa-T
aforar en 25 mL
EtOH

v

v

v

Mantener en oscuridad/24 hs

Mantener en oscuridad/24 hs

Leer absorbancia Leer absorbancia
a 515 nm a 515 nm

0.150 mL de Eo-T1
+
2.85 mL
solucién trabajo
DPPH

v

Mantener en
oscuridad/24 hs

v

Leer absorbancia

a 515 nm

Se repite el mismo procedimiento
para:

-Eo-T2:3.8mLSMa-T | & 63
-Ea-T3: 75mLSMa-T | & = 124
-Ea-T4:11.3mL SMa-T> £ 5 187
: g £
-Ea-T5:15mLSMa-T | ¢ € 248
-EaT6:20mLSMa-T | § 330

Fuente: La autora

Figura 2. Determinacién de actividad antioxidante mediante método DPPH.

3.2.2.3 Capacidad de inhibicion de la oxidacién lipidica, mediante el método de

tiocianato férrico (FTC).
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Se llevd a cabo segun el método descrito por Kikuzaki y Nakatani (1993), modificado por
Larrauri et al. (1997b). En la Figura 3 se describe el procedimiento seguido. Los resultados
se expresaron como miligramos equivalentes de a-tocoferol por gramo de muestra en base

seca (mg Ea-T/g de muestra BS). Los datos y calculos se detallan en el Anexo B.



Preparacion de reactivos

Aceite vegetal 2.51 %:

1.13 mL de aceite
completar volumen a 45 mL
EtOH al 99.5%

Etanol 75 %:

75.4 mL de EtOH 96%
aforar a 100 mL con H,O d.d

Tiocianato de amonio 30 %:

3 g de tiocianato de amonio
aforar a 10 mL con H,O d.d

Sulfato ferroso 20 mM:

0.056 g de sulfato ferroso
aforar a 10 mL con HCI 3.5 %

+

4.7 mL EtOH 75 %

0.1 mL tiocianato de amonio 30 %

v

Adicionar 0.1 mL sulfato ferroso

v

Agitar con vortex, dejar reaccionar
por 3 min.

v

Leer cada hora a 500 nm, hasta
alcanzar la maxima oxidacién

Muestras Estandares a — Tocoferol
(Ea-T)
Solucién madre
Mango Guayaba o — Tocoferol
Alicuota Aforar Alicuota  Aforar (SMa-T)

3 (T)L;o MiOH (mL) 3 (mL) MeOH (mL) Co: 413 mg/L
Fraccion 1: - a Fracc!on 1: 0.75 15 0.043 g a-Tocoferol
Fraccion 2: 1.5 Fraccion2 1.5 n/a aforar en 100 mL EtOH
Fraccion 3: 0.75 15 Fraccion 3: 1.00 15

\ Ea-T1
¢ Co: 10 mg/L
0.6 mL de SMo-T
5 Tomar 0.5 mL de cada fraccion me-de ¢
20 aforar en 25mL
22 v EtOH
= g Adicionar 0.5 mL de aceite 2.51 % T
oS ¥ 0.5 mL Eo-T1
g3 20 +
28 1 mL buffer pH 7 S )
8= + 3T 0.5 mL de aceite
0.5 mL H,0 d.d cSX 2.51%
cg +
¢ S 3 1 mL buffer pH 7
) o £ +
Agitar con vortex n 0.5 mL H,0 d.d
0.1 mL solucién trabajo Agitar con vortex
+

v

0.1 mL solucién
trabajo
+
4.7 mL EtOH 75 %
+
0.1 mL tiocianato
de amonio 30 %

!

Adicionar 0.1 mL
sulfato ferroso

v

Agitar con vortex,
dejar reaccionar
por 3 min.

v
Leer cada hora a
500 nm, hasta |/
alcanzar la
méaxima oxidacion

Se repite el mismo procedimiento
para:

-Ea-T2: 3.8 mL SMa-T | § 63
-Eo-T3:7.5mLSMo-T | G - 124
-Ee-T4: 113 mL SMo-T £ 5, 187
-E¢-T5:15mL SMa-T | 3 E 248
- Ea-T6: 20 mL SMa-T § 330

Figura 3. Determinacién de actividad antioxidante mediante método FTC.

Fuente: La autora
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3.2.2.4. Capacidad secuestrante de radicales libres mediante el método ABTS.

Este método esta basado en lo descrito por Arnao et al. (2001); con modificaciones descritas
por Thaipong et al. (2006). Los resultados se expresaron como micromoles equivalentes de
trolox por gramo de muestra en base seca (umol ET/g de muestra BS). En la Figura 4 se
detalla el procedimiento aplicado. Los datos y calculos se detallan en el Anexo C.

( N

Preparacidn de reactivos

Solucién stock ABTS:
7.4 mM ABTS (2.03 mg de ABTS en 0.5 mL H,0)
+

2.6 mM persulfato de potasio (0.35 mg de K;S,0g en 0.5 mL MeOH)

Mantener en oscuridad por 12 horas a temperatura ambiente

v

Solucion Trabajo ABTS:

1 mL solucién stock ABTS
+

60 mL MeOH

v

Ajustar absorbancia
con MeOH:
1.1 £0.02; A:734 nm

Muestras Estandar Trolox (ET)
Guavaba Solucion madre
Mango y (SMT)
Alicuota  Aforo Alicuota  Aforo )
(mL)  MeOH (mL) MeOH Co: 973 uM
(mL) (mL)
0.025 g Trolox
Fraccion 1: 0.20 1 Fraccién 1: 0.075 0.150 aforar en 100 mL
Fraccion 2: 0.150 nla Fraccion 2: 0.14 0.150 MeOH
Fraccion 3: 0.100  0.150 Fraccién 3: 0.100 1 $
T T ET1
Y Co: 23
0.150 mL de cada fraccién 023 M N
+ 0.6 mL de SMT
2.85mL aforar en 25 mL
L. . MeOH
solucion trabajo Se repite el mismo procedimiento
¢ ‘ para:
- 0.150 mL ET1
Mantener en oscuridad/2 + CET2:38mLSMT | © 148
hs 285ml. CET3 75mLSMT | & .. 202
3 solucion rabajo | & ey 11 3mLsuT} £3 440
- v -ET5: 15mLSMT | &= 584
Leer absorbancia -ET6:20mLSMT | & 778
734 nm Mantener en o
ars oscuridad/2 hs
Leer absorbancia [/
a 734 nm

Figura 4. Determinacién de actividad antioxidante mediante método ABTS.

Fuente: La autora

24



3.2.1.2.3 Poder antioxidante de reduccién férrica (FRAP).

Para determinar la actividad antioxidante mediante FRAP, se utiliz6 el método descrito por
Benzie y Strain (1996) con modificaciones descritas por Thaipong et al. (2006). Los
resultados se expresaron como micromoles equivalentes de trolox por gramo de muestra en

base seca (umol ET/g de muestra BS). En la Figura 5 se presenta el procedimiento seguido.

Los datos y calculos se detallan en el Anexo D.

Preparacion de reactivos

TPTZ 10 mM
7.8 mg de TPTZ

10 mL HCI 40 mM

+

Buffer acetato pH 3.6

3.1 g acetato de sodio trihidratado

(CzHgNﬁOz.gHzo)
+

16 mL &cido acético
(C2H40y)

Aforar a

1000 mL

con H,O
d.d.

Muestras

Cloruro de hierro (ll1)
hexahidratado
(FeCI3.GHZO) 20 mM

54.04 mg de FeClz.¢H0
aforar a 10 mL con H,O d.d.

Solucién Trabajo FRAP:

2.5mL TPTZ 10 mM
+
25 mL buffer acetato pH 3.6
+
2.5 mL de FeCls.gH,O 20 mM

v

Llevar a 37 °C en bafio maria

antes de utilizar

0.150 mL de cada
extracto
(fracciones 1,2,3)

v

2.85 mL
solucién trabajo
FRAP

v

Leer luego de 30
min.
A: 593 nm

Estandares Trolox (ET)

Solucién madre
Trolox (SMT)

Co: 973 uM
0.025 g Trolox
aforar con 100 mL
MeOH

v

ET1
Co: 20 uM
0.5 mL de SMT
aforar con 25 mL
MeOH

v

0.150 mL ET1
+
2.85mL
solucién trabajo
FRAP

v

Leer luego de 30
min.
A: 593 nm

Se repite el mismo procedimiento para:

c
-ET2:3.8 SMT S 148
-ET3:7.5 SMT g2 202
-ET4:11.3 SMT > £ I 440
-ET5:15 SMT § 584
- ET6: 20 SMT g 7

Figura 5. Determinacién de actividad antioxidante mediante método FRAP.

Fuente: La autora
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3.2.3 Determinacién de fenoles totales.

El contenido de fenoles totales (FT) se determiné por el método colorimétrico de Folin-
Ciocalteu, adaptado al de Swain & Hillis y modificado por Thaipong et al. (2006). Se

construyé una curva patrén usando como estandar acido gélico (0-0,1 mg/mL). Los

resultados se expresaron como miligramos equivalentes de acido galico por cada 100
gramos de muestra en base seca (mg EAG/ 100 g BS). En la Figura 6 se detalla el
procedimiento aplicado. Los datos y célculos se detallan en el Anexo E.

Preparacion de reactivos
Solucién estandar
acido galico (SEAG):
Co: 0.2435 mg/mL
0.005 g acido galico
aforar en 25 mL MeOH
Muestras Estandar (ET)
Mango Guayaba ET1
Co: 0.021 mg/mL
Alicuota  Aforo Alicuota  Aforo Tomg:;]A?;L de
L MeOH (mL L) MeOH (mL
(mt) eoH (mL) (mb) eOH (mL) aforar en 10 mL
Fraccion 1: 0.1 1 Fraccion 1: 0.05 0.15 MeOH
Fraccion 2:  0.150 n/a Fraccién 2:  0.150 n/a i
Fraccion 3:  0.075 0.150 Fraccién 3:  0.10 1 Tomar 150 pL
[ I
de ET1
Tomar 150 pL de cada ¢
fraccion
Adicionar 2400 pL
v de H,0 d.d
Adicionar 2400 pL de H,O d.d I
Colocar 150 pL
¢ de reactivo
Folin-C al 0.25 N
Colocar 150 pL de reactivo ¢
Folin-C al 0.25 N
Agitar con vortex
¢ y dejar reaccionar
por 3 min.
Agitar con vortex y dejar
reaccionar por 3 min. ¢
$ Adicionar 300 pL
L de Na,CO;3; 1N
Adicionar 300 pL de Na,CO3;
1IN ¢
$ Agitar con vortex
Agitar con vortex y dejar y dejar reacionar
reacionar por 2 hs en la por2hsen la
oscuridad oscuridad
Leer absorbancia a 725 nm Leer absorbancia
a725nm

Se repite el mismo procedimiento
para:

-ET2: 2mL SEAG™ ©  0.041
> ET3: 3mL SEAG | 8 = 0,062
-ET4: 4 mL SEAG £ £ 0,083
ET5: 5mL SEAG | 3 £ 0,104
ET6: 6 mL SEAG § ~ 0,125

Figura 6. Determinacién de fenoles totales mediante el método de Folin-Ciocalteu.

Fuente: La autora
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3.2.4 Fibra dietaria total.

La prueba se realiz6 siguiendo el procedimiento del kit de fibra dietaria total de Megazyme,
basado en el método AOAC 991.43 y AACC 32-07.0 (Megazyme 2012), con modificaciones
en el proceso de filtrado (utilizando papel filtro en lugar de celite) y en el uso del buffer
fosfato pH 6,0 en vez de pH 8,2. En la Figura 7 se resume el procedimiento empleado.

s

1 g de muestra (por duplicado)
blanco (por duplicado)

v

50 mL de Buffer fosfato, pH 6
Ajustar el pH si no es igual a 6.0=0.1

v

50 pL de a — amilasa
Incubar 95 — 100 °C / 35 min.

v

Enfriar a 60 °C

v

100 pL de proteasa
Incubar 60°C / 30 min.

v

5 mL de HCI (0.561 N)
Corregir del pH entre (4.1 — 4.8)

v

200 pL amiloglucosidasa
Incubar 60°C / 30 min.

v

Adicionar 4 volimenes de EtOH 95%
caliente (aprox. 225 mL)/dejar reposar
por 60 min.

v

Filtrar, lavar con Etanol al 78% y 95%

y acetona
Desechafel filtrado 2 rejiduos
Secar a 103tc /12 horas
|
1 residujproteina 1 residut ceniza
\ |
FtT

Figura 7. Determinacion de Fibra Dietaria Total (FDT).
Fuente: Encalada, M. (2014).
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Se utiliza la diferencia de pesos entre la proteina y cenizas del residuo deshidratado para
corregir el valor de fibra total, a continuacion de detalla la metodologia utilizada para estos
dos parametros.

Cenizas.- Para establecer el porcentaje de cenizas, se aplicé el método gravimétrico AOAC
940.26. Determinacion de cenizas en frutas y derivados (AOAC 2005). Con ayuda de una
hornilla eléctrica, se carboniz6 los crisoles con los residuos obtenidos en la fase anterior,
hasta eliminar la mayor parte de materia organica posible. A continuacion se incinero las
muestras a una temperatura de 525 °C en la mufla THERMOLYNE (modelo F48015)
previamente calentada, hasta observar que las muestras se tornen blancas
(aproximadamente 5 horas). Pasado el tiempo de incineracién se transfirid los crisoles al
desecador por 1 hora, se enfri6 y pesé inmediatamente. El porcentaje de cenizas se

determind por diferencia de pesos.

Proteina.- Se determin6 por el método de la AOAC 920.152. Determinacion de proteina en
frutas y derivados (AOAC 2005), donde la muestra se cuantificé mediante la digestién en
medio &cido y destilacién con ayuda del equipo Kjeldahl (BUCHI), usando pastillas kjeldahl
como catalizador convirtiendo el nitrégeno organico en iones de amonio. Posteriormente se
realiz6 la valoracion del destilado con una base estandarizada; con este método se
determiné el contenido de nitrégeno para convertirlo a proteina corregido con el factor

numeérico constante de 6,25.

Los datos y calculos se detallan en el Anexo F.

3.3 Disefio experimental

La actividad antioxidante y fibra dietaria total se evalué por medio de un andlisis de varianza
(ANOVA) con un nivel de significancia de P<0,05, empleando el programa Minitab®
Statistical Software, version 16 (Minitab Inc., State College, PA, USA).
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4. RESULTADOS Y DISCUSIONES
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4.1 Actividad antioxidante

DPPH.- La actividad antioxidante cuantificada en subproductos de mango fue equivalente a
366 mg a-T/g BS, siendo mayor a lo reportado en guayaba (294 mg Ea-T/g BS) (Anexo H).
Como se puede apreciar en el Grafico 1, ambos subproductos superan la concentracion
equivalente a 50 mg de vitamina E por gramo de muestra, cumpliendo con el requisito para
ser considerados como fibra dietaria antioxidante (FDA) (Saura-Calixto 1998, Saura-Calixto
2010).

Al comparar los resultados obtenidos en el presente estudio, aplicando el método del DPPH,
con otros subproductos considerados como fuente de fibra dietaria antioxidante, se puede
notar que el mango y la guayaba poseen mayor actividad antioxidante que lo reportado por
Espinosa Cumbicus (2014) en banano (222 mg Ea-T/g BS) y cacao (208 mg Ea-T/g BS),

como se indica en el Grafico 1.

400

350 {

99}
Q300 {
o
=
[=}
E" 250
8 -
200
2 366
5 150 204
o
E 100 208
T Requisito
& B0 |om o oo o o o e e e e L, o e o N . — - — =R o . para FDA
o
0
Mango (piel Guayaba (piel, Banano (cascara)2 Cacao (cascara)?
adherida) semilla y pulpa

adherida)

n=3; BS: base seca; Ea-Tocoferol: equivalente a a-Tocoferol

Fuente: @Espinosa, C. (2014).

Grafico 1. Actividad antioxidante del subproducto de mango y guayaba medida por el método de
DPPH.

Capacidad de inhibicion lipidica (FTC).- En el Gréfico 2 se puede apreciar que los

subproductos de mango y guayaba mostraron una excelente capacidad para inhibir la
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oxidacion lipidica, equivalente a 511 mg a-Tocoferol/lg BS y 380 mg a-Tocoferol/g BS
respectivamente; superando en ambos casos el requisito para considerarlos como FDA, de
que un 1 g de muestra debe tener la capacidad de inhibir la oxidacion lipidica equivalente al
menos a 200 mg de vitamina E (Saura-Calixto 1998, Saura-Calixto 2010).

Comparando los resultados entre los subproductos de mango (511 mg a-Tocoferol/g BS) y
guayaba (380 mg a-Tocoferol/g BS), estudiados en la presente investigacion, se puede
observar que el mango posee mayor poder de inhibicién lipidica que la guayaba (Anexo H).
No se pudo hacer la comparacion de los resultados del presente estudio con otras

investigaciones, debido a que no se reportan en las mismas unidades.

600
2 |
0 500
2
©
E 400 <
o
(@]
S 300
LIUJ Lz 380 Requisito
g 200 = = = = = = e = e = = = = para FDA
e
L 100

0
Mango (piel adherida) Guayaba (piel, pulpa'y

semilla adherida)

n= 3; BS: base seca; Ea-Tocoferol: equivalente a a-Tocoferol

Grafico 2. Actividad antioxidante medida por el método FTC, en subproductos de mango y guayaba.

ABTS.- De acuerdo a los resultados mostrados en el Grafico 3, la actividad antioxidante
para mango fue equivalente a 339 umol de Trolox/g BS y para guayaba 211 umol Trolox/g
BS; presentando mayor potencial antioxidante el mango que la guayaba (Anexo H). Al
comprar estos resultados con otros estudios realizados en subproductos considerados con
gran actividad antioxidante, podemos notar que el mango y la guayaba presentan mayor
actividad antioxidante que lo reportado por Rufino et al. (2011) para acai (102 pmol

ETrolox/g BS) y similar a marafion (249 umol ETrolox/g BS).
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En relacion con otros subproductos con alta actividad antioxidante, se tiene que lo
encontrado por ABTS para mango (339 umol de Trolox/g BS) y guayaba (211 pmol Trolox/g
BS) superan notablemente a lo reportado por Bensadon et al. (2010) en la tuna verde (66
pmol de Trolox/g BS), tuna roja (65 umol de Trolox/g BS) y cladodios de nopal (52 umol de
Trolox/g BS); pudiendo ser considerados los subproductos de mango y guayaba como

fuente de antioxidantes.

Tuna verde (piel y semillas)c |GG

Maranén (pulpa)b 249 f
Acai (pulpa)2 102 o
Guayaba(piel,s_emillay pulpa 211 m
adherida)
Mango (piel adherida) 339 —
0 100 200 300 400

ABTS (umol ET/g BS)

n= 3; BS: base seca; ETrolox: equivalente a Trolox

Fuente: 2Rufino et al.(2011); Rufino et al.(2010); °Bensaddn et al. (2010).

Gréfico 3. Actividad antioxidante medida por el método ABTS, en subproductos de mango y guayaba.

FRAP.- El potencial antioxidante de los subproductos de mango y guayaba se estim6 a
partir de su capacidad para reducir el hierro férrico a ferroso (Martinez et al. 2012). En el
Gréfico 4, se puede apreciar que la actividad antioxidante medida mediante el método FRAP
para el mango fue equivalente a 67 umol Trolox/g BS y para guayaba 173 umol Trolox/g BS,
presentando mayor capacidad reductora los extractos de guayaba (Anexo H). Asi mismo, al
comparar estos resultados con otras investigaciones, podemos notar que el mango y la
guayaba superan a lo reportado por Bensadén et al. (2010) en los subproductos del cladodio

de nopal (52 umol ETrolox/g BS), tuna verde (40 umol ETrolox/g BS) y tuna roja (47 pumol
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ETrolox/g BS); de tal manera que el mango y la guayaba pueden ser considerados como
fuente de antioxidantes (Gréfico 4).

Tuna roja (piel y semillas)a -

Tuna verde (piel y semillas)a 40 H

Cladodio de nopal (piel)a 52 H

Guayaba (piel, semilla y pulpa

adherida) i3

Mango (piel adherida) 67 H

0 50 100 150 200

FRAP (umol ETrolox/g BS)

n= 3; BS: base seca; ETrolox: equivalente a Trolox

Fuente: 2Bensadon et al. (2010).
Grafico 4. Actividad antioxidante medida por el método FRAP, en subproductos de mango y guayaba.

4.2 Fenoles totales

El contenido de fenoles totales (FT) determinado en extractos de guayaba y mango se
ilustran en el Grafico 5. Con respecto al contenido de FT podemos apreciar que existe
mayor concentracion en el mango (6144 mg EAG/100 g BS) que en la guayaba (4434 mg
EAG/100 g BS) (Anexo H). Estos resultados se los puede comparar con otros subproductos
considerados fuente de compuestos fendlicos como agai (4330 mg EAG/100 g BS) (Rufino
et al. 2011) y con los reportados por Bensaddn et al. (2010) en cladodio de nopal (2690 mg
EAG/100 g BS), tuna verde (2760 mg EAG/100 g BS) y tuna roja (1540 mg EAG/100 g BS).

Vasco et al. (2008), para el contenido de polifenoles quienes probaron en 17 frutas
tropicales de Ecuador, determinando tres categorias para las muestras en base seca: bajo
(< 1,000 mg EAG/100 g), medio (1000-5000 mg EAG/100 g) y alta (> 5000 mg EAG/100 g);
ubicdndose los subproductos de mango en la categoria alta, mientras que la guayaba en la
categoria media.
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Grafico 5. Fenoles totales de los extractos en sus tres fracciones de mango y guayaba, comparados
con otros subproductos.

En este sentido, se puede apreciar que son numerosos los autores, que muestran en sus
trabajos una relacién proporcional entre la actividad antioxidante de los extractos producidos
y la concentracion de FT en los mismos (Pérez-Jiménez y Saura-Calixto 2007, Rufino et al.
2010, Saura-Calixto 2010, Vega-Vega et al. 2013).

4.3 Fibradietaria total

En el Grafico 6 se puede apreciar que el contenido de fibra dietaria total (FDT) en los
subproductos de guayaba (71,2 g/100 g BS) cumple con la caracteristica para ser
considerado fuente de fibra dietaria antioxidante, disponiendo de una concentracién de FDT
mayor a 50 g/100 g BS (Saura-Calixto 1998, Saura-Calixto y Jiménez Escrig 2002, Saura-
Calixto 2010); en cambio el mango no cumple con 36,3 g/100 g BS.

34



aGuayaba (piel, pulpa y semilla) 69,1

aMango (piel y pulpa)

Guayaba (piel, pulpa y semilla
adherida)
I
I
I

Requisito

|
I
I
I

Mango (piel y pulpa adherida) 36,3 — I
1
I paraFDA
!

0,0 25,0 50,0 75,0

FDT (g/100 g BS)

Fuente: aMartinez et al. (2012).

Grafico 6. Fibra dietaria total (FDT) de subproductos mango y guayaba, comparada con otros
subproductos.

El subproducto de mango presenté un valor mucho méas bajo de FDT en comparacion al
obtenido por Martinez et al. (2012) para la piel y pulpa de mango de 70 g/100 g BS. Llorach
et al. (2003), establecen que el contenido FDT en la piel del mango varia de 45 a 78 g/100 g
en base seca. Si se compara con otros subproductos el mango es mayor que lo reportado
por Correa et al. (2012) para pulpa y semillas de guanabana (3,30 g/100 g), piel de manzana
(16,62 g/100 g BS) (Saura-Calixto 2010), pulpa de marafién (20,9 g/100 g BS) y pulpa de
acerola (26,0 g/100 g BS) (Rufino et al. 2010).

Analizando los datos obtenidos de FDT del subproducto de guayaba con lo reportado por
otros autores, resultan comparables con la piel, pulpa y semillas de guayaba (69,1 g/100 g
BS) (Martinez et al. 2012), y piel y pulpa de guayaba (48 — 49 g/100 g BS) (Jiménez-Escrig
et al. 2001). Esta concentracion es similar a la pulpa de limén (68,3 g/100 g BS) (Figuerola
et al. 2005), piel de uva (73,6 g/100 g BS) (Saura-Calixto 2010), cascara de pifia (70,6 g/100
g BS) (Larrauri et al. 1997a); y superiores a los obtenidos por Saura-Calixto (1998) para piel
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y semillas de uva (64,6 g/100 g BS), pulpa de naranja (64,3 g/100 g BS) y pulpa de uva
(44,2 g/100 g BS) (Figuerola et al. 2005).

4.4 Fibradietaria antioxidante

Muy pocos subproductos de frutas y vegetales son materias primas que cumplan con los
requerimientos para ser calificados como fibra dietaria antioxidante (FDA) (Saura-Calixto
1998, Saura-Calixto y Jiménez Escrig 2002).

Estudios previos realizados en subproductos ricos en fibra y compuestos polifendlicos
asociados, justifican la utilizacién de la FDA como ingrediente funcional. Tal es el caso de
los subproductos de uva con un valor de fibra dietaria total (FDT) equivalente a 65 - 80
g/100 g vy actividad antioxidante de 1 g de muestra expresada como capacidad de inhibicion
de la oxidacién lipidica (FTC), equivalente a 200 — 400 mg «-Tocoferol y capacidad
secuestrante de radicales libres equivalente a 50 — 100 mg «-Tocoferol (DPPH) (Saura-
Calixto y Larrauri Garcia 1999); y la guayaba con un contenido de FDT equivalente a 50 - 67
0/100 g y actividad antioxidante de 1 g de muestra equivalente a 50 — 105 mg «-Tocoferol
(DPPH) (Saura-Calixto y Jiménez Escrig 2002). De esta manera los resultados obtenidos en
la presente investigacion resumidos en el Anexo G, respecto a la guayaba, cumplen con los
requisitos para ser considerada como fuente de FDA, reportando para FDT 71,2 g/100 g BS
y actividad antioxidante medida por DPPH y FTC equivalente a 294 mg «-Tocoferol/g BS y
380 mg x-Tocoferol/g BS, respectivamente; a diferencia de los subproductos de mango que
se pueden considerar como fuente de antioxidantes, reportando la actividad antioxidante por
DPPH equivalente a 366 mg «-Tocoferol/lg BS y 511 mg Ex-Tocoferol/g BS por FTC, con
un contenido de FDT de 36,3 g/100 g BS.
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5. CONCLUSIONES

37



e El subproducto de guayaba presenté una concentracion de fibra dietaria de 71,2 g/100 g
BS, actividad antioxidante de 295 y 378 mg de E«-Tocoferol/g para DPPH y FTC

respectivamente, con lo cual se puede considerar como fuente de fibra antioxidante.
e EIl subproducto de mango se puede considerar como fuente de antioxidantes con una

actividad antioxidante de 367 y 511 mg E«x-Tocoferollg para DPPH y FTC
respectivamente.
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6. RECOMENDACIONES
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El método del FTC es sensible a cambios de temperatura, por ello se recomienda que la
temperatura de la estufa permanezca estable a 40 °C; para evitar interferencias en los

resultados.
Para futuras investigaciones, se recomienda expresar la actividad antioxidante como los

gramos de muestra necesarios para inhibir en 50% de un gramo de DPPH (IC50) para

facilitar la comparacion con la bibliografia.
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ANEXOS
Anexo A. Cuantificacién de la actividad antioxidante por DPPH.

1.- Curva de calibracion y preparacion de los estandares (Et) con a-Tocoferol.

1,200
1,000 ¢
© y =-0,0026x + 0,9614
‘© 0,800 R2 =0,9951
T
o]
5 0,600
[%2)
Q
< 0,400
0,200
0,000
0 50 100 150 200 250 300 350
Concentracién (mg/mL)
w (mg) Pureza Aforo Concentracion
a-Tocoferol (mL) (mg/L)
43,0 0,96 100 413
Estandar Alicuota Aforo Concentracion Absorbancia
(mL) (mL) (uM)
Etl 0,6 25 10 0,908
Et2 3,8 25 63 0,789
Et3 7,5 25 124 0,658
Et4 11,3 25 187 0,458
Et5 15 25 248 0,317
Et6 20 25 330 0,121
Pendiente -0,002582
Interseccion 0,961367
R -0,9975
R? 0,9951

Para calcular la concentracion de la solucion madre de a-Tocoferol (SMa-T), se aplico la

siguiente férmula:

Cogmr = ——
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Donde:

m = cantidad de Trolox pesada (mg)
p = pureza de Trolox
v = volumen de dilucion del Trolox (mL)

Reemplazando se tuvo:

43 mg* 0,96

Cosma—T = T00mL - 0,413mg/mL

Por cada litro:

COSMO(—T =413 mg/L

La concentracion de los diferentes estandares esta regida por:

Cosma—T * Vaforo = COgy * Vgt

Despejando Cog;:

Donde:

Cogma—T1= concentracion de la solucién madre de a-Tocoferol (SMa-T)
Vg¢= volumen alicuota (mL)

Vaforo= VOlumen de aforo (mL)

Calculando la concentracion del estandar 1 (Etl) como ejemplo, se tuvo:

412,8% + 0,6 mL

25 mL

COEtl = = 10 mg/L
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2.- Datos de la cuantificaciéon de la actividad antioxidante por DPPH.

w w . w residuo Volumen Cantidad
.. . alicuota aforo . . Co Co
Fraccion Muestra muestra residuo i) ) Abs (9) adicionado m=d*v adicionada (mglL) s ) e
(9) (9) (fraccion 3) MeOH (mL) (9)
0,5047* 0,4761* 0,740* 86* 151*
L Mango  0,5079  0,4820 0,05* 1* 0,753 81 141 144 + 6*
Fraccién 1. n/a n/a n/a n/a
metanol/agua 0,5080 0,4740 0,755 80 140
50:50y 0,5020  0,4857 0,738 86 45
acetggzzfggua Guayaba 05010 04773 0,025 0,15 0,630 n/a na na n/a 128 66 59 £ 12
0,5037  0,4869 0,629 129 66
0,5047* 0,4761* 0,201* 294* 96*
Mango  0,5079  0,4820 0,12* 0,15* 0,208 292 96 96 + 1*
n/a n/a n/a n/a
Fraccion 2: 0,5080  0,4740 0,204 293 95
agua/acido 0,5047  0,4857 0,166 308 80
sulfarico Guayaba 0,5010 0,4773 0,15 0,15 0,168 na n/a n/a na 307 79 80+1
0,5037  0,4869 0,166 308 80
0,5047* 0,4761* 0,319* 0,2828* 1* 0,7920*  1,0748* 249* 148+
Eraccion 3- Mango  0,5079  0,4820 0,025* 0,15* 0,320 0,4814 1,2 0,9504 1,4318 248 117 127 £19*
4cido 0,5080 0,4740 0,321 0,4798 1,2 0,9504 1,4302 248 115
clorhidrico/ 0,5020  0,4857 0.15 1 0,210 0,4043 1,2 0,9504 1,3547 291 169
butanol 5:95  Guayaba 0,5010 0,4773 0,211 0,3630 1 0,7920 1,1550 291 158 156 + 15
0,5037  0,4869 0,212 0,4474 1 0,7920 1,2394 290 140

Cada valor es la media con la desviacion estandar de tres réplicas experimentales. Los resultados se expresan como micromoles equivalentes a Trolox por gramo de muestra

(umol ET/g).

w: peso; BS: base seca; g: gramos; mL: mililitro; L: litro; mg: miligramos; Abs: absorbancia; m: masa; d: densidad; v: volumen; Co: concentracion; n/a: no aplica; * valores que
se han utilizado como ejemplo en los célculos.
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3.- Célculo de la actividad antioxidante de las fracciones 1, 2 y 3 por el método DPPH.
e Fraccion 1. metanol/agua 50:50 y acetona/agua 70:30

La concentraciobn expresada en miligramos equivalentes a a-Tocoferol por gramo de

muestra, se determind por un retroceso en los célculos, partiendo de la formula:

Absorbancia — Interseccién

Co =
© Pendiente

Los valores de la interseccion y pendiente de la curva de calibracién del estandar, y la

absorbancia obtenida de la muestra (fraccion 1), se reemplazaron en la siguiente férmula:

0,740 — 0,96136
Comango = 450258

= 86 mg/L

Esta concentracion es por cada litro, pero como la muestra se afordé a un volumen final de

1mL, se obtuvo:
86 mg ==p 1000 mL
X <+ 1mL

X=0,086 mg
Con una alicuota de 0,5 mL, tomada del volumen total de los sobrenadantes combinados en
la fraccién 1:

0,086 mg ==» 0,5 mL
X = 40mL

X=68,8 mg
El valor encontrado equivale a la cantidad de muestra pesada, para reportar por cada gramo

se tuvo:
68,8mg ==» 0,5047 g
X = 1g

X= 136,31 mg
El resultado esta expresado en base himeda, por lo tanto para reportarlo en base seca se

utilizé el % de humedad de la muestra, como se indica a continuacion:
136,31 mg = (100-9,83) %
X =100 %
X=151 mg Ea-T/g BS

Se aplica el mismo procedimiento para los datos de la guayaba.
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e Fraccidén 2: agua/acido sulfarico

La concentracion de la muestra se calcul6 con la siguiente formula:

Absorbancia — Interseccién

Co =
© Pendiente

Reemplazando los valores de la interseccion y pendiente del estandar, y la absorbancia de

la muestra (mango), se tuvo:

0,201 —0,96136
Comango = —— 000258 - 294 mg/L

Esta concentracion es por cada litro, pero como la muestra se aforo a 0,150 mL, se obtuvo:
294 mg ==» 1000 mL
X <= 0,150 mL

X=0,044 mg
Se tom6 una alicuota de 0,12 mL de la fracciébn 2 cuyo volumen final se llevé a 50 mL,

resultando:
0,044 mg =% 0,12 mL
X <+ 50mL

X= 18,375 mg
Como se ocupb 0,2 g del peso total del residuo sélido obtenido en la fraccion 1, por tanto:

18,375mg ==» 0,2 mg
X €= 04761mg
X=43,74 mg
El valor encontrado equivale a la cantidad de muestra pesada, reportada por gramo se tuvo:
43,74 mg ==» 0,5047 g
X = 1q
X=86,67 mg
El resultado esta expresado en base himeda, por lo tanto para reportarlo en base seca se

utilizé el % de humedad de la muestra, como se indica a continuacion:
86,67 mg = (100-9,83) %

X €= 100 %

X=96 mg Ea-T/g BS
Se aplica el mismo procedimiento para los datos de la guayaba.
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e Fracciéon 3: acido clorhidrico/butanol 5:95

La concentracion de la muestra se determiné con la siguiente formula:

Absorbancia — Interseccién

Co =
© Pendiente

Por lo tanto, al reemplazar los valores de la interseccion y pendiente del estandar, y la

absorbancia de la muestra (mango), se tuvo:

0,319 — (=0,016)
COmango = 4804

= 249 mg/L

Concentracion que se calcula por cada litro, pero como la muestra se aforo a 0,150 mL,

se obtuvo:
249 mg ==» 1000 mL
X <= 0,150 mL
X=0,0374 mg

Como se adiciond6 mas cantidad de MeOH en el residuo de la Ultima extraccién, esta

cantidad fue transformada a masa, de la siguiente manera:
m=dx*v
Donde:

d = densidad del MeOH: 0,792 g/cm?3
v = volumen adicionado de MeOH (mL)

Reemplazando los valores a la férmula, tomando como ejemplo lo adicionado en la muestra

de mango, se calcul6:
m = 0,792 g/cm3 * 1 mL
m=0,792¢g

Para obtener la cantidad adicionada de MeOH, se sum6é el peso del residuo obtenido en la
ltima extraccion mas el valor de la masa del MeOH que se transformé en el paso anterior,

obteniendo:

Cantidad adicionada = 0,2828 g+ 0,792 g =1,0748 g
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Con el valor de la cantidad adicionada de MeOH en gramos, se tomé una alicuota de 0,025
mL, obteniendo:

0,0374mg ==» 0,025 mL
X <+ 1,0748¢
X=1,60557 mg*g/mL

El valor encontrado equivale a la cantidad de residuo de la ultima extraccién, en el volumen

final de fraccion 3 (5 mL), por lo tanto:
1,60557 mg*g/mL ==»  0,2828 g
X - 5mL
X=28,39 mg
Como se ocupb 0,2 g del peso total del residuo sélido obtenido en la fraccion 1, se tuvo:
28,39mg ==» 0,2mg
X < (0,4761 mg
X=67,583 mg
El valor encontrado equivale a la cantidad de muestra pesada, reportada por gramo es igual
a:
67,583 mg ==» 0,5047 g
X <= 1g
X= 133,90 mg

El resultado esta expresado en base humeda, por lo tanto para reportarlo en base seca se

utilizé el % de humedad de la muestra, como se indica a continuacion:
133,90 mg =% (100-9,83) %
X €= 100 %

X=148 mg Ea-T/g BS

Se aplica el mismo procedimiento para los datos de la guayaba.
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Anexo B. Cuantificacién de la actividad antioxidante por FTC.

1.- Curva de calibracion y preparacion de los estandares (Et) con a-Tocoferol.

0,2 -
0,18 | ¢
0,16 -
0,14 - 3
0,12 -

01 -
0,08 -

0,06 - y = -0,361x + 0,1821
0.04 R2 = 0,9477

Absorbancia

0,02 -

O T T T T T T T T T 1
0,000 0,020 0,040 0,060 0,080 0,100 0,120 0,140 0,160 0,180 0,200

Concentracion (mg/mL)

w (mg) Pureza Aforo Concentracién
a-Tocoferol (mL) (mg/mL)
43,0 0,96 100 0,413
Estandar Alicuota Aforo Concentracion Absorbancia
(mL) (mL) (mg/L)
Etl 0,6 25 10 0,185
Et2 3,8 25 63 0,173
Et3 7,5 25 124 0,152
Et4 11,3 25 187 0,141
Et5 15 25 248 0,136
Et6 20 25 330 0,125
Pendiente -0,18049724
Interseccion 0,18211416
R -0,97351758
R? 0,94773648

Para calcular la concentracion de la solucion madre de a-Tocoferol (SMa-T), se aplico la

siguiente férmula:

mp

Cogmr = >

Donde:

m = cantidad de Trolox pesada (mg)
p = pureza de Trolox
v = volumen de dilucion del Trolox (mL)
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Reemplazando se tuvo:

43 mg* 0,96

Cosma—T = T0omL - 0,413 mg/mL

La concentracion de los diferentes estandares esté regida por:

Cosma-T * Vaforo = COge * Vgt

Despejando Cog;:

Cosma-T * VEt
COET =

Vaforo

Donde:

Cogmq—1= concentracion de la solucién madre de a-Tocoferol (SMa-T)
Vg«= volumen alicuota (mL)

Vaforo= VOlumen de aforo (mL)

Calculando la concentracién del estandar 1 (Etl) como ejemplo, se tuvo:

413 %* 0,6 mL

25 mL

COEtl = = 10 mg/L
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2.- Datos de la cuantificacion de la actividad antioxidante por FTC.

w w . w residuo Volumen Cantidad
Fraccion Muestra muestra residuo alicuota aforo Abs (9) adicionado m=d.v adicionada co co
@ @ (mL) (mL) (fraccién 3) MeOH (mL) @) (mg/mL) (umol Ea-T/g) BS
0,5047* 0,4761* 0,092* 0,499*  219*
L Mango  0,5079  0,4820 0,2* 1* 0,078 0,576 252 243 +21*
Fraccion 1: n/a n/a n/a n/a
metanol/agua 0,5080  0,4740 0,075 0,593 259
50:50 'y 0,5020 0,4857 0,099 0,460 79
acetona/agua +
70.309 Guayaba 05010 0,4773 0,75 15 0,093 n/a na n/a n/a 0,493 85 81+3
) 0,5037 0,4869 0,098 0,466 80
0,5047* 0,4761* 0,003* 0,992*  260*
Mango  0,5079  0,4820 1,5* 1,5* 0,005 0,981 258 256 + 5*
n/a n/a n/a n/a
Fraccién 2- 0,5080  0,4740 0,007 0,970 251
agua/acido 0,5047  0,4857 0,010 0,953 249
sulfurico Guayaba 0,5010 0,4773 1,5 1,5 0,009 na n/a n/a na 0,959 245 247 +2
0,5037  0,4869 0,010 0,953 248
0,5047* 0,4761* 0,171* 0,2828* 1* 0,7920* 1,0748* 0,062* 12*
Eraccion 3- Mango  0,5079  0,4820 0,75* 1,5* 0,169 0,4814 1,2 0,9504 1,4318 0,073 11 12+1*
4cido ' 0,5080  0,4740 0,167 0,4798 1,2 0,9504 1,4302 0,084 13
clorhidrico/ 0,5020  0,4857 1 15 0,111 0,4043 1,2 0,9504 1,3547 0,394 52
butanol 5:95  Guayaba 0,5010 0,4773 0,112 0,363 1 0,7920 1,1550 0,433 53 52z+3
0,5037  0,4869 0,110 0,4474 1 0,7920 1,2394 0,433 47

Cada valor es la media con la desviacion estandar de tres réplicas experimentales. Los resultados se expresan como micromoles equivalentes a a-Tocoferol por gramo de
muestra (umol Ea-T/g).

w: peso; BS: base seca; g: gramos; mg: miligramos; mL: mililitro; L: litro; Abs: absorbancia; Co: concentracion; pmol: micromoles; n/a: no aplica; * valores que se han utilizado
como ejemplo en los calculos.
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3.- Célculo de la actividad antioxidante de las fracciones 1, 2 y 3 por el método FTC.
¢ Fracciéon 1. metanol/agua 50:50 y acetona/agua 70:30

La concentraciobn expresada en miligramos equivalentes a a-Tocoferol por gramo de

muestra, se determind por un retroceso en los calculos, partiendo de la férmula:

Absorbancia — Interseccién

Co =
© Pendiente

Los valores de la interseccion y pendiente de la curva de calibracién del estandar, y la

absorbancia obtenida de la muestra (fraccion 1), se reemplazaron en la siguiente formula:

) 0,092 0,18211416
Omango = 578049724

= 0,499 mg/mL

Esta concentracion es por cada litro, pero como la muestra se aforé a un volumen final de

1mL, se obtuvo:
0,499 mg ==» 1mL
X <+« 1mL

X=4,99 mg
Con una alicuota de 0,2 mL, tomada del volumen total de los sobrenadantes combinados en

la fraccién 1:
499mg ==» 0,2mL
X = 40mL

X=99,8 mg
El valor encontrado equivale a la cantidad de muestra pesada, para reportar por cada gramo

se tuvo:
99,8mg = 0,5047 g
X <= 19

X=197,74 mg
El resultado esta expresado en base himeda, por lo tanto para reportarlo en base seca se

utilizé el % de humedad de la muestra, como se indica a continuacién:
197,74 mg = (100-9,83) %
X €= 100 %

X=219 mg Ea-T/g BS
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Se aplica el mismo procedimiento para los datos de la guayaba.

e Fraccidén 2: agua/acido sulfarico

La concentracion de la muestra se calcul6 con la siguiente formula:

Absorbancia — Interseccién

Co =
© Pendiente

Reemplazando los valores de la interseccion y pendiente del estandar, y la absorbancia de

la muestra (mango), se tuvo:

; 0,003 -0,18211416
Omango = 718049724

= 0,992 mg/mL

Esta concentracion es por cada litro, pero como la muestra se aforo a 1,5 mL, se obtuvo:
0,992mg =-» 1mL
X <+« 15mL

X=1,485 mg
Se tomé una alicuota de 1,5 mL de la fracciébn 2 cuyo volumen final se llev6 a 50 mL,

resultando:
1,485mg ==» 15mL
X <+ 50mL
X=49,5mg
Como se ocupb 0,2 g del peso total del residuo sdlido obtenido en la fraccién 1, por tanto:
495mg =-» 0,2mg
X < (0,4761 mg
X=117,8 mg
El valor encontrado equivale a la cantidad de muestra pesada, reportada por gramo se tuvo:
117,8 mg = 0,5047 g
X <= 1g
X=233,5mg
El resultado esta expresado en base himeda, por lo tanto para reportarlo en base seca se

utilizé el % de humedad de la muestra, como se indica a continuacion:
233,5mg = (100-9,83) %

X €= 100 %

X=260 mg Ea-T/g BS
Se aplica el mismo procedimiento para los datos de la guayaba.
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e Fracciéon 3: acido clorhidrico/butanol 5:95

La concentracion de la muestra se determiné con la siguiente formula:

Absorbancia — Interseccién

Co =
© Pendiente

Por lo tanto, al reemplazar los valores de la interseccién y pendiente del estandar, y la

absorbancia de la muestra (mango), se tuvo:

) 0,171 -0,18211416
Omango = 78049724

= 0,062 mg/mL

Concentracion que se calcula por cada litro, pero como la muestra se aforo a 1,5 mL, se

obtuvo:
0,062mg ==» 1mL
X <+ 15mL
X=0,0915 mg

Como se adicion6 mas cantidad de MeOH en el residuo de la Ultima extraccion, esta

cantidad fue transformada a masa, de la siguiente manera:
m=dx*v
Donde:

d = densidad del MeOH: 0,792 g/cm?3

v = volumen adicionado de MeOH (mL)

Reemplazando los valores a la formula, tomando como ejemplo lo adicionado en la muestra

de mango, se calculé:
m = 0,792 g/cm3 * 1 mL
m=0,792g

Para obtener la cantidad adicionada de MeOH, se sumé el peso del residuo obtenido en la
ltima extraccion mas el valor de la masa del MeOH que se transformé en el paso anterior,

obteniendo:

Cantidad adicionada = 0,2828 g+ 0,792 g = 1,0748 g
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Con el valor de la cantidad adicionada de MeOH en gramos, se tomé una alicuota de 0,75
mL, obteniendo:
0,0915mg ==» 0,75mL
X €= 10748¢g
X=0,131 mg*g/mL

El valor encontrado equivale a la cantidad de residuo de la ultima extraccion, en el volumen

final de fraccion 3 (5 mL), por lo tanto:
0,131 mg*g/mL == 0,2828 g
X - 5mL
X=2,318 mg
Como se ocupb 0,2 g del peso total del residuo sélido obtenido en la fraccion 1, se tuvo:
2,318mg ==» 0,2mg
X €= 04761mg
X=5,518 mg
El valor encontrado equivale a la cantidad de muestra pesada, reportada por gramo es igual
a:
5518 mg == 0,5047 g
X = 1q
X=10,93 mg

El resultado esta expresado en base humeda, por lo tanto para reportarlo en base seca se

utilizé el % de humedad de la muestra, como se indica a continuacién:
10,93 mg == (100-9,83) %
X €= 100 %

X= 12,12 mg Ea-T/g BS

Se aplica el mismo procedimiento para los datos de la guayaba.
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Anexo C. Cuantificacién de la actividad antioxidante por ABTS.

1.- Curva de calibracion y preparacion de los estandares (Et) con Trolox.

1,000
0,800 y =-0,0011x + 0,884
3 R2 = 0,9979
= 0,600 -
2
o 0,400 -
(7]
o]
< 0,200 -
0,000 T . . . )
0 200 400 600 800 1000
Concentracion (UM)
w (9) Aforo Concentracion Concentracion
Teex @l R (mL) (mg/mL) (M)
0,0251 250,29 0,97 100 0,2435 973
Estandar Alicuota Aforo Concentracioén Absorbancia
(mL) (mL) (UM)
Etl 0,6 25 23 0,850
Et2 3,8 25 148 0,721
Et3 7,5 25 292 0,567
Et4 11,3 25 440 0,391
Et5 15 25 584 0,245
Et6 20 25 778 0,061
Pendiente -0,001081
Interseccion 0,883983
R -0,9989
R? 0,9979

Para calcular la concentracion de la solucion madre de Trolox (Cogyr), S€ aplico la siguiente

formula:
m xp
Cosmt =

Donde:

m = cantidad de Trolox pesada (mg)

p = pureza de Trolox

v = volumen de dilucion del Trolox (mL)
Reemplazando se tuvo:

_ 25,1mg=* 0,97 _ 0243 L
OsMT = 100 mL =0, mg/m
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Luego se transformé la concentracion encontrada de mg/mL a pM, utilizando el peso
molecular del Trolox, la cantidad de reactivo pesado y el volumen de dilucion:

250,299 ><1000 ML —p 1M
0,0251 g 100 ML =—p X

X=1,0028x10°M

1
X = 1,0028x10 3 M * hM
10-¢M

=1002,8 uM
Como la muestra no es 100% pura, se calculd con la pureza del reactivo:
1002,8 uM == 100 %
X €= 97 0

X=973 pM
Esta concentracion permitié calcular la concentracion de los estandares (Cog;) con la

siguiente férmula:

Cosmt * Vaforo = COge * Vgt

Despejando Cog;:

_ Cogmr * Vgt
COEt = —V
aforo

Vaforo = VOlumen de aforo del estandar (mL)
Vg = volumen de la alicuota tomada de SMT (mL)

Cog = concentracion del estandar (mg/mL)
Calculando la concentracién del estandar 1 (Etl) como ejemplo, se tuvo:

973 uM = 0,6 mL _
25 mL -

Cogyy = 23 uM
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2.- Datos de la cuantificacion de la actividad antioxidante por ABTS.

w w . w residuo Volumen Cantidad
.. . alicuota aforo . L. Co Co
Fraccion Muestra muestra residuo i) ) Abs (9) adicionado m=d.v adicionada (M) (umol ET/g) BS
@) @) (fraccion 3) MeOH (mL) @) H W 9
0,5047* 0,4761* 0,142* 687* 302*
L Mango  0,5079  0,4820 0,2* 1* 0,152 677 296 297 + 5*
Fraccion 1: n/a n/a n/a n/a
metanol/agua 0,5080  0,4740 0,159 671 293
50:50 'y 0,5020 0,4857 0,255 582 100
acetona/agua +
70.309 Guayaba 05010 0,4773 0,075 0,15 0,263 n/a n/a n/a n/a 575 99 100+ 1
: 0,5037 0,4869 0,249 588 101
0,5047* 0,4761* 0,819* 60* 16*
Mango  0,5079  0,4820 0,15* 0,150* 0,819 60 16 17 +1*
n/a n/a n/a n/a
Fraccién 2- 0,5080  0,4740 0,808 70 18
agua/acido 0,5047  0,4857 0,865 18 5
sulfurico Guayaba 0,5010 0,4773 0,14 0,150 0,841 na n/a n/a na 40 11 9+4
0,5037 0,4869 0,841 40 11
0,5047* 0,4761* 0,680* 0,2828* 1* 0,7920* 1,0748* 189+ 28*
Fraccién 3: Mango  0,5079  0,4820 0,1* 0,150* 0,746 0,4814 1,2 0,9504 1,4318 128 19 25 + 5*
4cido ' 0,5080  0,4740 0,683 0,4798 1,2 0,9504 1,4302 186 27
clorhidrico/ 0,5020  0,4857 0.1 1 0,770 0,4043 1,2 0,9504 1,3547 105 104
butanol 5:95  Guayaba 0,5010 0,4773 0,776 0,363 1 0,7920 1,1550 100 97 102+ 4
0,5037  0,4869 0,771 0,4474 1 0,7920 1,2394 105 103

Cada valor es la media con la desviacion estandar de tres réplicas experimentales. Los resultados se expresan como micromoles equivalentes a Trolox por gramo de muestra
(umol ET/g).

w: peso; BS: base seca; g: gramos; mL: mililitro; L: litro; Abs: absorbancia; Co: concentracion; uM: micromolar; pmol: micromoles; n/a: no aplica; * valores que se han utilizado
como ejemplo en los calculos.
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3.- Célculo de la actividad antioxidante de las fracciones 1, 2 y 3 por el método ABTS.
¢ Fracciéon 1. metanol/agua 50:50 y acetona/agua 70:30

La concentracion expresada en micromoles equivalentes a Trolox por gramo de muestra, se

determind por un retroceso en los calculos, partiendo de la formula:

Absorbancia — Interseccién

Co =
© Pendiente

Los valores de la interseccion y pendiente de la curva de calibracién del estandar, y la

absorbancia obtenida de la muestra (fraccion 1), se reemplazaron en la siguiente férmula:

0,142 — 0,883983
Comango = ——g501081 . 087 MM

Esta concentracion es por cada litro, pero como el volumen final de la muestra se afor6 a

1mL, se obtuvo:
687 umol == 1000 mL
X €= 1mL

X= 0,687 pmol
Con una alicuota de 0,2 mL, tomada del volumen total de los sobrenadantes combinados en
la fraccion 1:

0,687 umol ==» 0,2 mL
X = 40mL

X=137,4 umol
El valor encontrado equivale a la cantidad de muestra pesada, para reportar por cada gramo

se obtuvo:
137,4 pmol == 0,5047 g
X = 1g
X=272,2 pmol

El resultado esta expresado en base himeda, por lo tanto para reportarlo en base seca se

utilizé el % de humedad de la muestra, como se indica a continuacion:
272,2 pmol == (100-9,83) %
X =100 %
X=3020 pmol ET/g BS

Se aplica el mismo procedimiento para los datos de la guayaba.
67



e Fraccidén 2: agua/acido sulfarico

La concentracion de la muestra se calcul6 con la siguiente formula:

Absorbancia — Interseccién

Co =
© Pendiente

Reemplazando los valores de la interseccion y pendiente del estandar, y la absorbancia de

la muestra (mango), se tuvo:

0,819 — 0,883983
Comango =g 001081

0 uM

Esta concentracion es por cada litro, pero como el volumen final de la muestra se afor6 a

0,150 mL, se obtuvo:
60 umol == 1000 mL

X <= 0,150 mL

X= 0,009 pmol
Se tomé una alicuota de 0,15 mL de la fraccién 2 cuyo volumen final se llevd a 50 mL,

resultando:
0,009 pmol ==» 0,15 mL

X = 50mL

X=3 umol
Como se ocupb 0,2 g del peso total del residuo sélido obtenido en la fraccion 1, por tanto:

3 umol =) (0,2 mg
X <4 0,4761 mg

X=7,14 ymol
El valor encontrado equivale a la cantidad de muestra pesada, reportada por gramo se tuvo:
7,14 umol == 0,5047 g

X = 1q

X=14,15 pmol
El resultado esta expresado en base himeda, por lo tanto para reportarlo en base seca se

utilizé el % de humedad de la muestra, como se indica a continuacién:
14,15 pmol ==» (100-9,83) %
X €= 100 %

X=16 umol ET/g BS
Se aplica el mismo procedimiento para los datos de la guayaba.
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e Fracciéon 3: acido clorhidrico/butanol 5:95

La concentracion de la muestra se determiné con la siguiente formula:

Absorbancia — Interseccién

Co =
© Pendiente

Por lo tanto, al reemplazar los valores de la interseccion y pendiente del estandar, y la

absorbancia de la muestra (mango), se tuvo:

0,857 — 0,883983
Comango =g 001081

5uM

Concentracion que se calcula por cada litro, pero como el volumen final de la muestra se

aforé a 0,150 mL, se obtiene:
25 ymol ==p 1000 mL
X <+ 0,150 mL
X=0,0038 umol

Como se adiciond6 mas cantidad de MeOH en el residuo de la Ultima extraccién, esta

cantidad fue transformada a masa, de la siguiente manera:
m=d=*v
Donde:

d = densidad del MeOH: 0,792 g/cm?
v = volumen adicionado de MeOH (mL)

Reemplazando los valores a la formula, tomando como ejemplo lo adicionado en la muestra

de mango, se calcula:
m = 0,792 g/cm3 * 1 mL
m=20,792g

Para obtener la cantidad adicionada de MeOH, se sumoé el peso del residuo obtenido en la
ltima extraccion mas el valor de la masa del MeOH que se transformé en el paso anterior,
obteniendo:

Cantidad adicionada = 0,2828 g+ 0,792 g = 1,0748 g
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Con la cantidad adicionada de MeOH en gramos, se tomé una alicuota de 0,025 mL,

encontrando:
0,0038 pmol ==» 0,025 mL
X = 10748¢g
X=0,1637 pmol*g/mL

El valor encontrado equivale a la cantidad de residuo de la ultima extraccién, en el volumen

final de la fraccién 3 (5 mL), por lo tanto:
0,1637 umol*g/mL ==  0,2828 g
X - 5mL
X= 2,888 umol
Como se ocupb 0,2 g del peso total del residuo sélido obtenido en la fraccion 1, se tuvo:
2,888 umol ==» 0,2 mg
X < (0,4761 mg

X= 6,876 pmol
El valor encontrado equivale a la cantidad de muestra pesada, reportada por gramo es igual
a:

6,876 umol ==» 0,5047 g
X = 1q
X=13,62 pmol

El resultado esta expresado en base humeda, por lo tanto para reportarlo en base seca se

utilizo el % de humedad de la muestra, como se indica a continuacion:
13,62 pmol ==» (100-9,83) %
X €= 100 %

X=15 umol ET/g BS

Se aplica el mismo procedimiento para los datos de la guayaba.
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Anexo D. Cuantificacién de la actividad antioxidante por FRAP.

1.- Curva de calibracion y preparacion de los estandares (Et) con Trolox.

2 -
1,8 -
1,6 -
< 1,4
2 12-
g
S 08
-:j: 0,6 - _
y =0,0019x + 0,3133
04 1 R2 = 0,9887
0,2 -
0 ; ; ; ; ; . . . .
00 1000 200,0 300,0 4000 5000 600,0 700,0 800,0 900,0
Concentraciéon (uM)
w Aforo Concentracion Concentracion
Tro(l%)x Fid el licze (mL) (mg/mL) (UM)
0,0251 250,29 0,97 100 0,2435 973
Estandar Alicuota Aforo Concentracion Absorbancia
(mL) (mL) (uM)
Etl 0,5 25 20 0,336
Et2 3,8 25 148 0,551
Et3 7.5 25 292 0,886
Et4 11,3 25 440 1,265
Et5 15 25 584 1,448
Et6 20 25 778 1,756
Pendiente 0,002
Interseccién 0,313
R 0,994
R? 0,989

Para calcular la concentracion de la solucion madre de Trolox (Cogyr), S€ aplico la siguiente

féormula:

mxp

Cogmr = >

Donde:

m = cantidad de Trolox pesada (mg)
p = pureza de Trolox
v = volumen de dilucion del Trolox (mL)
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Reemplazando se tuvo:

25,1mg=* 0,97

OgMT = 100 = 0,243 mg/mL

Luego se transformé la concentracion encontrada de mg/mL a pM, utilizando el peso
molecular del Trolox, la cantidad de reactivo pesado y el volumen de dilucién:

250,29 g 1000 ML wep 1M

0,0251 g >< 100mL  —p X
X=1,0028x10°M

1 uM

X = 1,0028x1073 M
X “10-M

=1002,8 uM

Como la muestra no es 100% pura, se calcul6 con la pureza del reactivo:
1002,8 UM == 100 %
X €= 97 %

X=973 pM
Esta concentracion nos permitié calcular la concentracion de los estandares (Cogp) con la

siguiente férmula:

Cosmt * Vaforo = COpr * Vgt

Despejando Cog:

Cowm = Cogmr * VEt
Bt Vaforo

Vaforo = VOlumen de aforo del estandar (mL)
Vg = volumen de la alicuota tomada de SMT (mL)

Cog; = concentracion del estandar (mg/mL)
Calculando la concentracion del estandar 1 (Etl) como ejemplo, se tuvo:

973 uM * 0,5 mL
OEt1 = 25 mL

= 20 uM
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2.- Datos de la cuantificacién de la actividad antioxidante por FRAP.

Extracciones Muestra w m(L(;stra w re(;i)duo Hurpoz)dad songLuarggr?tge(lmL) Absorbancia Co (mg/mL) Co (umol ET/g) BS
0,5047* 0,4761* 9,83* 40* 0,792* 248~ 22*
Mango 0,5079 0,4820 9,83 40 0,72 211 18 20 + 2%
Fraccion 1: 0,5080 0,4740 9,83 40 0,751 227 20
1 i @
Guayaba 0,5010 0,4773 7,18 40 1,095 405 35 33« 2
0,5037 0,4869 7,18 40 1,064 389 33
0,5047* 0,4761* 9,83* 50* 0,676* 188~ 49*
Mango 0,5079 0,4820 9,83 50 0,642 170 45 47 2%
Fraccién 2: 0,5080 0,4740 9,83 50 0,664 182 47
agua/acido sulfurico 0,5020 0,4857 7,18 50 1,441 584 152
Guayaba 0,5010 0,4773 7,18 50 1,392 559 143 140 + 14
0,5037 0,4869 7,18 50 1,244 482 126
0,5047* 0,4761* 9,83* 5 0,220* -48,4* -1,265*
Mango 0,5079 0,4820 9,83 5 0,239 -38,5 -1013 n.d.
Fraf:c_ic')n 3: 0,5080 0,4740 9,83 5 0,235 -40,6 -1050
cIorhl’dric%C/Ibduc;anol 5:95 0,5020 0,4857 7,18 5 0,291 116 -301
Guayaba 0,5010 0,4773 7,18 5 0,276 -19,3 -496 n.d.
0,5037 0,4869 7,18 5 0,241 -37,5 -976

Cada valor es la media con la desviacion estandar de tres réplicas experimentales. Los resultados se expresan como micromoles equivalentes a Trolox por gramo de muestra
(umol ET/g), reportando el promedio tres repeticiones + la desviacion estandar.

w: peso; BS: base seca; g: gramos; mL: mililitro; mg: miligramos; pmol: micromoles; Co: concentracion; n.d.: no detectado: * valores que se han utilizado como ejemplo en los
célculos.
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3.- Célculo de la actividad antioxidante de las fracciones 1,2y 3
e Fraccidén 1: metanol/agua 50:50 y acetona/agua 70:30. Ejemplo mango.

Para calcular la concentracién de la muestra por cada 100 g se aplicoé un retroceso en los
calculos, partiendo de la formula:

Absorbancia — Interseccién

Co =
© Pendiente

Donde se tomd los datos de la interseccién y pendiente de las curva de calibracion del
estandar, y la absorbancia obtenida de la muestra (fraccién 1). En este caso se explica el

proceso obtenido para la muestra de mango, teniendo asi:

0,792 - 0,313
Comango = 0.002 = 248 uM

Esta concentracién es por cada mililitro, en los 40 mL que esta la fraccién 1, se obtuvo:
248 umol == 1000 mL
X <+ 40mL

X=9,92 umol
El valor encontrado equivale a la cantidad de muestra pesada, para reportar por gramo de
muestra seria:

9,92 umol == 0,5047 g
X <= 100g
X= 19,65 umol

El resultado esta expresado en base himeda, por lo tanto para reportarlo en base seca se

utilizé el % de humedad de la muestra, como se indica a continuacion:
19,65 umol ==» (100-9,83) %
X €= 100 %

X=22 ymol ET/g BS

Se aplica el mismo procedimiento para los datos de la guayaba.
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e Fraccidén 2: agua/acido sulfarico. Ejemplo mango.
La concentracion de la muestra se calcul6 con la siguiente formula:

Absorbancia — Interseccién

Co =
© Pendiente

Aplicando los valores de la interseccién y pendiente del estandar, con la absorbancia de la

muestra, se tuvo:

0,676 — 0,313
Comango = ~—5go7 — = 188 1M

Esta concentracién es por cada litro, pero como la fraccién 2 se llevé a un volumen final de

50 mL, se obtuvo:

188 umol ==p 1000 mL

X €= 50mL
X=9,4 umol

Como se ocupb 0,2 g del peso total del residuo sélido obtenido en la fraccion 1, por tanto:

9,4 uymol =% 0,2mg

X €= 0,4761 mg
X= 22,376 umol

El valor encontrado equivale a la cantidad de muestra pesada, para reportar por cada 100 g

se tuvo:
22,376 umol ==» 0,5047 g
X <= 1009
X= 44,337 umol

El resultado esta expresado en base hiumeda, por lo tanto para reportarlo en base seca se

utilizé el % de humedad de la muestra, como se indica a continuacién:
44,337 umol ==» (100-9,83) %
X €= 100 %

X=49 pymol ET/g BS
Se aplica el mismo procedimiento para los datos de la guayaba.
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e Fraccidn 3: acido clorhidrico/butanol 5:95. Ejemplo mango.

La concentracion de la muestra se determiné con la siguiente formula:

Absorbancia — Interseccién

Co =
© Pendiente

Por lo tanto, al reemplazar los valores de la interseccion y pendiente del estandar, y la

absorbancia de la muestra (mango), se tuvo:

0,220 — 0,313
COmango = 0.002

= —48,4 uM

Concentracion que se calcula por cada litro, pero como la fraccién 3 se llevd a un

volumen final de 5 mL, se obtuvo:
-48,4 umol == 1000 mL
X <+ 5mL

X=-0,242 pmol

Como se ocupb 0,2 g del peso total del residuo sélido obtenido en la fraccion 1, por tanto:
-0,242 pmol == 0,2 mg
X <+ (0,4761 mg
X=-0,576 umol

El valor encontrado equivale a la cantidad de muestra pesada, para reportar por cada 100 g

se tuvo:
-0,576 pmol ==» 0,5047 g
X <= 100¢g
X=-1,147 pmol

El resultado esta expresado en base humeda, por lo tanto para reportarlo en base seca se

utilizé el % de humedad de la muestra, como se indica a continuacion:
-1,147 pmol ==» (100-9,83) %
X €= 100 %

X=-1,2 ymol TE/100g BS
Como los resultados son negativos, el resultado se report6 como no detectado (n.d); se

aplica el mismo procedimiento para los datos de la guayaba.
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Anexo E. Cuantificacion de fenoles totales.

1.- Curva de calibracion y preparacion de los estandares (Et) con acido gélico.

0,7 -
0,6 -
0,5 4

0,4 -

0,3 -

Absorbancia

y =4,8042x - 0,0164

0.2 1 R2 = 0,9987

0,1 -

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0,0000 0,0200 0,0400 0,0600 0,0800 0,1000 0,1200 0,1400

Concentracion (mg/mL)

w (g) Acido Aforo Concentracion
gélico (mL) (mg/mL)
0,0251 100 0,2435

Estandar Absorbancia Alicuota Aforo (mL) Co (mg/mL)

Etl 0,085 1 10 0,0207
Et2 0,178 2 10 0,0414
Et3 0,282 3 10 0,0622
Et4 0,381 4 10 0,0829
Et5 0,493 5 10 0,1036
Et6 0,573 6 10 0,1243

Pendiente 4,804
Interseccion  -0,016
R 0,999
R? 0,999

Para conocer la concentracion de la solucién estandar de &cido galico (Cosgag), Se empled la

siguiente férmula:

m(g)

Cosgag = v ml) = mg/mL

Donde m es la cantidad de reactivo pesado y v el volumen de dilucion del reactivo,

aplicando la férmula se tuvo:

0,00518 g+ 1000
COSEAG = 25 mL = 0,2072 mg/mL
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Con el valor calculado de Coggag Se obtuvo la concentracién de los diferentes estandares

con la férmula;

Cosgac * Vaforo = COgt * Vgt

Despejando Cog;:

Cosgac * VEt
COEt =

Vaforo

Donde:
Vaforo = VOlumen de aforo del estandar (mL)
Vg = volumen de la alicuota tomada de SEAG (mL)

Cog; = concentracion del estandar (mg/mL)

Calculando la concentracién del estandar 1 (Etl) como ejemplo, se tuvo:

mg
0,2072 e 1mL

10 mL

Cogyy = = 0,0207 mg/mL
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2.- Datos de la cuantificacion de fenoles totales.

. w muestra w residuo % Volumen del . Alicuota Aforo Co
Extracciones Muestra Humedad sobrenadante Absorbancia Co (mg EAG/100g) BS
(9) ()] (mL) (mL) (mL) (mg/mL)
0,5047* 0,4761* 9,83* 40* 0,301* 0,1* 1* 0,0661* 5807*
» Mango 0,5079 0,4820 9,83 40 0,259 0,1 1 0,0573 5007 5067 =+ 712*
Fraccion 1. 0,5080 0,4740 9,83 40 0,225 0,1 1 0,0502 4388
metanol/agua 50:50 05020  0,4857 7,18 40 0,285 0,05 0,15 0,0627 1616
y acetona/agua 70:30
Guayaba 0,5010 0,4773 7,18 40 0,300 0,05 0,15 0,0659 1699 1631 + 62
0,5037 0,4869 7,18 40 0,279 0,05 0,15 0,0615 1578
0,5047* 0,4761* 9,83* 50* 0,116* n/a* n/a* 0,0276* 721*
Mango 0,5079 0,4820 9,83 50 0,108 n/a n/a 0,0259 681 691 =+ 27*
Fracciéon 2: 0,5080 0,4740 9,83 50 0,108 n/a n/a 0,0259 670
agua/acido sulfurico 0,5020 0,4857 7,18 50 0,126 n/a n/a 0,0296 772
Guayaba 0,5010 0,4773 7,18 50 0,116 n/a n/a 0,0276 707 738 + 33
0,5037 0,4869 7,18 50 0,119 n/a n/a 0,0282 734
0,5047* 0,4761* 9,83* 5* 0,326* 0,075* 0,15* 0,0713* 373*
Eraccion 3: Mango 0,5079 0,4820 9,83 5 0,320 0,075 0,15 0,0700 368 386 * 26*
acido 0,5080 0,4740 9,83 5 0,370 0,075 0,15 0,0804 416
clorhidrico/butanol 0,5020 0,4857 7,18 5 0,377 0,1 1 0,0819 2134
5:95 Guayaba 0,5010 0,4773 7,18 5 0,371 0,1 1 0,0806 2069 2065 * 72
0,5037 0,4869 7,18 5 0,351 0,1 1 0,0765 1991

Cada valor es la media con la desviacion estandar de tres réplicas experimentales. Los resultados estan expresados como mg equivalentes de acido galico por cada 100 g de
muestra (mg EAG/ 100 g) en base seca.

w: peso; BS: base seca; g: gramos; Co: concentracion; mg: miligramos; n/a: no aplica; * valores que se han utilizado como ejemplo en los célculos.
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3.- Célculo de fenoles totales en las fracciones 1, 2y 3
e Fraccidén 1: metanol/agua 50:50 y acetona/agua 70:30. Ejemplo mango.

Para hallar la concentracién de la muestra por cada 100 g se realiz6 un retroceso en los
calculos, partiendo de la formula:

Absorbancia — Interseccién

Co =
© Pendiente

Donde se tomé los datos de la interseccion y pendiente de las curva de calibracion del
estandar, y la absorbancia obtenida de la muestra (fraccion 1). En este caso se explica el
proceso obtenido para la muestra de mango, teniendo asi:

0,301 — (—0,016)
Comango = 1804 = 0,0661 mg/mL

Esta concentracion es por cada mililitro, pero como la muestra se aforé a un volumen final
de 1mL, se obtuvo:
0,0661 mg ==» 1mL

X €= 1mL

X=0,0661 mg
Con una alicuota de 0,1 mL, tomada del volumen total de los sobrenadantes combinados en
la fraccion 1:

0,0661 mg ==» 0,1 mL

X = 40mL

X= 26,44 mg
El valor encontrado equivale a la cantidad de muestra pesada, para reportar por cada 100 g
se tuvo:
26,44 mg = 0,5047 g

X <= 100g
X=5238 mg

El resultado esta expresado en base himeda, por lo tanto para reportarlo en base seca se

utilizé el % de humedad de la muestra, como se indica a continuacion:
5238 mg = (100-9,83) %
X €= 100 %

X=5807 mg EAG/100g BS
Se aplica el mismo procedimiento para los datos de la guayaba.
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e Fraccidn 2: agua/acido sulfurico. Ejemplo mango.
La concentracion de la muestra se calcul6 con la siguiente formula:

Absorbancia — Interseccién

Co =
© Pendiente

Aplicando los valores de la interseccién y pendiente del estandar, con la absorbancia de la

muestra, en este caso la del mango:

0,116 — (—0,016)
COmango = 4,804

= 0,0276 mg/mL

Esta concentracion es por cada mililitro, pero como la fraccién 2 se llevé a un volumen final

de 50 mL, se obtuvo:
0,0276 mg ==» 1mL
X <+ 50 mL
X=1,38 mg
Como se ocupb 0,2 g del peso total del residuo sélido obtenido en la fraccién 1, por tanto:
1,38mg ==» 0,2mg
X < (0,4761 mg
X=3,2851 mg

El valor encontrado equivale a la cantidad de muestra pesada, para reportar por cada 100 g

se tuvo:
3,2851 mg ==» 0,5047 g
X <= 100g
X= 114,86 mg

El resultado esta expresado en base humeda, por lo tanto para reportarlo en base seca se

utilizo el % de humedad de la muestra, como se indica a continuacion:

114,86 mg ==» (100-9,83) %
X €= 100 %

X= 721 mg EAG/100g BS

Se aplica el mismo procedimiento para los datos de la guayaba.
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e Fraccioén 3: &cido clorhidrico/butanol 5:95. Ejemplo mango.

La concentracion de la muestra se calcul6 con la siguiente formula:

Absorbancia — Interseccién

Co =
© Pendiente

Por lo tanto, al reemplazar los valores de la interseccion y pendiente del estandar, y la

absorbancia de la muestra (mango), se tuvo:

0,326 — (—0,016)
COmango = 4,804

= 0,0713 mg/mL

Concentracion que se calculé por cada mililitro, pero como la fraccién 3 se llevd a un

volumen final de 5 mL, se obtiene:
0,0713mg ==» 1mL
X <+ 5mL
X=0,0107 mg
Como se ocupb 0,2 g del peso total del residuo sélido obtenido en la fraccion 1, por tanto:
0,0107mg ==» 0,2mg
X 4= 04761 mg
X=1,6973 mg

El valor encontrado equivale a la cantidad de muestra pesada, para reportar por cada 100 g

se tuvo:
1,6973 mg = 0,5047 g
X <= 100g
X= 336,30 mg

El resultado esta expresado en base himeda, por lo tanto para reportarlo en base seca se

utilizé el % de humedad de la muestra, como se indica a continuacion:
336,30 mg == (100-9,83) %
X €= 100 %

X=373 mg EAG/100g BS
Se aplica el mismo procedimiento para los datos de la guayaba.
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1.- Datos fibra dietaria total

Anexo F. Determinacion de fibra dietaria total (FDT).

Cenizas Proteina
w Peso e Peso
Muestra muestra 0 P capsula papel filtro,  oiqyo ~ Pesodel  Cantidad Cantidad  Cantidad
) Humedad filtro (g) vacia (g) capsula, @) residuo de Viraje N'an'l a Pa” Iaal FDT BS
residuo incinerado  Cenizas  HCI (mL) |tr?gg)eno ro(tge;lna
(9) (9)
Mango (M1)* 1,0001* 9,8* 0,872* 15,7267* 16,9678* 0,3691* 15,7413* 0,0146* n/a n/a nia
37,6%
Mango (M2)* 1,0001* 9,8* 0,8797* 14,4045* 15,7179* 0,4337* n/a n/a 4,6* 0,0063* 0,0392*
Mango (M1) 1,0001 9,8 0,8616 21,7545 22,9727 0,3566 21,7710 0,0165 n/a n/a n/a
362 363 1,3+
Mango (M2) 1,0001 9,8 0,8785 15,6553 16,9563 0,4225 n/a n/a 4,5 0,0061 0,0383
Mango (M1) 1,0001 9,8 0,8776 15,0651 16,3693 0,4266 15,1010 0,0359 n/a n/a n/a
35,0
Mango (M2) 1,0001 9,8 0,8753 14,9877 16,2368 0,3738 n/a n/a 4,7 0,0064 0,0401
Guayaba (G1) 1,0009 7,2 0,8583 20,3739 21,916 0,6838 20,3824 0,0085 n/a n/a n/a
69,4*
Guayaba (G2) 1,0009 7,2 0,8822 23,7716 25,346 0,6922 n/a n/a 3,1 0,0042 0,0261
Guayaba (G1) 1,0007 7,2 0,8826 14,3143 15,9032 0,7063 14,3274 0,0131 n/a n/a n/a
70,7 71,2 2,0*
Guayaba (G2) 1,0004 7,2 0,8749 23,5273 25,1103 0,7081 n/a n/a 3,4 0,0046 0,0287
Guayaba (G1) 1,0008 7,2 0,8883 14,7924 16,4016 0,7209 14,7991 0,0067 n/a n/a n/a
73,4
Guayaba (G2) 1,0003 7,2 0,8864 23,9173 25,5308 0,7271 n/a n/a 3,2 0,0043 0,0270
Blanco (B1) * 1,0001* n/a* 0,8638* 14,6849* 15,5621* 0,0134 14,6867* 0,0018* n/a* n/a* n/a*
Blanco (B2) * 1,0001* n/a* 0,8876* 22,6708* 23,5785* 0,0201 n/a* n/a* 0,85* 0,0010* 0,0065*

Cada valor es la media con la desviacion estandar de tres réplicas experimentales. Los resultados se expresan en g de fibra dietaria total/100g de subproducto BS.

BS= base seca; w= peso; residuo= R; proteina= p; cenizas= c¢; n/a= no aplica; mL= mililitro; * valores que se han utilizado como ejemplo en los célculos.
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2.- Calculo correspondiente a blanco
e Calculo del residuo en el blanco (R1y R2)
Para calcular la cantidad de residuo en el blanco se aplicé la siguiente féormula:
Blanco (R1)
Peso residuo (BR1) = ((w capsula + w papel filtro + w residuo) — w capsula — w papel filtro))
Peso residuo (BR1) = (15,5621 g — 14,6849 g — 0,8638 g)
Peso residuo (BR1) = 0,0134 g
Blanco (R2)
Peso residuo (BR2) = ((w capsula + w papel filtro + w residuo) — w capsula — w papel filtro))
Peso residuo (BR1) = (23,5785 g — 22,6708 g —0,8876 g)

Peso residuo (BR1) = 0,0201 g

e Célculo de cenizas y proteina en el blanco
La cantidad de ceniza se calcul6 con la siguiente férmula:

Ceniza (Bc) = (w muestra incinerada — w crisol)

Ceniza (Bc) = (14,6867 g — 14,6849 g) = 0,0018 g
Para calcular la cantidad de proteina, primero se calcul6 la cantidad de nitrégeno del blanco
con la siguiente formula:

(viraje blanco FDT — viraje blanco) * N real HCI x 14,007
1000

Nitrégeno =

L, (0,85 —-0,1) *0,0995 g * 1,4007
Nitrogeno = 1000 = 0,0010¢g

Con la cantidad de nitrdgeno por el factor 6,25 se obtuvo la cantidad de proteina del blanco:

Proteina (Bp) = 0,0010 g * 6,25 = 0,0065 g

Con estos datos se calcul6 la cantidad de fibra aplicando la siguiente formula:

_ BR1+BR2

—Bp-B
2 b= Be
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Reemplazando la formula se obtuvo:

B 0,0134 g+ 0,0201 g
N 2

—0,0018 g — 0,0065g

B = 0,0084¢g
3.- Célculo de fibra dietaria total (FDT) en la muestra

e Calculo del residuo en la muestra
Mango (R1)
Peso residuo (R1) = ((w capsula + w papel filtro + w residuo) — w capsula — w papel filtro))
Peso residuo (R1) = (16,9678 g — 15,7267 — 0,8720 g)
Peso residuo (R1) = 0,3691 g
Mango (R2)
Peso residuo (R2) = ((w capsula + w papel filtro + w residuo) — w capsula — w papel filtro))
Peso residuo (R2) = (15,7179 g — 14,4045 g — 0,8797 g)
Peso residuo (R2) = 0,4337 g

e Calculo de cenizas y proteina en el blanco

La cantidad de ceniza se calculé con la siguiente férmula:
Ceniza (Rc) = (w muestra incinerada — w crisol)

Ceniza (Rc) = (15,7413 g — 15,7267 g) = 0,0146 g

Para obtener la cantidad de proteina en la muestra, primero se calculé la cantidad de
nitrégeno con la siguiente formula:

(viraje muestra — viraje blanco) * N real HCI * 14,007
1000

Nitrégeno =

(4,6 —0,1) x 0,0995 g * 1,4007

Nitré _
itrogeno 1000

= 0,0063 g

Con la cantidad de nitrégeno por el factor 6,25 se obtuvo la cantidad de proteina del blanco:

Proteina (Rp) = 0,0063 g * 6,25 = 0,0392g
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Con estos datos se calculo la cantidad de fibra dietaria aplicando la siguiente formula:

R1 + R2
2

—Rp—Rc—B

M1 + M2
2

FDT = * 100

Donde:
R= peso de residuo (g)
Rp= cantidad de proteina (g)
Rc= cantidad de ceniza (g)
B= peso del blanco (g)
M= peso inicial de la muestra (g)

Reemplazando los valores se tuvo:

0,3691 g+ 0,4337 g
! _

0,0392g—-0,0146g—0,0084 g

1,0001g + 1,0001g
2

FDT =

*100 = 33,9151g

Fibra dietaria total en base seca (FDT BS):

FDT * 100

FDTBS = 100 — humedad

FDT BS = —oo°1*100 _ o 1 00gBS
~ T 100-9g8  /PE/EE
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Anexo G. Fibra dietaria antioxidante.

Tabla 2. Resumen de resultados obtenidos en la presente investigacién en subproductos de mango y
guayaba.

Subproducto
Método

Mango Guayaba
DPPH (mg Eo-Tocoferol/g BS) 367 £ 26 295 + 28
FTC (mg Ea-Tocoferol/g BS) 511 £ 27 3788
ABTS (umol ETrolox/g BS) 339+11 211 +8
FRAP (umol ETrolox/g BS) 67 +4 173+ 15
Fenoles totales (mg EAG/100g BS) 6144 £ 765 4434 + 166
Fibra dietaria total (g/100g BS) 36,3+1 71,2+2
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DPPH:

Anexo H. Andlisis estadistico.

ANOVA unidireccional: DPPH vs. Subproducto

Fuente GL SC CM F P
Subproducto 1 7686 7686 21,19 0,010
Error 4 1451 363
Total 5 9137
S =19,05 R-cuad. = 84,12% R-cuad. (ajustado) = 80,15%
ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada
Nivel N Media Desv.Est. ----- tomm—————= tomm—————= Fmm +———=
Guayaba 3 294,40 8,72 (-——————- e —— )
Mango 3 365,99 25,49 (———————- [ )
———— Fomm - tomm tomm +-——
280 315 350 385
Desv.Est. agrupada = 19,05
o FTC:
ANOVA unidireccional: FTC vs. Subproducto
Fuente GL SC CM F P
Subproducto 1 26480 26480 157,32 0,000
Error 4 673 168
Total 5 27153
S = 12,97 R-cuad. = 97,52% R-cuad. (ajustado) = 96,90%
ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada
Nivel N Media Desv.Est. -—-------- Fomm - B Fomm— = +-
Guayaba 3 379,00 3,86 (-——=*---)
Mango 3 511,86 17,94 (m==*——==)
———————— e e e it L e T
400 450 500 550
Desv.Est. agrupada = 12,97
o ABTS:
ANOVA unidireccional: ABTS vs. Subproducto
Fuente GL sC CM F P
Subproducto 1 24489,2 24489,2 683,28 0,000
Error 4 143,14 35,8
Total 5 24632,6
S = 5,987 R-cuad. = 99,42% R-cuad. (ajustado) = 99,27%
ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada
Nivel N  Media Desv.Est. Fommmm to—mmm Fommm Fomm
Guayaba 3 210,57 4,07 (—=*-)
Mango 3 338,34 7,42 (—=*—
fomm Fom— - Fom— - Fom— =
200 240 280 320
Desv.Est. agrupada = 5,99
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e FRAP:

ANOVA unidireccional: FRAP vs. Subproducto

Fuente GL SC CM F P

Subproducto 1 17067,6 17067,6 182,22 0,000

Error 4 374,7 93,7

Total 5 17442,3

S = 9,678 R-cuad. = 97,85% R-cuad. (ajustado) = 97,31%
ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada

Nivel N Media Desv.Est. ----- tomm—————= tomm—————= Fmm +———=

Guayaba 3 173,67 13,13 (==—=*---)

Mango 3 67,00 3,87 (——=*--—-)
———— fomm - Fomm - fomm - +-——=

70 105 140 175

Desv.Est. agrupada = 9,68

e Fenoles totales:

ANOVA unidireccional: Fenoles vs. Subproducto

Fuente GL SC CM F P

Subproducto 1 4385519 4385519 16,62 0,015

Error 4 1055730 263932

Total 5 5441249

S = 513,7 R-cuad. = 80,60% R-cuad. (ajustado) = 75,75%
ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada

Nivel N Media Desv.Est. -————4+--————-—--- Fo——————— Fmm—————— F————

Guayaba 3 4433,6 115,4 (-——-—--—- Ammm )

Mango 3 6143,5 717,3 (-—————- Hommm )
—— Fom Fom F-——
4000 5000 6000 7000

Desv.Est. agrupada = 513,7

e Fibra dietaria total:

ANOVA unidireccional: Fibra Dietaria vs. Subproducto

Fuente GL SC CM F P
Subproducto 1 1709,27 1709,27 390,11 0,000
Error 4 17,53 4,38

Total 5 1726,79

S = 2,093 R-cuad. = 98,99% R-cuad. (ajustado) =
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