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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue cuantificar mediante cromatografia de liquidos de alta
resolucion la concentracion de &cido gélico, mangiferina, epicatequina y quercetina en
120 extractos de subproductos de mango obtenidos mediante maceracion dinamica y
Soxhlet. Los analitos fueron separados con una mezcla de solventes: acido acético —
agua en proporcion (2:98, v/v) como fase A y la mezcla (0,5:95,5 v/v) &cido acético —
agua con acetonitrilo en proporcion (50:50, v/v) como fase B, utilizando una columna
C18. La concentracién de acido galico estuvo entre 140 y 1471 mg/kg ms, mangiferina
entre 14 y 166 mg/kg ms, quercetina entre 20 y 96 mg/kg ms y no fue detectada
epicatequina. El mejor método de extraccion fue Soxhlet debido a que emplea menor

tiempo.

Palabras clave: HPLC, &cido galico, mangiferina, epicatequina, quercetina y

subproductos de mango.



ABSTRACT

The objective of this study was to quantify gallic acid, mangiferin, epicatechin and
quercetin concentration by high performance liquid chromatography of 120 extracts
obtained by dynamic maceration and Soxhlet method of mango byproducts. The
analytes were separated with a mixture of solvents: acetic acid - water ratio (2:98, v/v)
as phase A and the mixture (0,5:95,5 v/v) acetic acid - water with acetonitrile ratio
(50:50, v/v) as phase B, using a C18 column. Gallic acid concentration was between
140 to 1471 mg/kg dm, mangiferin between 14 to 166 mg/kg dm, quercetin between 20
to 96 mg/kg dm and epicatechin was not detected. The best extraction method was

Soxhlet because it use less time.

Keywords: HPLC, gallic acid, mangiferin, epicatechin, quercetin and mango
byproducts.



INTRODUCCION

La industria de procesamiento de frutas genera un elevado porcentaje de
subproductos como céscaras, semillas y restos de pulpa en sus diferentes etapas de
procesamiento, en ciertas ocasiones los compuestos bioactivos de los subproductos
se encuentran en similar o mayor contenido que en el producto final (Ayala-Zavala et
al. 2011). Los subproductos del mango representan entre el 35 — 60% de la fruta
(Gourgue et al. 1992), sabiendo que el rendimiento promedio por hectarea de
produccién oscila entre 7 y 15 Tm aproximadamente (Comité Técnico Regional 2007)
y en Ecuador se cosecha mango de 2 a 3 veces al afio (EI Agro 2013). De la
produccién destinada para el consumo local estd generdndose aproximadamente
10800 Tm al afio de subproductos, los mismos que no son aprovechados (Fundacion
Mango Ecuador 2000).

El aprovechamiento de los subproductos benefician a la industria ya que permite
obtener ingresos de la utilizaciéon de los subproductos y beneficia a los consumidores
por el excelente valor nutritivo (Gofii y Hervert-Hernandez 2011). Los usos principales
que la industria da a los subproductos son como fuente de antioxidantes,
aromatizantes, colorantes, aditivos alimentarios entre otros (Ayala-Zavala et al. 2011).
En la piel, semillas y hojas del mango se han cuantificado compuestos fendlicos como:
mangiferina, acido galico (Barreto et al. 2008), quercetina (Ribeiro et al. 2008) y
epicatequina (Nufiéz Sellés et al. 2002), los polifenoles son compuestos bioactivos que
tienen propiedades antivirales, anti-inflamatorios, antialérgicos, anti-mutagénicos,

anticancerigenos, anti-colesterolémicos y antioxidantes (Sanchez-Moreno 2002).

El Departamento de Ciencias Agropecuarias y Alimentos busca extraer compuestos
con capacidad antioxidante a partir de subproductos de mango, por lo que el presente
trabajo tiene la finalidad de cuantificar acido galico, mangiferina, epicatequina y

guercetina en extractos obtenidos a partir de estos subproductos.



1. REVISION DE LITERATURA



1.1 El mango

El mango (Mangifera indica L.) pertenece a la familia de Anacardiaceae, esta fruta es
originaria de la India y el Sudeste Asiatico, en la India estas frutas han sido cultivadas
por mas de 4000 afios y fue en el siglo 16 cuando se distribuyd alrededor del mundo,
llegando en el siglo 18 a América. Su cultivo se da en las &reas subtropicales y
tropicales del mundo (Crane y Campbell 1994). El mango es una fruta de alto valor
nutritivo ya que contiene vitaminas y minerales esenciales para cubrir en un gran

porcentaje los requerimientos de la dieta diaria (Griesbach 2003).

El mango es una fruta tropical muy comercializada después del aguacate y banano
(Urefia Bogantes et al. 2007), dentro de las principales variedades rojas cultivadas
para exportacion a nivel mundial es Tommy Atkins (Griesbach 2003), con esta
variedad se trabajo en esta investigacion; ésta presenta algunas caracteristicas como
un tamafio mediano hasta 13 cm de largo y pesa hasta 1200 g, con un promedio de
475 g, tiene forma ovalada a oblonga, su color base es anaranjado amarillo y el rubor
es de rojo oscuro a rojo brillante; la superficie de la fruta es lisa, la cascara es gruesa y
resistente al dafio mecanico, su pulpa es amarilla oscura con una textura firme debido
a la presencia de abundantes fibras finas, pero sujetas a descomposicion fisiologica. El
endocarpio es pequefio y constituye sélo 6 a 7% del peso de la fruta (Urefia Bogantes
et al. 2007).

Con respecto a la produccion los mayores productores de mango son India, China y
Tailandia durante el periodo 2003 — 2005. Por otro lado México, Brasil, Perd, Ecuador,
Haiti son proveedores principales de mango para Norteamérica (Evans 2008). Si
aproximadamente 7700 ha son destinadas al cultivo de mango en nuestro pais se

obtienen 77000 Tm de mango (Fundacién Mango Ecuador 2000).

1.2 Sub-producto
La FAO (2009) define al subproducto como “el producto secundario derivado de un
proceso de fabricacion, reaccién quimica o ruta bioquimica que no es el producto o

servicio principal que se esta produciendo”.

Los subproductos del mango constituyen del 35 al 60% del peso de la fruta (Gourgue
et al. 1992). Especificamente la piel constituye entre 11 al 20% de peso de fruta
fresca (Ajila et al. 2010, Ayala-Zavala et al. 2010), presentando una alta concentracion

de compuestos bioactivos con potencial antioxidante (Ajila et al. 2010). La semilla



constituye el 13,5% y pulpa adherida a la piel el 17,9% del total de la fruta (Ayala-
Zavala et al. 2010).

Los subproductos de las frutas tropicales pueden utilizarse como aditivos alimentarios:
antioxidantes, antimicrobianos, colorantes, saborizantes y espesantes (Ayala-Zavala et
al. 2011).

1.3 Antioxidante

En muchas de las reacciones metabdlicas en las que interviene el oxigeno se da la
produccién de radicales libres, dicha produccién es responsable de patologias como
cancer, enfermedades neurodegenerativas, enfermedades cardiovasculares y otras
mas; la defensa del organismo contra los radicales libres son los antioxidantes
(Cervera et al. 2004). Los antioxidantes son “sustancias que cuando estan presentes
en concentraciones bajas en comparacién con las de un sustrato oxidable,
significativamente retrasa o previene la oxidacion de dicho sustrato” Halliwell citado
por (Venereo Gutiérrez 2002). Los antioxidantes se clasifican en enddgenos, los
mismos que se generan en el organismos y antioxidantes exégenos que son
proporcionados por los alimentos (vitaminas, minerales, compuestos fendlicos)
(Cervera et al. 2004). Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios de las
plantas que se encuentran ampliamente distribuidos en el reino vegetal y actian como
defensa contra la radiacién ultravioleta o la agresion por agentes patdogenos (Manach
et al. 2004), los compuestos fendlicos tienen potentes propiedades antioxidantes que
previenen enfermedades asociadas al estrés oxidativo como el cancer (Dai y Mumper
2010). Estos compuestos estan formados por un anillo aromatico que tiene uno o mas
grupos hidroxilo, siendo la estructura, el nUmero, las posiciones de los grupos hidroxilo
y la naturaleza de las sustituciones en los anillos aromaticos, los aspectos de los que
depende su actividad antioxidante (Balasundram et al. 2006). En la Grafica 1 se
presentan los principales compuestos con capacidad antioxidante en los subproductos

de mango.
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Grafica 1. Compuestos mayoritarios en los subproductos de mango.
Fuente: () (Barreto et al. 2008) O (Nufiéz Sellés et al. 2002)
Elaboracion: La autora

1.4 Cromatografia Liquida de Alta Resolucién

La cromatografia Liquida de Alta Resoluciéon (HPLC) permite separar compuestos de
pesos moleculares entre 54 a 450.000 Daltons, se puede utilizar este tipo de
cromatografia para compuestos volatiles o estables térmicamente (McMaster 2007);
las ventajas que presenta HPLC son: alta sensibilidad de deteccion, recuperacion de la
muestra cuantitativa, susceptibilidad a diversas muestras, rapido y preciso (Dong
2006). Es ampliamente utilizado por ejemplo para la cuantificacion de &cidos
organicos, vitaminas, aminodacidos, azlcares, nitrosaminas, pesticidas, acidos grasos,

aflatoxinas, pigmentos y ciertos aditivos alimentarios (Nielsen 2003).

En lo referente a los tipos de cromatografia existen varias clasificaciones, de acuerdo
al mecanismo de interaccion del soluto con la fase estacionaria se clasifican en:
cromatografia de reparto, cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia de
exclusién molecular, cromatografia de afinidad y cromatografia de adsorcion (Harris
2007).

La cromatografia de adsorcion o de fase reversa, es muy utilizada debido a que es

menos sensible a impurezas polares como el agua que puedan existir en el eluyente,



se utiliza una fase estacionaria apolar y fase movil un solvente polar (Skoog et al.
2001, Harris 2007). En estas condiciones los analitos polares eluyen primero (Dong
2006).

Para realizar la separacién de los antioxidantes utilizando HPLC se inicia con la
inyeccion de la muestra. Los componentes que son retenidos fuertemente por la fase
estacionaria se mueven lentamente con el flujo de la fase mévil y los componentes que
se unen débilmente a la fase estacionaria eluyen con rapidez (Skoog et al. 2001), los
componentes de la muestra son arrastrados por la fase movil en la columna
cromatogréfica (Dong 2006); dicha fase es impulsada por el sistema de bombeo
(McMaster 2007), es decir el reparto de los solutos entre cualquiera de las fases movil
0 estacionaria da lugar a la separacion (Harris 2007). La diferencia de velocidades
hace que se separen los componentes en bandas o zonas que se extienden a lo largo
de la columna; haciendo pasar suficiente fase moévil a través de la columna se
consigue un aislamiento de los compuestos hasta que las bandas individuales salgan
de la columna, pudiendo ser detectados a diferentes tiempos de retencion y
obteniéndose una representacion grafica denominada cromatograma (Skoog et al.
2001). La banda de un soluto se ensancha a medida que atraviesa la columna
cromatogréfica, el ensanchamiento de la banda se da por la difusion, la misma que
depende de la velocidad con la que se mueve una sustancia desde una region de
mayor a menor concentracién (Harris 2007), este ensanchamiento es inevitable, pero
se puede encontrar las condiciones apropiadas para que el ensanchamiento ocurra
mas lentamente que la separacién de las bandas (Skoog et al. 2001). En la Figura 1 se

muestra un esquema de los componentes del sistema HPLC.
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Figura 1. Componentes del sistema HPLC
Fuente: (McMaster 2007).
Elaboracion: La autora

La resolucion se define como medida cuantitativa de separacion de dos analitos
(Skoog et al. 2001). La eficiencia de la separacion esta determinada por dos factores:

a) La diferencia de tiempos de elucion de los picos, cuanto mas distantes sean, mejor
serd su resolucion.

b) El ancho de los picos, cuanto mas anchos sean los picos menor sera la resoluciéon
(Harris 2007).

Para determinar la eficiencia de separacién se calcula la resolucién con la siguiente

formula;
ATR
1
EWm

Donde A TR es la variacion de los tiempos de retenciéon y Wm son los anchos de pico.



1.4.1 Componentes del HPLC
1.4.1.1 Sistema de Bombeo.

El sistema de bombeo es una parte esencial del cromatégrafo cuya funcion es
proporcionar el flujo continuo de fase movil a la columna cromatografica a una presion
constante (Skoog et al. 2001). Este sistema esté& constituido por una o mas bombas,
reservorios de solvente y sistema de desgasificacion (Dong 2006). Las bombas deben
estar construidas por materiales resistentes a la corrosion (acero inoxidable o teflon)
(Skoog et al. 2001), es decir materiales compatibles con solventes organicos comunes,
tampones y sales, que puedan ofrecer caudales tipicos en un rango de 0,1-10 mL/min,
flujo libre de pulsaciones, capacidad de mezclar solventes (Dong 2006).

Existen tres tipos de bombas: reciprocas, de desplazamiento y neumaticas. La bomba
reciproca impulsa el solvente por el movimiento de vaivén de un pistén, que es
accionado por un motor. Dos valvulas con cierre de bola que se abren y se cierran
alternativamente, controlan el flujo del solvente hacia adentro y fuera del cilindro
(Skoog et al. 2001). Este tipo de bombas producen un flujo pulsado que puede
ocasionar ruido en la linea base del cromatograma (Skoog et al. 2001), por ello para
reducir las fluctuaciones del flujo y evitar este inconveniente es necesario colocar un
amortiguador de impulsos (Dong 2006). En la Figura 2 se muestra el esquema de una

bomba reciproca de HPLC.

Columna

S————
Yu s )
Amortiguade "

de impulsos |

Junta de cierre
Motor <

F L7

Vilvulas
de bola

Piston de vaivén

~—— Disolvente

Figura 2. Bomba reciproca de HPLC
Fuente: (Skoog et al. 2001)
Elaboracion: La autora
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1.4.1.2 Sistema de Inyeccion.

El sistema de inyeccion es otro componente muy importante que se encuentra ubicado
entre la bomba y la columna; el mismo que debe operar a altas presiones de hasta
7000 psi. Su funcionamiento se basa en el principio de bucle y valvula que permite la

entrada de la muestra sin ingreso de aire (Skoog et al. 2001) .

1.4.1.3 La columna cromatografica.

Las columnas se clasifican de acuerdo a sus dimensiones y tamafios de particula del
relleno, la mas utilizada es la de 25 cm de longitud de acero inoxidable y 4,6 mm de
didmetro interno, el material de empaque es silice, con tamafio de particula de 5 um
(Skoog et al. 2001, Harris 2007).

Con la finalidad de aumentar la vida de la columna analitica se coloca delante de la
columna una pre-columna, la misma que debe tener composicién de relleno semejante
a la columna analitica y mayor tamafio de particula, para asi minimizar la caida de
presion, otra de las funciones es eliminar la materia en suspensién y los
contaminantes de los solventes (Skoog et al. 2001). En la Figura 3 se muestran las

partes de una columna cromatogréfica.

Precolumna F
= . .
b - ‘~ Filtros de titanio poroso

Enfrada

Cubierta de
aluminio
anodizado

Columna principal
(de plastico)

——— Filtro de titanio poroso

Salida

Figura 3. Columna cromatografica
Fuente: (Harris 2007)
Elaboracion: La autora
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1.4.1.4 Sistema de Deteccion.

El detector se encuentra a la salida de la columna, el mismo que debe presentar alta
sensibilidad para detectar pequefias concentraciones de analito, debe ofrecer una
respuesta lineal y evitar el ensanchamiento de picos (Harris 2007). Otras de las
caracteristicas que debe tener un detector son: presentar una estabilidad,
reproducibilidad, no ser destructivo de la muestra, no debe presentar sensibilidad a
variaciones de temperatura y composicién del solvente, esto con la finalidad de
eliminar el ruido, el mismo que se define como “las desviaciones aleatorias observadas
cuando se repiten medidas de sefiales que se controlan de forma continua”. Segun
Skoog et al (2001) existen dos tipos de ruidos que pueden afectar los analisis, estos
son el quimico y el instrumental, el primero puede deberse a variaciones de
temperatura, humedad relativa, vibraciones, cambios de intensidad de la luz y el otro
tipo de ruido llamado ruido instrumental se debe a variaciones del detector y
transductor de entrada (Sierra Alonso et al. 2010). Algunas medidas que se pueden
tomar para reducir el ruido son evitar la formacion de burbujas en el detector aplicando
una contrapresion durante la despresurizacion del eluyente (Harris 2007), realizar
calibraciones y mantenimiento del equipo (Skoog et al. 2001).

El detector de arreglo de diodos permite registrar simultaneamente la absorbancia de
la muestra en todo el rango de longitudes de onda comprendida entre 200 a 700 nm

(Skoog et al. 2001). En la Figura 4 se muestran las partes del detector.

Monocromador
Rejilla

Abertura para
el paso de luz

Lampara de
deuterio

Figura 4. Detector de arreglo de diodos
Fuente: (Dong 2006)
Elaboracion: La autora
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1.5 Caracteristicas y parametros de calidad del método analitico

Los pardmetros de calidad de un método analitico son: linealidad, precision y
exactitud. La garantia de la calidad de un método puede incluir datos que muestren
una curva de calibrado lineal, los blancos con sefiales bajas esperadas y que los
analisis replicados sean reproducibles (Harris 2007).

1.5.1 Linealidad

Harris (2007) define la linealidad como el intervalo de concentraciones del analito para
los cuales se obtiene una respuesta proporcional a la concentracién, mediante el

coeficiente de correlacion (r?) se puede medir este parametro.

Skoog et al. (2001) indica que la “linealidad comienza con la concentracion mas
pequefa a la que se puede realizar medidas cuantitativas (limite de cuantificacién) y
culmina con la concentracion a la que la curva de calibrado se desvia de la linealidad”.
En la Tabla 1 se presentan las linealidades encontradas en bibliografia, para los

analitos que se evallan en la presente investigacion.

Para comprobar que no existe tendencia alguna en los resultados obtenidos, se
calculan los residuos, estos definidos por Gutiérrez Pullido y Vara Salazar (2008) como
“la diferencia entre la respuesta observada y la respuesta predicha por el modelo en
cada prueba experimental”, estos residuales permiten verificar que los errores siguen

una distribucion normal (Montgomery y Runger 2007).

Tabla 1. Rangos lineales de los compuestos fendlicos

Compuesto Linealidad Coeficiente de Autor

P (ug/mL) Correlacion (r?)
Acido gélico 2,65-21,00 0,9994 (Samee y Vorarat 2007)
Mangiferina y 5,00 - 25,00 0,9997 (Nufiéz Sellés et al. 2002)

Epicatequina
Quercetina 10,05 - 80,40 0,9999 (Samee y Vorarat 2007)

Elaboracién: La autora

1.5.2 Precision

Se define como la reproducibilidad de los resultados, es decir la concordancia entre los
valores numéricos de dos o mas medidas replicadas o medidas que se han realizado
exactamente de la misma forma (Skoog et al. 2001). El pardmetro que se utilizan para

medir la precision es el coeficiente de variacion (Skoog et al. 2001), dicho estadistico
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proporciona una medicién normalizada de la dispersion y se lo obtiene del cociente de
la desviacion estandar entre la media, se lo multiplica por 100 para expresarlo como
porcentaje (Chapra y Canale 2007), otro parametro que permite verificar que los
coeficientes de variacién se encuentran en el rango de concentracion adecuado es el
coeficiente de variacion de Horwitz, este valor se puede obtener utilizando la trompeta
de Horwitz donde se observa el nivel de concentracion del analito expresado en
valores adimensionales de masa, permitiendo obtener el valor en funciéon a la

magnitud de concentracion que se esta analizando (Rivera Orozco et al. 2010).

La falta de precision instrumental puede provocar variaciones en la cantidad inyectada
y en variaciones de la respuesta del instrumento, la precision entre ensayos se puede
evaluar analizando alicuotas de un material homogéneo varias veces por una misma
persona, el mismo dia y con el mismo equipo, cada analisis es independiente de tal
manera que la precisién entre ensayos indica la reproducibilidad del método analitico
(Harris 2007).

1.5.3 Exactitud

Sierra et al. (2010) define a la exactitud como la capacidad de un método para rendir
resultados proximos al valor real o tedrico. En un método analitico la exactitud se
puede demostrar: analizando uno o varios materiales estandar de referencia, donde
las concentraciones del analito se conozcan (Skoog et al. 2001), es decir analizar un
material estdndar de referencia con una matriz semejante a la muestra desconocida;
otra forma de demostrar la exactitud es comparando los resultados de métodos
analiticos diferentes y analizar una muestra de blanco dopado con una cantidad
conocida de analito o hacer adiciones de estandar de analito a la muestra (Harris

2007), que es el método que se aplico en esta investigacion.
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2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo general
Determinar la concentracion de los principales componentes con capacidad
antioxidante presentes en los subproductos de mango.

2.2 Objetivo especifico
Cuantificar acido galico, mangiferina, epicatequina y quercetina en extractos obtenidos

a partir de subproductos agroindustriales de mango.
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3. MATERIALES Y METODOS
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La metodologia se la ha dividido en dos partes, implementacion del método
cromatogréfico y cuantificacion de los compuestos fendlicos en los extractos de
subproductos de mango, el diagrama del procedimiento se presenta en el Anexo 1.

3.1 Implementacién del método cromatografico

Se implementd el método descrito por Nantitanon et al. (2010), para cuantificar &cido
galico, mangiferina, epicatequina y quercetina. Se utiliz6 estandares de la casa
comercial Sigma Aldrich, los solventes acido acético y acetonitrilo de la casa comercial
Fisher Chemical (grado HPLC) y metanol marca J. T Baker, el equipo que se utiliz fue
un HPLC Waters modelo 2596, con un sistema de bombas cuaternario, detector de
arreglo de diodos Waters modelo 996 y software Masslynx version 4.1 y se utilizé6 una
columna empacada C18 de fase reversa con diametro 4,6 mm x 250 mm y un

didmetro interno de 5 ym de la casa comercial Supelco (USA).

3.1.1 Identificacion de compuestos fendlicos
La identificacion se realiz6 mediante sus tiempos de retencién y espectros UV,
inyectando cada estandar (30 ppm). Una vez identificados los compuestos se prepar6
una solucién mix con todos los estandares (30 ppm).

3.1.2 Mejorar resolucién
Se inyect6 el mix de estandares y se realizaron variaciones a la gradiente hasta
conseguir una correcta separacion de los compuestos, la gradiente se formé utilizando
una mezcla de solventes con acido acético — agua en proporcion (2:98, v/v) como fase
Ay la mezcla (0,5:95,5 v/v) &cido acético — agua con acetonitrilo en proporcion (50:50,
v/v) como fase B. Las variaciones consistieron en hacer mezclas de las fases moviles
menos polares a la propuesta por Nantitanon et al. (2010), la gradiente que ofrecié la

mejor resolucion se presenta en la Tabla 2.
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Tabla 2. Gradiente del método

Tiempo (min) A (%) B (%)

0 100 0
1 95 5
15 90 10
20 60 40
55 45 55
65 20 80

Elaboracién: La autora

En el Anexo 2 se presentan todas las condiciones del método cromatografico.

3.1.3 Linealidad
Para determinar la linealidad se partié de los rangos lineales descritos en bibliografia
(véase Tabla 1). Para mangiferina, epicatequina y quercetina se trabajé con
concentraciones de 1, 5, 10, 15, 20, 25 y 30 ppm para cada estandar, para acido
galico se prepararon concentraciones de 1, 5, 25, 50, 100, 150 y 200 ppm. En el

Anexo 3 se describe el procedimiento de preparacion de los estandares.

Se realizaron tres curvas para cada compuesto y se consideré lineal la curva de
calibracién que tenga un coeficiente de correlacion mayor a 0,99 (Chapra y Canale
2007). Ademas se calcularon los residuos de las areas para evaluar la distribucién de

los puntos.

3.1.4 Precisién
Para evaluar la precision se determinaron los coeficientes de variacion (C.V) de las
curvas de calibracion realizadas para cada compuesto y se los compar6 con los C.V
de Horwitz (Rivera Orozco et al. 2010). También se calcularon los C.V de los tiempos

de retencion.

3.1.5 Exactitud
Para realizar el criterio de exactitud se seleccion6 mangiferina por ser el compuesto
fendlico mas importante en este subproducto (ver Grafica 1). El andlisis consistié en
tomar una muestra para ser fortificada con estandar (3 repeticiones) y una muestra
para medir la cantidad de mangiferina sin estandar. Se tomaron 2 g de muestra

(tamafio de particula >250 <355 um), se le afiadié 1 mg de estandar y se extrajo con
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25 mL de metanol mediante maceracion dinamica, utilizando un agitador kika modelo
RO15 durante 30 min a 2000 rpm, luego se paso6 por una centrifuga marca CLAY
ADAMS® Brand DYNAC® (Becton, Dickinson and Company, MD, USA) a 2800 rpm
por 30 minutos. Se eliminaron particulas en suspension de los extractos utilizando filtro
Millipore Millex-GV Hidrophilic PVDF de 0,22 um, se inyect6 1000 pL del
sobrenadante purificado en el equipo HPLC. La muestra sin fortificar siguié el mismo
procedimiento exceptuando la adicién del estandar. El porcentaje de recuperacion se
lo calculé por medio de la formula:
wR= =Yy 100%
CA

Donde:

CF = Concentracion del analito medida en la muestra fortificada.

CU = Concentracion de analito medida en la muestra sin fortificar.

CA = Concentracion de analito adicionada (Harris 2007).

3.2 Cuantificacion de los compuestos fendlicos en los extractos

Se analizaron 120 extractos de subproductos de mango (piel y pulpa adherida), los
extractos se obtuvieron de la combinacion de las condiciones descritas en la Tabla 3
para el método de extraccion sélido- liquido por maceracion dinamica y en la Tabla 4
para el método de extraccion soélido- liquido por Soxhlet, estos extractos fueron
obtenidos de la investigacion: “Determinacién de la actividad antioxidante de las
fracciones lipofilicas e hidrofilicas de los subproductos agroindustriales de mango”

desarrollada en el Departamento de Ciencias Agropecuarias y Alimentos de la UTPL.

Tabla 3. Condiciones de obtencién de los extractos con el método de maceracién dinamica

Tiempo  Solvente

Tama'no de de de
Particula . L
extraccion extraccion
>500 pm
>355 y <500 um 3h
>250 <355 um 6h N'fé?;‘r?(')l
>125 <250 pm 24 h
<125 pm.

*3 repeticiones por ensayo (90 extractos)

Elaboracién: La autora
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Tabla 4. Condiciones de obtencién de los extractos por el método Soxhlet.

Tiempo  Solvente

Tamafio de d d
Particula € €
extraccion extraccion

>500 pum

>355 <500 pum

>250 <355 um 4h N'féf‘;r‘l’él

>125 <250 pm
<125 pm.

*3 repeticiones por ensayo (30 extractos)

Elaboracién: La autora

Para definir la concentracion de extracto a inyectar, se partio pesando 10 mg/mL hasta
conseguir una concentracion adecuada donde se identifiquen claramente los
compuestos fendlicos. Se pesé 60 mg de extracto, se disolvio con 1 mL de metanol
utilizando el vortex Labnet modelo VX100 durante 10 min a 2000 rpm, todos los
extractos pasaron por el filtro Millipore Millex-GV Hidrophillic PVDF de 0,22 um previo
a su inyeccion. El efecto de la concentracion del soluto debe originar una sefial tres
veces mayor a la del ruido de fondo (Skoog et al. 2001), para demostrar esto se
procedié a integrar los picos anteriores y posteriores a los de interés. Ademas se

realizé la lectura de uno de los extractos por triplicado para determinar la repetibilidad.

Para expresar los resultados de las concentraciones obtenidas en mg/kg de los

extractos se realizd la sumatoria de los valores obtenidos con etanol y metanol.

El andlisis estadistico que se aplicé fue un andlisis de varianza a las concentraciones
obtenidas de los extractos, con la finalidad de determinar el efecto que tiene el método
de extraccion en sus diferentes tamafios de particula, tiempos y solventes de

extraccion, para ello se utilizé el programa estadistico Minitab 16.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1 Implementacién del método cromatogréfico

4.1.1 Identificacién de compuestos fendlicos
La inyeccion individual de los compuestos utilizando la gradiente propuesta por
Nantitanon et al. (2010), permitid la elucion de acido gélico a 5,45 min, mangiferina a
28,62 min, epicatequina a 29,12 min y quercetina a 53,77 min. El espectro UV del
estandar y extracto de acido gdlico presentan dos picos caracteristicos en las
longitudes de onda 228 nm y 268 nm aproximadamente, similar al espectro encontrado
por Kaur y Kapoor (2001) con picos en 228 nm y 270 nm. En los espectros UV del
estandar y extracto de mangiferina resaltan tres picos a 257 nm, 317 nm y 363 nm,
resultados similares al espectro reportado por Qin et al. (2008) que presenta picos a
260 nm, 320 nm y 370 nm. Para epicatequina el espectro UV presenta un sélo pico
definido a 278 nm, siendo muy parecido al espectro UV bibliografico reportado por
Ayala-Zavala et al. (2011) en la longitud de onda 275 nm, en el extracto no se
evidencié este compuesto fendlico, finalmente el espectro UV del estandar de
gquercetina resalta dos picos en las siguientes longitudes de onda 255 nm y 370 nm,
muy cercanas a las longitudes de onda que presenta el espectro UV de Pinto et al.
(2011), al analizar el extracto se evidenciaron los picos caracteristicos de quercetina
gue confirman la presencia de este compuesto en los subproductos. En la Figura 5 se

presentan estos resultados.
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4.1.2 Mejorar resolucién
Al inyectar la solucion mix de los estandares utilizando la gradiente de Nantitanon et al.
(2010) no permitié la separacion de mangiferina y epicatequina (Ver Figura 6), para lo cual

se realizaron cuatro modificaciones después del minuto 15.

1'93'1: Método de Nantitanon
1.8e-13 Tiempo (min) A (%) B (%)
1.7e-H 0 100 0
1.6e-1 1 95 >
E 15 a0 10
1581 35 65 35
1.45-1] 40 60 40
1301 55 45 55
1.2e-14 65 20 80 Quercetina
E 70 20 80 53,77
1.1e-H .
E 80 0 100 23550
=} 1.0e-14
< E
9.0e-2 i
E Acido
8.0e-24 galico
E Mangiferina
7.0e-2] 545
i 17603 2882
& .0e-2] 8872
S.De-E:
4.0e-2 Epicatequina
3.0e-2
= 29.12
20e-2 1459
1.0e-24
D.D_ . L T JL—J"‘“’”—"‘—'—— T e Time
5.00 10.00 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500  G0.00  ©5.00

Figura 6. Elucion de compuestos fendlicos con la gradiente de Nantitanon.

Elaboracién: La autora

En la Tabla 5 se pueden observar todas las variaciones ensayadas que se realizaron a la

gradiente y en la Figura 7 los cromatogramas con su respectiva variacion y resolucion.
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Tabla 5. Variaciones en la gradiente

Método de

. Variaciéon 1 Variacién 2 Variacién 3 Variacién 4
Nantitanon

Tiempo A B Tiempo A B Tiempo A B Tiempo A B Tiempo A B
(min) (%) (%) (min) (%) (%) (min) (%) (%) (min) (%) (%) (min) (%) (%)

0 100 0 0 100 O 0 100 O 0 100 O 0 100 O
1 95 5 1 95 5 1 95 5 1 95 5 1 95 5
15 90 10 15 90 10 15 90 10 15 90 10 15 90 10
35 65 35 35 75 25 35 85 15 35 55 45 30 55 45
40 60 40 40 60 40 40 60 40 40 60 40 40 60 40
55 45 55 55 45 55 55 45 55 55 45 55 55 45 55
65 20 80 65 20 80 65 20 80 65 20 80 65 20 80
70 20 80 70 0 100

80 0 100

Elaboracién: La autora

Donde A (%) es el porcentaje de flujo de la fase A y B (%) porcentaje de flujo de la fase B.
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Donde M: mangiferina y E: epicatequina

Variacion 1 5 0e-2
. Elucién 4 De-2
Tiempo
(min) A%) | B(%) | & 3.0e2
35 75 25 2-0e-2
Resolucion o 1.0e-2
0. T T T T T T T T T Time
24 00 2500 26.00 27 .00 2800 2900 3000 31.00
38.74
Variacién 2 5 De_2 14450
Elucion
Tiempo 4 De-2 M+ E
{min) A(%) | B (%)
2 3.0e2
35 85 15
Resolucion 4] 2.0e-2
1.0e-2
0. T T T T : . . . . . . Time
31.00 32.00 33.00 34.00 35.00 36.00 37.00 38.00 39.00
Variacién 3 M 50
. _é BO8
Tiempo Elucion 5.0e-23
. 4 0e-2
(min) | A(%) | B (%) E E
2  3.0e-24
E 27 .15
35 55 45 2.00-23 27 12
Resolucion 0,91 1.0e-2
0.03 T T T T =T T T B |/\ T T — Time
24.00 25.00 26.00 27.00 28'00 29.00 30.00 31.00 32.00
H s 2563
Variacion 4 E 11882
5 09-2—5
Tiempo Elucion 4 00.5] M
(min) Al%) | B(%) |2 30e2 E
E 26.04
30 55 45 2 0e-23 5
Resolucién 1.09 1.0e-24
0.03 T T T T T T T ——— Time
2400 25.00 26.00 27.00 2800 29.00 30.00 31.00 32.00

Figura 7. Cromatogramas de las variaciones de elucion.
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En las dos primeras variaciones se formo6 una mezcla de fases moéviles mas polar, donde las
variaciones consistieron en modificar en el minuto 35 la proporcién: 75% de fase Ay 25% de
fase B (variacion 1) y 85% de fase Ay 15% de fase B (variacion 2), con estas variaciones
mangiferina y epicatequina no se separaron, debido a que si aumenta la polaridad de la
mezcla de solventes, los compuestos tardan en eluir impidiendo su separacion, asi la
primera variacion coeluye a 31,40 min y la segunda a 38,74 min. Al notar que la gradiente
propuesta por Nantitanon et. al (2010) en el minuto 35 tenia una polaridad menor en la
mezcla de solventes (65% - 35% fase A y B) a las inyectadas anteriormente, en la variacion
3 se form6 una mezcla de solventes con una proporcion de menor polaridad (55% - 45%
fase A y B) a la propuesta por Nantitanon et al. (2010), logrando una mejor separacion de
mangiferina y epicatequina, con una resoluciéon de 0,91, el tiempo de retencién se reduce
conforme se realizan los cambios en la proporcibn de solventes, en esta variacion
mangiferina eluyé al minuto 26,80 min y epicatequina a 27,15 min. La Udltima variacion
consistié en cambiar en el minuto 30 la gradiente en proporcién 55% y 45% de fase Ay B
respectivamente, eluyendo mangiferina a 25,63 min y epicatequina a 26,04 min, permitiendo

la separacion de estos compuestos y presentando una resolucién de 1,09.

4.1.3 Linealidad
Se encontré respuesta lineal para acido galico de 1 a 200 ppm y para mangiferina,
epicatequina y quercetina de 1 a 30 ppm. A partir de las areas registradas para cada
concentracion se calcularon los coeficientes de correlacion, resultando éstos mayores a
0,99, lo que indica una buena linealidad, pero las areas son repetibles para concentraciones
comprendidas entre 5 a 200 ppm para acido gdlico, de 5 a 30 ppm para mangiferina, de 5 a
25 ppm para epicatequina y de 5 a 20 ppm para quercetina. En la Tabla 6 se presentan las
ecuaciones de las curvas de calibracion para las tres repeticiones de linealidad, utilizando la
variacién 4 y los rangos que los compuestos presentaron repetibilidad, en la Figura 8 se
presentan las curvas de calibracién de cada compuesto en sus rangos repetibles y en el

Anexo 4 se encuentran los datos de las linealidades correspondientes a cada compuesto.
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Tabla 6. Calibracién de las curvas de los compuestos fendlicos

Compuesto Ecuacién Coeficiente d(za
Correlacion (r9)
Acido galico y= (939,16 + 79,92)x + (2638,31 + 1996,02) 0,997 £0,004
Mangiferina y= (592,84 75,39)x + (-714,69 + 466,74) 0,996 £ 0,005
Epicatequina y= (180,85 + 32,51)x + (-142,07 + 78,25) 0,995 + 0,004
Quercetina y= (913,39 + 168,63)x + (-1066,67 + 148,33) 0,997 + 0,002
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Para comprobar que los datos son linealmente aceptables se siguidé la referencia
bibliografica de Draper y Smith citado por Chapra y Canale (2007) en la cual indican que:
para la regresion por minimos cuadrados debe tener una dispersion de los puntos similar a
la del rango de datos y la distribucion de los puntos cerca de la linea es normal, para esto se
calcularon los residuos (tres repeticiones de linealidad), en la Figura 9 se observa que los
residuos presentan una dispersion y no son diferentes entre si en funcién a la concentracion
y en cada linealidad realizada se pueden observar puntos sobre y bajo la linea, de igual
forma en el Anexo 4 se presentan los valores de los residuos con valores positivos y
negativos lo que indica que se trata de una distribucién normal, sin evidenciar tendencia

alguna, cumpliendo con la referencia mencionada.

El rango de linealidad en algunos casos se ha ampliado o reducido; por ejemplo para acido
galico se encontr6 una concentracion menor a 2,65 ppm como limite inferior y una
concentracion mayor a 21 ppm como limite superior, siendo estos los rangos lineales que
propone Samee y Vorarat (2007) para este compuesto. Para mangiferina y epicatequina se
encontré una concentracion menor a 5 ppm como limite inferior y una concentracion mayor a
25 ppm como limite superior que son los rangos que reporta Nufiéz Sellés et al. (2002),
finalmente para quercetina se ha encontrado una concentracion menor a 10,05 ppm como
limite inferior y se ha reducido el limite superior de 80,40 ppm reportados por Samee y
Vorarat (2007) a 30 ppm. (Ver Tabla 1). Con esto se consiguid tener un rango de

concentraciones que puedan comprender las areas que presentan los extractos.
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Al finalizar las pruebas de linealidad se evidencioé un problema de saturacion en la columna
cromatogréfica ocasionando nuevamente la coelucion de mangiferina y epicatequina, siendo
necesario realizar una nueva variacion en la gradiente, dicha variacion consistié en eliminar
el minuto 30 y 40 de la variacion 5 y afiadir el minuto 20 con una mezcla de solventes de
60% de fase Ay 20% de fase B, el resto de la gradiente continud igual que la variacion 5, en
la Figura 10 se observan los cromatogramas con los cuatro compuestos fendlicos utilizando
la variacion 4 y variacion 5 con su respectiva resolucion y gradiente. La resoluciéon en esta
variaciéon es de 1.73 cumpliendo con el criterio de Harris (2007), donde indica que los
analisis cuantitativos deben presentar una resolucién >1.5 (Ver célculos de resolucién en el

Anexo 5). Al modificar la gradiente los tiempos de retencién también cambiaron, asi el acido
galico (Tg= 5.66 min), mangiferina (Tg= 22.50 min), epicatequina (Tg= 22.88 min) y
quercetina (Tg= 38.80 min), estos presentaron una buena simetria y coeficientes de
correlacion de 0.99 (Ver Anexo 6). Las condiciones cromatograficas que permitieron el

desarrollo del método fueron la gradiente realizada con la variacion 5.
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Variacion 4 Variacién 5
Tiempo A B Tiempo A B
(min) (%) (%) (min) (%) (%)
0 100 0 0 100 0
1 95 5 1 95 5
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Figura 10. Cromatograma de los compuestos fenélicos en su orden de elucién.
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4.1.4 Precision
Las concentraciones planteadas para &cido gélico (repetibles en 5, 25, 50, 100, 150 y 200
ppm), mangiferina (repetibles en 5,10, 15, 20, 25 y 30 ppm), epicatequina (repetibles en 5,
10, 15, 20 y 25 ppm) y quercetina (repetible 5, 10, 15 y 20 ppm), los C.V de Horwitz
correspondientes a las concentraciones planteadas para los compuestos en estudio se
encuentran entre 8 a 16% (Rivera Orozco et al. 2010), las areas que presentan repetibilidad
para &acido galico tienen un C.V entre 5,59 a 5,69% (ver Anexo 4), para mangiferina se
presentan C.V entre 7,42 a 14,75%, para epicatequina se tienen C.V entre 13,85% a 17,18%
y para quercetina los C.V se encuentran entre 19,86% a 28,58%, los C.V elevados de estos
dos ultimos compuestos pudieron deberse a la presencia de ruido quimico o instrumental
como variaciones de temperatura en el laboratorio, humedad relativa, vibraciones, entre
otras (Skoog et al. 2001). Uno de los pardmetros que no se pudo controlar fueron las
fluctuaciones de temperatura debido a que el horno con el que se trabajé no permite
mantener una temperatura estable y la habitacion donde se encuentra el HPLC tuvo

variaciones de temperatura debido al mal funcionamiento del aire acondicionado.

Se determinaron también los C.V de los tiempos de retencion para cada compuesto, los
mismos que estan comprendidos entre 0,10 a 2,39% (ver Anexo 4), Rodriguez Osuna et al.
(2000) indican que un C.V del 10% atribuye una buena estimacion.

Finalmente para cumplir con el criterio de precision en los extractos, se escogié un extracto
al azar y se lo inyectd por tres veces, los coeficientes de variacion de las areas de los

compuestos fendélicos se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Coeficientes de variacion de las areas de los compuestos fendélicos

Repeticiones Acido Galico Mangiferina Quercetina
1 78654 1650 3401
2 82081 1585 3231
3 78755 1558 3461
% C.V 2,44 2,96 3,55

En este caso también se cumple con el criterio de Rodriguez Osuna et al. (2000) sobre los

coeficientes de variacion.

4.1.5 Exactitud
El porcentaje de recuperacion de la mangiferina en las tres repeticiones fue de 52,97 +
5,74% y un coeficiente de variacion de 10,83%, en el Anexo 7 se pueden observar los
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calculos de la recuperacion. Otras investigaciones han obtenido un porcentaje de
recuperacion de 85.15% de mangiferina en mango proveniente de China (Fenglei et al.
2012).

4.2 Cuantificacién de los compuestos fendlicos en los extractos

4.2.1 Definir la concentracion de extractos
Se inyecté un extracto en concentracién de 10 mg/mL, 50 mg/mL, 60 mg/mL y 80 mg/mL,
los picos de las dos primeras concentraciones no se encontraron bien definidos, la
concentracion de 80 mg/mL hizo que se sature la columna y la concentracion de 60 mg/mL
permiti6 una clara identificacion de los compuestos. En la Figura 11 se presentan los
cromatogramas de acido galico, mangiferina y quercetina con las concentraciones
experimentadas. En todos los extractos analizados de subproductos de mango no existi6 la
presencia de epicatequina, por ejemplo el estudio de Nufiéz Sellés et al. (2002) encontré

epicatequina en la corteza del tallo del mango.
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En el Anexo 8 se presentan los célculos respectivos de la sefial — ruido, obteniéndose
valores que cumplen con el criterio de Skoog et al. (2001), Gnicamente mangiferina no
cumple con este criterio en el pico posterior, esto fue debido a que este pico
corresponde a epicatequina.

4.2.2 Cuantificacién de compuestos fendlicos en extractos
A continuacién se presentan las concentraciones de acido galico, mangiferina y
gquercetina en los extractos de los subproductos de mango, expresados como la
sumatoria de la concentracién obtenida con etanol y metanol. Se utilizé6 el método de
Soxhlet como un patrén de comparacion. En el Anexo 9 se presenta la nomenclatura
de los resultados obtenidos y la codificacion de los extractos de acuerdo a su tamafio

de particula.

4.2.2.1 Acido galico
En la Gréafica 2 se observan los resultados de la concentracién de acido galico con el
método de maceracién dinAmica, expresados como sumatoria (etanol y metanol),
presentandose el mayor contenido con una concentracion de 1471 mg/kg ms, obtenido
con el tamafio de particula >500 um y un tiempo de extraccion de 6 horas. El Anexo 10
presenta los resultados obtenidos para acido galico con ambos métodos (maceracién

dinamica y Soxhlet) y los céalculos se muestran el Anexo 11.

En el estudio que presenta Soong y Barlow (2006) cuantifico acido géalico en extractos
obtenidos con etanol de la semilla de mango, encontrando una concentracion de 202,7
mg/kg ms, el resultado obtenido en la presente investigaciébn es superior al

mencionado.

Para el subproducto en estudio (piel) no se encontraron datos pero con la
investigacion realizada se puede confirmar la presencia de acido galico en este
subproducto. Al realizar el andlisis estadistico se encontré que existe diferencia
significativa en el tamafio de particula y tiempo de extraccibn con respecto a la
concentracion de &cido galico obtenida con maceracion dinamica, expresada como

sumatoria (etanol y metanol), ver Anexo 12.
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Gréafica 2. Cuantificacién del acido galico con el método de maceracion dinamica.

El mayor contenido de acido géalico expresado como sumatoria con el método Soxhlet
fue de 1092 mg/kg ms, obtenido con el tamafio de particula >500 um y 4 horas de
extraccion. La Tabla 8 presenta los datos de la extraccion con etanol y la sumatoria a
los diferentes tamafios de particula.

Tabla 8. Contenido de &cido galico con el método Soxhlet.

Tamario de Acido gélico
Particula (um) Etanol (mg/kg) Sumatoria (mg/kg)
> 500 943 + 247,67° 1092 + 134,20
>355 <500 612 + 151,55° 686 +* 86,62°
> 250 =< 355 121 + 11,18° 140 + 6,92°
> 125 < 250 568 + 98,68" 629 + 54,81°
<125 352 + 20,53° 398 + 17,86

*Cada valor es la media con la desviacion estandar de tres réplicas experimentales.
*Las medias que no comparten una letra en una misma columna son significativamente
diferentes.

En el estudio de Barreto et al. (2008) sobre la caracterizacion y cuantificacién de los
compuestos fendlicos de la piel, semillas y hojas de mango (Mangifera indica L.) en
diferentes variedades presenta 20 mg/kg ms de contenido de acido gélico en la piel de
mango, utilizando el método Soxhlet, el resultado obtenido en el presente estudio es
superior al compararlo con el estudio de Barreto et al. (2008).
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Al realizar el andlisis estadistico se encontrd diferencia significativa en la interaccién
tamafio de particula y tiempo con respecto a la concentracion de acido gélico obtenida
con el método de Soxhlet, expresada como la sumatoria, ver Anexo 12.

Al comparar estadisticamente los mejores resultados de ambos métodos (maceracion
dindmica y Soxhlet) expresados como la sumatoria entre los dos solventes, se
comprob6 que existe diferencia significativa, en este caso la mayor concentracion de

acido galico se presenta con el método de maceracién dinamica, ver Anexo 13.

4.2.2.2 Mangiferina
El mayor contenido de mangiferina expresado como sumatoria entre etanol y metanol,
obtenido con el método de maceracion dindAmica fue de 166 mg/kg ms, con el tamafio
de particula <125 um y 6 horas de extraccién. En la Grafica 3 se encuentran los datos
obtenidos para este compuesto fendlico, el Anexo 14 presenta los datos de los
compuestos que contienen mangiferina con ambos métodos y el Anexo 11 presenta

como fueron obtenidos los valores.

En el estudio que presenta Ribeiro et al. (2008) sobre los compuestos fendlicos y la
capacidad antioxidante en las variedades de mango brasilefio (Mangifera indica L.),
donde los extractos fueron obtenidos utilizando metanol - agua en relacion 60:40 v/v,
encontré una mayor concentracion de mangiferina en la piel de mango en la variedad
Uba, presentando esta una concentracion de 199 mg/kg ms, los resultados que
presenta Ribeiro et al.(2008) son superiores a los obtenidos en esta investigacion, esto
puede ser debido a la variedad de mango que se utilizd y también al solvente de

extraccion, sabiendo que las soluciones acuosas permiten una mejor extraccion.

Al realizar el analisis estadistico se encuentra diferencia significativa en el tamafio de
particula y tiempo de extraccidon con respecto a la concentracion de mangiferina
obtenida con el método de maceracion dindmica, expresados como sumatoria de los

dos solventes, ver Anexo 15.
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Gréfica 3. Cuantificacién de mangiferina con el método de maceracién dinamica.

Con el método de Soxhlet el mayor contenido de mangiferina expresado como
sumatoria (etanol y metanol) fue de 137 mg/kg ms, obtenido con el tamafio de
particula >500 um y 4 horas de extraccion. En la Tabla 9 se observan los datos

obtenidos de mangiferina.

Tabla 9. Contenido de mangiferina con el método Soxhlet.

Tamafio de Mangiferina
Particula (um) Etanol (mg/kg) Sumatoria (mg/kg)
> 500 128 + 19,66 137 + 10,51°
>355 <500 11 + 2,71° 14 + 2,02°
> 250 < 355 14 + 5,76 18 + 3,19°
> 125 < 250 46 + 5,98 51 + 3,76°
<125 40 + 8,09 42 + 4,64

*Cada valor es la media con la desviacion estandar de tres réplicas experimentales.
*Las medias que no comparten una letra en una misma columna son significativamente
diferentes

En la investigacion de Ribeiro et al.(2008) presenta un mayor contenido de mangiferina
(199 mg/kg ms), pero como se explicé anteriormente pudo deberse a la variedad de

mango con la que se trabajo.

Al realizar el analisis estadistico se encuentra diferencia significativa en el tamafio de
particula y tiempo de extraccion con respecto a la concentracion de mangiferina con el

método de Soxhlet, expresado como sumatoria, ver Anexo 15. Al comparar
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estadisticamente los mejores resultados provenientes de ambos métodos (maceracion
dindmica y Soxhlet), obtenidos con la sumatoria entre etanol y metanol, se encontro
gue no existe diferencia significativa, por ello se puede seleccionar la concentracion
obtenida con el método de Soxhlet, debido a que este método emplea menor tiempo (4
horas) y un tamafio de particula de facil obtencién (>500 um), ver Anexo 16.

4.2.2.3 Quercetina
En la Gréfica 4 se observan los resultados de la concentracion de quercetina
obtenidos con el método de maceracién dindmica, presentandose el mayor contenido
de 77 mg/kg ms, con el tamafio de particula >500 um y 6 horas de extraccion. En el
Anexo 17 se encuentran los datos de los extractos que contienen guercetina con

ambos métodos y en el Anexo 11 se presentan los calculos realizados.

En el estudio de Ribeiro et al. (2008) identificé los compuestos fendlicos en la pulpa,
piel y semilla, obteniendo un contenido de quercetina en la piel de mango de 64,1
mg/kg ms en la variedad Ub4, la presente investigacion presenta un resultado mayor al
bibliografico.

Al realizar el andlisis estadistico se encontrd diferencia significativa en el tiempo de
extraccion y tamafio de particula con respecto a la concentraciébn de quercetina
obtenida con el método de maceracién dinamica, expresada como la sumatoria de

ambos solventes, ver Anexo 18.
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Grafica 4. Cuantificacion de quercetina con el método de maceracién dinamica.

Con el método de Soxhlet el mayor contenido de quercetina expresado como
sumatoria fue de 96 mg/kg ms, obtenidos con el tamafio de particula >500 um vy 4

horas de extraccion. En la Tabla 10 se pueden observar los resultados.

Tabla 10. Contenido de quercetina con el método Soxhlet

Tamafo de Quercetina

Particula (um) Etanol (mg/kg) Sumatoria (mg/kg)
> 500 86 + 12,00° 96 + 6,43°

>355 <500 38 + 7,817 43 + 4,92°

> 250 <355 16 * 1,66% 20 + 1,26°

> 125 <250 33 + 5,83% 39 + 3,31®
<125 40 + 8,78 43 + 5,16"

*Cada valor es la media con la desviacion estandar de tres réplicas experimentales.
*Las medias que no comparten una letra en una misma columna son significativamente

diferentes.

La mayor concentracién de quercetina en los subproductos fue la obtenida con el
método de Soxhlet, al realizar la comparacion con el estudio de Barreto et al. (2008) el
cual utiliza el mismo método de extraccion indica que el contenido de quercetina en la
piel de mango es de 910 mg/kg ms, la concentracion obtenida en esta investigacion es

muy baja porque pudieron afectar aspectos como la variedad y la madurez de las
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frutas que inciden en la concentracion de los compuestos fendlicos como lo
demuestran en sus estudios Lee y Talcott (2004) y Guyot et al. (2003) que a mayor
madurez de la fruta, existia mayor concentracion de compuestos fendlicos

principalmente en la piel de la fruta.

Al realizar el andlisis estadistico con el método de Soxhlet se encontré diferencia
signicativa en el tamafio de particula y tiempo de extraccion con respecto a la
concentracion de quercetina expresada como sumatoria, ver Anexo 18. Al analizar los
mejores resultados obtenidos por ambos métodos (maceracion dinamica y Soxhlet), no
se encontrd diferencia significativa, resultando mejor el método Soxhlet ya que

presenta mayor contenido y emplea menor tiempo de extraccion, ver Anexo 19.

Los mejores resultados obtenidos en la presente investigacion se obtuvieron con el
tamafio de particula >500 um, al comparar con el estudio de Figueroa Hurtado et al.
(2012) se encuentra que la mayor concentracién de compuestos fendélicos se obtienen

con el tamafio de particula >500 pum.
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CONCLUSIONES

Se pudo cuantificar &cido gélico, mangiferina y quercetina en los subproductos
de mango (piel y pulpa adherida) de la variedad Tommy Atkins, la
concentracion de acido galico estuvo comprendida entre 140 y 1471 mg/kg ms,
mangiferina entre 14 y 166 mg/kg ms, quercetina entre 20 y 96 mg/kg ms y no
fue detectada epicatequina.

La mayor concentracion para acido gélico fue 1471 mg/kg ms mediante
maceracion dinadmica por 6 horas y tamafio de particula >500 um, para
mangiferina 166 mg/kg por maceracion dinamica por 6 horas y tamafio de
particula >125 um y para quercetina 96 mg/kg ms por el método Soxhlet por 4
horas y tamafio de particula >500 pm.

El método HPLC desarrollado permitié cuantificar en subproductos de mango
(Mangifera indica L.) los compuestos fendlicos que demuestran una
repetibilidad en los rangos de 5 a 200 ppm para &cido galico, de 5 a 30 ppm
para mangiferina, de 5 a 25 ppm para epicatequina y de 5 a 20 ppm para

guercetina y presentan un linealidad con coeficientes de correlaciéon de 0,99.
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RECOMENDACIONES

Realizar una curva de calibracion cada vez que se reinicie el equipo, debido

que la repetibilidad se pierde al reiniciar el detector.
Realizar mantenimiento del aire acondicionado del laboratorio donde se

encuentra el equipo para evitar fluctuaciones en la temperatura ambiente, que

puedan ocasionar variaciones en los resultados.
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ANEXOS

Anexo 1. Diagrama de flujo del método

Parte 1

Linealidad

Precision

Exactitud

Implementacion del método cromatografico

<

Il

v
Identificacion de compuestos
fenolicos

v

Fijar las condiciones
cromatoaraficas

'

| Medir resolucion

Preparacion de estandares (ver
anexo 3)

A 4

Integrar areas de los picos de
interés

v

Hacer curvas de calibracion
obteniendo r? > 0,99

!

/ Preparar una muestra sin

\ Calcular recuperacion (ver anexo 7)

Calcular pendiente e intercepto

v

Calcular C.V de areasy T.R de
estandares

p

adicion y otra con adiciéon de

v

Pesar 2 g de muestra

¥

Afadir 25 mL de MeOH

v

Afiadir 1 mg de estandar (excepto
muestra sin adicion)

v

Agitar 30 min a 2000 rpm

v

Centrifugar 30 min a 2800 rpm

v

Filtrar (filtro de discos de 0,22 um)
Inyectar 1000 pIL de sobrenadante
v

Integrar areas

¥
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Parte 2.

Cuantificacion de compuestos fenélicos en extractos

Pesar 0,06 g de extracto

A 4

Disolverlo con 1000 UL de
MeOH

v

Filtrar (filtro de discos de
0,22 pm)

v

Inyectar en el equipo

A 4
Integrar areas de los picos

A 4

Calcular concentracion de
extractos
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Anexo 2. Condiciones del método cromatogréfico.

Tipo de columna

Columna empacada C18 de fase reversa con
diametro 4,6 mm x 250 mm con diametro interno
de 5 um

Fases moviles

Fase A : acido acético — agua en proporcion
(2:98, viv)

Fase B: la mezcla (0,5:95,5 v/v) acido acético —
agua con

acetonitrilo en proporcion (50:50, v/v).

Flujo 1 mL/min
Volumen de Inyeccion 20 uL
Iglwrger:]?tura de horno de la 20°C
Longitud de onda inicial 200 nm
Longitud de onda final 600 nm
Longitud de onda de lectura 270 nm
Velocidad de muestreo 1 spectrals
Duracion de la corrida 65 min

Gradiente del método

Tiempo (min) A (%) B (%)
0 100 0
1 95 5
15 90 10
20 60 40
55 45 55
65 20 80
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Anexo 3. Preparacion de estandares
1. Soluciones patrén

Pesar 0,001 g aproximadamente de cada estandar y
disolverlos con 1000 pyL de metanol, se obtendra una

concentracion con respecto a la riqueza de cada

2.

Solucién mix

Tomar un volumen necesario de cada
estandar y aforarlo con metanol para tener
una concentraciéon de 100 ppm y un volumen
final de 2000 pL.

3. Preparacion de concentraciones

Preparar las concentraciones especificadas tomando
de la solucion mix el volumen necesario para llegar a
tener la concentracion de 1, 5, 10, 15, 20, 25 y 30
ppm para mangiferina, epicatequina y quercetina y
de 1, 5, 25, 50, 100, 150 y 200 ppms para &cido

estandar. galico, aforando con metanol a un volumen final de
i 1 1000 uL e inyectar en el equipo.
3 3 ¥ L ! l ppm
Acido galico Mangiferina Epicatequina Quercetina _ 3 5 ppm
' v | v ¥ oo
> —> j 15 ppm
1 20 ppm
3 25 ppm
! 30 ppm
Preparacion de soluciones patrén Preparacion de solucidon mix Preparacion de concentraciones
Compuesto W (g) Pureza Af. MeOH Conc Vinicial | Conc | V final Af. con MeOH Conc. V inicial V final Af. MeOH
P J (%) (uL) (ppm) ML) | (ppm) | (uL) (L) (ppm) (L) (L) (L)
Acido gélico | 0,001 98,5 1000 1015 197 1 1000 10 990
Mangiferina 0,001 98 1500 653 306 5 1000 50 950
Epicatequina_| 0,001 98 1000 1009 2000 | 100 g 1098 10 1000 100 900
Quercetina 0,001 97 1000 999 200 15 1000 150 850
20 1000 200 800
25 1000 250 750
30 1000 300 700

*Por su dificil disolucion utilizar el vértex en la preparacion de mangiferina
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Donde:

Af. MeOH: aforo con metanol
W: peso

Conc: concentracién

V. inicial: volumen inicial

V. final: volumen final

1. Soluciones patrén
0,001g de acido galico x 1000 uL= 1,03 g/uL
1,03 g/pL x (98,5% + 100) = 1,03 g/uL

1,03 g/uL {1000 pL = 1015 g/mL (ppm)
1mL

2. Solucién mix
ClxV1=C2xV2
C1=100 ppm
C2= 1015 ppm
V1= 2000 pL
V2="2?

- ClxV1
c2

_ 100ppm x 2000uL
T 1015 ppm

V2= 197 pL

3. Preparacion de concentraciones
C1l=1ppm
C2=100 ppm
V1= 1000 pL
V2=7?

1 ppm x 1000uL
ya = PP T
100 ppm

V2= 10 uL
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Anexo 4. Linealidades de compuestos fendlicos.

Acido galico

Linealidad 1 Linealidad 2 Linealidad 3

Conc. Prom. Prom. % CV %C.V

(Ppm) Area TR Residuo  Area TR Residuo  Area TR Residuo Areas TR (min) Areas TR
(min) (min) (min)

1 914 5,54 2415 937 5,70 4674 1193 5,72 600 1015 5,65 5,09 1,75
4946 5,54 2045 5076 5,60 4030 4694 5,66 1212 4905 5,60 3,96 1,07
25 25623 5,54 -319 25950 5,58 629 27591 5,64 -1121 26388 5,59 4,00 0,90
50 48158 5,59 36 47236 5,56 1184 50685 5,65 1490 48693 5,60 3,67 0,82
100 96643 5,63 -2668 101406 5,57 -9303 107138 5,64 -3553 101729 5,61 5,17 0,67
150 141389 5,65 -1632 138651 5,56 -2865 153161 5,66 1835 144400 5,62 5,34 0,98
200 183000 5,76 2538 173145 5,53 6324 206269 5,77 137 187471 5,69 9,07 2,39

*La parte sombreada es el rango que presenta repetibilidad

*Con los datos de linealidad 3 se determinaron las concentraciones de los extractos.
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Mangiferina

Linealidad 1 Linealidad 2 Linealidad 3

Conc. ] R . ; R _ ; R _ I?rom. Prom_. % CV %CV

(ppm)  Area i) Residuo  Area i) Residuo  Area o Residuo Areas TR (min)  Areas TR
1 280 25,62 -294 525 25,62 -1094 527 25,68 -310 444 25,64 31,99 0,14
5 2014 25,63 75 2459 25,61 -331 2712 25,67 -181 2395 25,64 14,75 0,12
10 4676 25,64 42 5692 25,59 -191 5297 25,64 125 5222 25,62 9,81 0,11
15 7432 25,65 -85 8615 25,60 258 8188 25,64 126 8078 25,63 7,42 0,10
20 10208 25,65 -232 11839 25,60 406 11344 25,62 -138 11130 25,62 7,51 0,10
25 12428 25,65 176 14784 25,60 833 13794 25,61 303 13669 25,62 8,65 0,10
30 15209 25,65 24 19964 25,60 -975 17224 25,61 -235 17466 25,62 13,67 0,10

*La parte sombreada es el rango que presenta repetibilidad
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EFpicateauina

Conc. Linealidad 1 Linealidad 2 Linealidad 3 Prom. Prom. % C.V % C.V
(ppm) TR TR TR Areas TR (min) Areas TR
Area  (min) Residuo Area  (min) Residuo Area  (min) Residuo

1 108 26,04 -100 184 26,04 -391 171 26,11 -109 154 26,06 26,34 0,16
5 648 26,06 37 857 26,01 -113 771 26,09 -73 759 26,05 13,85 0,16
10 1545 26,05 -13 1997 25,99 -64 1505 26,06 -11 1682 26,03 16,24 0,15
15 2399 26,07 -20 3036 26 86 2123 26,04 167 2519 26,04 18,59 0,13
20 3299 26,07 -73 4176 26 135 3158 26,02 -72 3544 26,03 15,56 0,14
25 4006 26,07 67 5206 26 294 3835 26,01 47 4349 26,03 17,18 0,15
30 4920 26,06 0 7026 26 -337 4738 26,02 -60 5561 26,03 22,87 0,12

*La parte sombreada es el rango que presenta repetibilidad
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Quercetina

Conc. Linealidad 1 Linealidad 2 Linealidad 3 Prom. Prom. % C.V % C.V
(ppm) TR TR TR Areas TR (min) Areas TR
Area (min) Residuo  Area (min) Residuo  Area (min) Residuo

1 487 47,47 -263 715 47,41 -331 1029 47,84 -166 744 47,57 36,59 0,49
5 2657 47,51 303 3331 47,29 495 4649 47,65 205 3546 47,48 28,58 0,38
10 6250 47,52 131 8193 47,28 -64 9789 47,58 55 8077 47,46 21,94 0,33
15 9973 47,54 -171 12533 47,25 -101 14927 47,52 -94 12478 47,44 19,86 0,34
20 13761 47,53 -538 17248 47,22 -513 20897 47,48 -1074 17302 47,41 20,62 0,35
25 16822 47,52 -178 21486 47,2 -448 25345 47,46 -533 21218 47,39 20,11 0,36
30 20666 47,51 -601 28928 47,2 -3587 31227 47,42 -1426 26940 47,38 20,62 0,34

*La parte sombreada es el rango que presenta repetibilidad
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Donde:

Conc (ppm): Concentracion en ppm.

TR: Tiempo de Retencién.

Prom. Areas: Promedio de las areas

Prom. TR(min): Promedio de los tiempos de retencion en minutos
% C.V Areas: Coeficiente de Variacion de las areas.

% C.V TR (min): Coeficiente de Variacion de los tiempos de retencion en minutos
Calculos

La linealidad 1 del &cido gélico tiene como ecuacion:
y= 915,62 x + 2413,09
Pendiente: 915,62
Intercepto: 2413,09
Residuos

Residuo= (concentracion*pendiente)+ (intercepto — area)
Residuo= (1ppm * 915,62)+ (2413,09 — 914)
Residuo= 2415

Coeficiente de variaciéon de las areas

La férmula es la siguiente:
%CV= % =100

Donde & es la desviacion estandar y X el promedio.

El promedio es: v Tal+x2 4 -

T

Donde: la sumatoria de los datos de las areas se las divide para el nUmero de datos de las

areas (n=3).
X= 914 + 937 + 1193

3
X=1015
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La desviacion estandar

o= > (x—x)°
(n—1)
|||:914—1D15:I5 (937—-1015)%  (1193-1015)2
+ 3-1 3-1 3-1
F =52
Entonces:

%CV= % + 100
52
1015

%CV= *100

%CV=5,09%
Coeficiente de variacion de los tiempos de retencién

%CV= % £ 100

0,10
%CV= —=>100

5,65
%CV=1,75
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Anexo 5. Calculos de resolucion.

Coeluyen 0
Coeluyen 0
28,36 29,01 0,65 28,82 29,01 29,39 0,38 29,11 0,56
26,55 26,97 0,42 26,80 26,97 27,32 0,35 27,15 0,91
25,40 25,85 0,45 25,63 26,04 26,34 0,30 26,04 1,09
22,32 22,59 0,27 22,50 22,74 22,91 0,17 22,88 1,73

1
2
3
4
5
6

Célculos de resolucioén

Para calcular la resolucion la formula es:

. ATR
Resolucion= ——
1irl-’m
2
Donde A TR es la variacion de los tiempos de retencién y Wm son los anchos de pico (los
inicios y finales de las integraciones automaticas de las areas de cada pico).

22,88 — 22,50
Resolucion= 1
5 % (2259 —22,32) + (22,91 —22,74)

y 0,38
Resolucion= 1
5+ (027 +0,17)

Resolucion= 1,73
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Anexo 6. Linealidad para lectura de extractos

Conc. Acido gélico Concentraciéon Mangiferina  Epicatequina  Quercetina
(ppm) Area TR (ppm) Area TR Area TR Area TR
1 914 5,54 1 569 22,51 153 22,89 744 38,86
5 4946 5,54 5 3389 225 904 229 3769 38,81
25 25623 5,54 10 8112 22,49 2180 22,89 9562 38,83
50 48158 5,59 15 13991 22,5 3698 22,88 15923 38,78
100 96643 5,63 20 16857 22,48 4360 22,87 18682 38,73
150 141389 5,65 25 20776 22,49 5363 22,87 23166 38,7
200 183000 5,66 30 25150 225 6597 22,89 27900 38,72
Promedio
TR 5,59 Promedio TR 22,5 22,88 38,78
%C.V. TR 0,97 %C.V. TR 0,04 0,01 0,16
Pendiente 920,73 Pendiente 855,9 222,08 944,17
Intercepto 1680,47 Intercepto -268,78 -40,71 -48,03

*Para la lectura de extractos de acido gdlico se trabaja con la linealidad 3.

*La parte sombreada es la que presenta repetibilidad

% CV.T.R=Z = 100

% C.V. T.R= 5547 ¥100%

X
0,009

Célculosde % C.V.T.R

% C.V. T.R (mangiferina)= 0,04 %
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Anexo 7. Calculos de exactitud.

e W. Muestra W. Estdndar Vol. aforo Area Concentracion % .
(g) (g) MeOH (mL) (ppm) Recuperacion
1 2,007 21666 25,63 60
2 2,009 0,001 18279 21,67 50
3 2,002 25 18345 21,75 50
M‘;Z?‘gg:'” 2,018 1548 2,12
Pendiente 855,90
Intercepto -268,78
Prom. Rec 52,97
Desv.Est.Rec 5,74
% C.V Rec. 10,83

*Se trabajo con la pendiente e intercepto de linealidad que se determiné la concentracion de los
extractos.

Célculos de larecuperacion de mangiferina

Area — Int t
ConC: Ted nLercepLa

Pendiente

21666 — (—268,78)
855,90

Conc=

Conc= 25,63 ppm

Recuperacion:
% R= " 100
.
Donde:
CF = Concentracion del analito medida en la muestra fortificada
CU = Concentracion de analito medida en la muestra sin fortificar

CA = Concentracion de analito adicionada (Harris 2007).

0,001g 1000mL 1000mg
25ml 1L 1g

0,98 =39 ppm

0,98 es el porcentaje de riqueza de la mangiferina afiadida.

25,63 ppm — 2,12 ppm
39 ppm

%R= x100%

%R= 60%
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Anexo 8. Calculos sefal - ruido.

Areas
Area Area TR Area Sefial - Sefial -
Combuesto _ _ _ TR ruido ruido
P Pico  (min) Picode . PICO (min)  pico pico
ACidogéIiCO 32127 5,01 153150 5,47 2307 6,34 4,77 66,38
Mangiferina 3202 24,31 11616 24,86 51747 25,26 3,63 0,22
Quercetina 3043 36,07 9772 38,92 166 39,31 3,21 58,87

Célculos de la sefial - ruido

Por ejemplo para acido gélico

Area del pico de interés

Sefial-ruido = —
Area del pico posterior
Sefabruidg = 133150
enal-ruido = 32127

Sefal-ruido = 4,77

Area del pico de interés

Sefal-ruido= =
Area del pico posterior
. 153150
Sefal-ruido= ———
2307

Sefial-ruido= 66,38
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Anexo 9. Nomenclatura asignada a los extractos.

Lectura extractos

Donde:

Wo: peso del subproducto para la extraccion.

W ext: peso del extracto.

W. ext a: Peso del extracto para la cuantificacion en el HPLC.

Vol (mL): volumen con el que se aford al extracto para la cuantificacion (metanol).

TR (min): Tiempo de retencion en minutos

Conc: Concentracion.

% C.V Conc (mg/kg): Coeficiente de variacion de la concentracion final de cada extracto.
Prom. Conc (mg/kg): Promedio de la concentracién final de cada extracto.

% C.V TR: Coeficiente de variacion del tiempo de retencion de cada extracto.

Prom. TR: Promedio del tiempo de retencién de cada extracto.

La codificacion de los extractos es la siguiente:

Tamafio de particula:

.>500 um
. >355 <500 pum
. >250 <355 um
. >125 <250 ym
. <125 um

mooOwo>

e Repeticiones codificadas por:

1,2y 3

*Los resultados se encuentran expresados en peso fresco.
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Anexo 10. Determinacion de acido galico en los subproductos de mango

Acido galico
Método de extraccion: Maceracion Dinamica
Tiempo de extraccion: 3 horas
Solvente de Extraccion: Etanol

Pendiente 1028,21
Intercepto 764,45 W ext W ext a Vol TR Area Conc. Conc. (?ocr:]g/ CP::)onrz. %T%V P_rroFrzn.
extracto | o | @ | @ mb ) m (Ppm) | MOKD) | (mgikg) | (mokg) | (min) (min)
Al 10,068 2,589 0,060 5,46 105228 102 652
A2 10,015 2,595 0,060 5,47 97183 94 605 4,05 632 0,28 5,47
A3 10,015 2,564 0,060 5,49 104524 101 644
Bl 10,007 2,541 0,060 5,48 75115 72 462
B2 10,036 3,065 0,060 5,47 51802 50 388 17,07 456 0,11 5,47
B3 10,026 2,895 0,060 5,47 77028 74 539
C1 10,048 2,503 0,060 5,48 65326 63 395
C2 10,043 2,618 0,060 1,5 5,47 65799 63 419 2,94 401 0,18 5,47
C3 10,054 2,496 0,060 5,46 67433 65 409
D1 10,032 2,547 0,060 5,47 95730 93 587
D2 10,092 2,609 0,060 5,48 95717 93 599 7,89 618 0,18 5,47
D3 10,090 2,570 0,060 5,46 109894 106 674
El 10,038 2,585 0,060 5,48 103638 100 645
E2 10,003 2,558 0,060 5,45 88458 86 547 12,22 627 0,28 5,46
E3 10,039 2,564 0,060 5,46 113119 109 694
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Tiempo de extraccion: 6 horas
Solvente de Extraccion: Etanol

Acido galico

Método de extraccion: Maceracion Dinamica

Pendiente 1028,21
Intercepto i Wext | Wexta Vol TR Area Conc. Conc. F % C.V Prom. %T%V Prom.
EXTRACTO \g()) (9) (9) (mL) (min) (ppm) (ppm) Conc. F Conc.F (min) TR (min)

Al 10,023 | 2,422 | 0,060 5,48 | 157643 153 918
A2 10,020 | 2,380 | 0,060 546 | 186769 181 1074 10,89 954 0,18 5,47
A3 10,080 | 2,434 | 0,060 5,47 | 149794 145 872
Bl 10,069 | 2,402 | 0,060 5,46 57712 55 330
B2 10,011 | 2,674 | 0,060 5,46 59445 57 379 7,19 351 0,00 5,46
B3 10,027 | 2,655 | 0,060 5,46 54736 52 345
C1 10,008 | 2,646 | 0,060 5,48 98013 95 624
Cc2 10,082 | 2,598 | 0,060 15 5,48 80141 77 497 16,32 604 0,11 5,48
C3 10,082 | 2,640 | 0,060 547 | 109799 106 691
D1 10,010 | 2,042 | 0,060 5,54 | 159216 154 783
D2 10,010 | 2,266 | 0,060 5,55 97702 94 530 25,17 734 0,10 5,54
D3 10,020 | 2,343 | 0,060 5,54 | 157451 152 890
El 10,043 | 2,327 | 0,060 5,57 | 135164 131 756
E2 10,050 | 2,300 | 0,060 555 | 128558 124 709 3,29 736 0,21 5,56
E3 10,005 | 2,358 | 0,060 5,57 | 130493 126 743




Tiempo de extraccion: 24 horas

Solvente de Extracciéon: Etanol

Acido galico
Método de extraccion: Maceraciéon Dindmica

Pendiente 1028,21
Interseccion 764,45 | \yext | Wexta Vol TR . Conc. Conc. e ST e | AL
. Area K Conc. Conc. TR TR

EXTRACTO \é\gl]()) (9) ©) (mL) (min) (ppm) (mg(kg) (mgtkg) | (ma(kg) |  (min) (min)
Al 10,049 2,582 0,060 5,58 60613 58 374
A2 10,054 2,664 0,060 5,47 43571 42 275 17,07 312 1,15 5,51
A3 10,008 2,360 0,060 5,47 51364 49 289
Bl 10,013 2,562 0,060 5,47 68915 66 423
B2 10,077 2,524 0,060 5,46 70108 67 422 4,24 433 0,11 5,47
B3 10,096 2,567 0,060 5,47 74673 72 455
C1l 10,059 2,439 0,060 5,47 54497 52 316
C2 10,010 2,440 0,060 15 5,47 66421 64 388 67,16 255 0,00 5,47
C3 10,018 2,547 0,060 5,47 10768 10 62
D1 10,086 2,510 0,060 5,46 70086 67 419
D2 10,020 2,726 0,060 5,46 72538 70 473 8,58 431 0,21 5,45
D3 10,021 2,820 0,060 5,44 59609 57 402
E1l 10,006 2,534 0,060 5,46 39780 38 240
E2 10,001 2,791 0,060 5,47 38576 37 255 23,48 286 0,11 5,46
E3 10,020 2,592 0,060 5,46 58726 56 363

70




Acido galico
Método de extraccion: Maceracion Dinamica
Tiempo de extraccion: 3 horas
Solvente de Extracciéon: Metanol

Pendiente 1028,21
ierseccin oA W ext W ext a Vol TR " Conc. Conc.F % C.V Prom. WEY | Bromeeie
Wo © @ | my |min| A= opm) moka) | oot | iy | o U

EXTRACTO @ (mg/kg) (mg/kg) (min) (min)
Al 10,068 2,846 0,060 5,47 | 11810 11 75
A2 10,015 2,920 0,060 5,45 | 10554 10 69 18,61 65 0,21 5,46
A3 10,015 2,735 0,060 5,45 | 8620 8 52
B1 10,075 2,584 0,060 5,45 | 3692 3 18
B2 10,036 2,565 0,060 5,44 | 3610 3 18 31,91 15 0,18 5,44
B3 10,007 2,764 0,060 5,43 | 2189 1 10
Cil 10,048 2,532 0,060 5,43 | 5954 5 32
C2 10,043 2,589 0,060 15 5,43 | 6181 5 34 19,05 37 0,00 5,43
C3 10,054 2,664 0,060 5,43 | 7723 7 45
D1 10,038 2,819 0,060 5,37 | 7719 7 47
D2 10,003 2,803 0,060 5,45 | 8309 7 51 4,36 50 0,80 5,42
D3 10,039 2,812 0,060 5,44 | 8113 7 50
El 10,038 2,687 0,060 5,44 | 18804 18 117
E2 10,003 2,857 0,060 5,45 | 10381 9 66 42,62 79 0,18 5,45
E3 10,039 2,812 0,060 5,46 | 8576 8 53

*La parte sombreada representa a un area que esta fuera del rango lineal.
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Tiempo de extraccion: 6 horas

Solvente de Extracciéon: Metanol

Acido galico
Método de extraccion: Maceracion Dinamica

Pendiente 1028,21
Interseccion — W ext W ext a Vol TR A Conc. Conc. % C.V Prom. PG | Prenmeeie
wo | @ | @ | (b | (mn | A (ppm) maka) | | i) | oy | o

EXTRACTO © (mg/kg) (mg/kg) (min) (min)
Al 10,029 2,535 0,060 5,47 11810 11 75
A2 10,020 2,446 0,060 5,45 10554 10 69 18,61 65 0,21 5,46
A3 10,080 2,594 0,060 5,45 8620 8 52
Bl 10,069 3,225 0,060 5,45 3692 3 18
B2 10,011 3,320 0,061 5,44 3610 3 18 31,91 15 0,18 5,44
B3 10,027 2,975 0,060 5,43 2189 1 10
Cl 10,008 3,168 0,060 5,43 5954 5 32
C2 10,082 2,780 0,060 15 5,43 6181 5 34 19,05 37 0,00 5,43
C3 10,082 2,588 0,061 5,43 7723 7 45
D1 10,010 2,202 0,061 5,37 7719 7 47
D2 10,010 2,643 0,060 5,45 8309 7 51 4,36 50 0,80 5,42
D3 10,020 2,242 0,060 5,44 8113 7 50
El 10,043 2,443 0,060 5,44 18804 18 117
E2 10,050 2,435 0,060 5,45 10381 9 66 42,62 79 0,18 5,45
E3 10,005 2,425 0,060 5,46 8576 8 53
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Tiempo de extraccion: 24 horas
Solvente de Extraccion: Metanol

Acido galico

Método de extraccion: Maceracion Dinamica

Pendiente  1028,21
Interseccion _ 764,454 W ext W ext a Vol TR A Conc. Conc. ACV Prom. PGS I
wo | @ @ | my | (mn | A (ppm) moka) | | oot | e | i

EXTRACTO ) (mg/kg) (mg/kg) (min) (min)
Al 10,049 2,012 0,060 5,30 66168 64 400
Al 10,054 2,098 0,060 5,30 73250 70 427 20,81 370 0,22 531
A3 10,008 2,038 0,060 5,32 46049 44 282
Bl 10,013 2,581 0,065 5,33 1651 1 7
B2 10,054 2,523 0,060 5,32 1459 1 6 130,85 25 0,71 5,30
B3 10,096 2,550 0,060 5,26 9621 9 64
C1 10,059 2,263 0,060 5,34 27627 26 206
c2 10,010 2,614 0,060 15 5,32 9440 8 58 85,03 104 0,22 5,33
C3 10,035 2,564 0,060 5,32 8523 8 48
D1 10,002 2,241 0,060 5,41 10298 9 50
D2 10,020 2,594 0,064 5,30 10975 10 66 109,29 157 1,19 5,34
D3 10,021 2,673 0,060 5,30 66350 64 355
El 10,006 2,388 0,060 5,25 29705 28 171
E2 10,001 2,729 0,060 5,35 18284 17 103 35,94 121 1,04 531
E3 10,010 2,656 0,060 5,34 16073 15 90

*La parte sombreada representa a un area que esta fuera del rango lineal.
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Acido galico
Método de extraccion: Soxhlet
Tiempo de extraccion: 4 horas
Solvente de extraccion: Etanol

Pendiente 1028,21
Interseccion 764,45 Wext| Wexta Vol R ) Conc. Conc. % C.V Prom. % C.V Promedio
. Area K Conc. Conc. TR TR

EXTRACTO | \® @ | @ (mb) | (min) (ppm) MIkA) | (mgikg) | (mgkg) | (min) | (min)
Al 5,007 1,370 0,060 5,50 171110 166 1133
Al 5,008 2,000 0,061 5,48 71413 69 680 29,17 849 0,28 5,48
A3 5,005 1,365 0,060 5,47 111897 108 734
B1 5,006 2,535 0,060 5,47 57226 55 693
B2 5,008 1,730 0,060 5,46 47295 45 391 28,25 536 10,95 5,14
B3 5,002 1,994 0,060 4,49 55098 53 525
C1 1,701 0,534 0,060 4,77 10929 10 77
C2 1,701 0,674 0,060 1,5 4,84 11123 10 100 12,72 88 1,65 4,85
C3 1,701 0,617 0,060 4,93 10687 10 87
D1 5,001 1,604 0,060 5,31 66916 64 513
D2 5,003 1,573 0,060 5,38 79181 76 597 19,59 504 0,81 5,36
D3 5,002 1,325 0,060 5,39 63324 61 401
E1l 1,702 0,968 0,060 5,48 22005 21 293
E2 1,701 0,514 0,060 5,47 43971 42 316 6,97 294 0,48 5,49
E3 1,701 0,837 0,060 5,52 23754 22 275
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Tiempo de extraccion: 4 horas
Solvente de extraccién: Metanol

Método de extraccion: Soxhlet

Acido galico

Pendiente 1028,21
Interseccion 764,45 Wext| Wexta Vol R ) Conc. Conc. % C.V Prom. % C.V Promedio
. Area K Conc. Conc. TR TR

EXTRACTO | 1° @ @ (M) | (min) (ppm) (MKG) | (mgikg) | (makg) | (min) | (min)
Al 5,007 1,359 0,060 5,40 15613 14 98
Al 5,008 1,602 0,060 5,40 18662 17 139 17,50 118 0,00 5,40
A3 5,005 1,409 0,060 5,40 18136 17 118
B1 5,006 0,472 0,060 5,41 16405 15 36
B2 5,008 1,095 0,061 5,40 10780 10 53 38,94 56 0,18 5,41
B3 5,002 1,195 0,060 5,42 14325 13 79
C1l 1,701 0,292 0,060 5,42 3521 3 11
C2 1,701 0,200 0,060 1,5 5,44 3222 2 7 31,57 8 0,21 5,43
C3 1,701 0,197 0,060 5,42 3179 2 7
D1 5,001 0,809 0,060 5,39 13708 13 51
D2 5,003 1,150 0,060 5,40 6201 5 30 25,53 43 0,19 5,40
D3 5,002 1,011 0,060 5,41 10506 9 48
El 1,702 0,079 0,061 5,41 19798 19 21
E2 1,701 0,283 0,060 5,29 13423 12 51 43,67 35 1,29 5,37
E3 1,701 0,163 0,060 5,41 14581 13 32

*La parte sombreada representa a un area que esta fuera del rango lineal.
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Anexo 11. Calculos de los extractos de &cido gélico, mangiferina y quercetina.

Calculos
Se toma como ejemplo el primer valor de acido galico

Area — Intercepto

Conc (ppm)= Pendiente

105228 — 764,45
1028,21

Conc= 102 ppm

Conc =

102ppm x 1,5mL 2,589g 1000g
-Conc (ma/kg)=""1000z  *0,0609 * 10,0689

Conc= 651 mg/kg

-Para el promedio de las areas y tiempos de retencion de las tres repeticiones para cada
extracto se utiliza la formula:

1+x2+ -
Xsz x

T

Donde:
La sumatoria de los datos de las areas se las divide para el nimero de datos de las areas

(n=3), de igual forma para los tiempos de retencion.

-Para %C.V de las areas y tiempos de retencion de las tres repeticiones para cada extracto
se utiliza la férmula:

%C.V= E =100

Donde « es la desviacion estandar y X el promedio.
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Anexo 12. Analisis estadistico de &cido galico.

Donde el tamafio de particula corresponde a:

1) >500 pm

2) >355 <500 pum
3) >250 <355 pm
4) >125 <250 um

5) <125 pm
Método: Maceracion dinamica
Solvente de extraccion: Sumatoria etanol + metanol

Term Effect Coef SE Coef T P
constant 600,8 39,67 15,15 0,000
T.Particula -104,1 -52,1 56,10 -0,93 0,359
Tiempo -239,3 -119,6 43,36 -2,76 0,009
T.Particula*Tiempo -84,0 -42,0 61,33 -0,68 0,497

1400 - T.Particula

—— 1

—m— 2

1200 3

—A - 4

5

Concentracion

1000 -

800 -

600

400 -

200 -

Método: Soxhlet

Solvente de extraccién: Sumatoria etanol + metanol

One-way ANOVA: Concentracion versus T. Particula

Source
T.Particula
Error

Total

DF SS MS

F P

4 1263176 315794 19,20 0,000

10 164511 16451
14 1427687
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Anexo 13. Andlisis estadistico de &cido galico con respecto al método de extraccion.

Diferencia entre maceracion dinamicay Soxhlet

Solvente: Sumatoria de etanol + metanol

One-way ANOVA: Concentracion versus Tiempo
source DF SS MS F P
Tiempo 1 535294 535294 18,36 0,013
Error 4 116620 29155

Total 5 651914
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Anexo 14. Determinacion de mangiferina en los subproductos de mango.

Tiempo de extraccion: 3 horas
Solvente de Extraccion: Etanol

Mangiferina

Método de extraccion: Maceracion Dinamica

Pendiente 855,90 % C.V % C.V
Interseccion -253,80 W ext W ext a Vol. TR < Conc. Conc. F o~ Prom. 0~ Promedio
. Area Conc. F TR .
extracTo | e (@) @ | m) | (min) (ppm) | (ppm) Conc. F | iy | TR (min)
Al 10,068 2,589 0,060 24,96 9570 11 74
Al 10,015 2,595 0,060 24,97 10744 13 83 13,88 84 0,02 24,97
A3 10,015 2,564 0,060 24,97 12745 15 97
B1 10,007 2,541 0,060 24,96 11685 14 88
B2 10,036 3,065 0,060 24,95 13243 16 120 17,56 110 0,06 24,95
B3 10,026 2,895 0,060 24,93 14427 17 123
C1 10,048 2,503 0,060 24,93 11340 14 84
C2 10,043 2,618 0,060 1,5 24,92 12361 15 96 6,82 90 2,27 25,26
C3 10,054 2,496 0,060 25,92 12026 14 89
D1 10,032 2,547 0,060 24,96 12210 15 92
D2 10,092 2,609 0,060 24,96 13225 16 102 4,96 97 0,28 24,92
D3 10,090 2,570 0,060 24,84 12950 15 98
El 10,038 2,585 0,060 24,86 13226 16 101
E2 10,003 2,558 0,060 24,82 13180 16 100 4,29 103 0,08 24,84
E3 10,039 2,564 0,060 24,83 14337 17 108
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Mangiferina
Método de extraccion: Maceracion Dindmica

Tiempo de extraccion: 6 horas
Solvente de Extraccion: Etanol

Al 10,023 2,422 | 0,060 24,84 | 8879 11 64
Al 10,020 2,380 | 0,060 24,86 | 11220 13 80 13,42 76 0,05 24,85
A3 10,080 2,434 | 0,060 24,86 | 11616 14 83
Bl 10,069 2,402 | 0,060 24,86 | 9164 11 66
B2 10,011 2,674 | 0,060 24,85 | 10348 12 82 11,52 75 0,02 24,86
B3 10,027 2,655 | 0,060 24,86 | 9851 12 78
Cl 10,008 2,646 | 0,060 24,84 | 11580 14 91
C2 10,082 2,598 | 0,060 15 24,84 | 13876 17 106 10,78 95 0,02 24,84
C3 10,082 2,640 | 0,060 24,83 | 11145 13 87
D1 10,010 2,042 | 0,060 24,86 | 12598 15 76
D2 10,010 2,266 | 0,060 24,86 | 9917 12 67 16,28 66 6,78 25,87
D3 10,020 2,343 | 0,060 27,90 | 7787 9 55
El 10,043 2,327 | 0,060 27,87 111018 13 76
E2 10,050 2,300 | 0,060 27,83 | 10696 13 73 2,14 75 0,07 27,85
E3 10,005 2,358 | 0,060 27,84 10591 13 75
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Tiempo de extraccion: 24 horas
Solvente de Extraccion: Etanol

Mangiferina
Método de extraccion: Maceracion Dindmica

Pendiente

855,22

te % C.V . :
Interseccion _ -253,80 Wext | Wexta Vol. TR ’ Conc. Conc. F Conc. A1 CICUAN Lalelice
Wo @ @ | my | mn | A€ (ppm) (mgk) | (mgke) | ooe | R TR
EXTRACTO © (mg/kg) (min) (min)
Al 10,049 2,582 0,060 27,85 7879 10 61
Al 10,054 2,664 0,060 25,02 9158 11 73 11,18 70 6,29 25,96
A3 10,008 2,360 0,060 25,02 10793 13 76
B1 10,013 2,562 0,060 25,00 13543 16 103
B2 10,077 2,524 0,060 25,01 10816 13 81 15,22 98 0,02 25,01
B3 10,096 2,567 0,060 25,01 14547 17 109
C1 10,059 2,439 0,060 25,00 10930 13 79
C2 10,010 2,440 0,060 1,5 24,98 12733 15 92 14,36 92 0,06 24,98
C3 10,018 2,547 0,060 24,97 13979 17 106
D1 10,086 2,510 0,060 24,99 14240 17 105
D2 10,020 2,726 0,060 24,94 11296 14 91 7,31 98 0,12 24,97
D3 10,021 2,820 0,060 24,99 11426 14 96
E1l 10,006 2,534 0,060 25,01 10759 13 81
E2 10,001 2,791 0,060 25,00 13895 17 115 17,03 99 0,04 25,00
E3 10,020 2,592 0,060 24,99 13136 16 101
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Mangiferina
Método de extraccion: Maceracion Dinamica

Tiempo de extraccion: 3 horas
Solvente de Extraccion: Metanol

Al 10,068 2,846 0,060

Al 10,015 2,920 0,060 NP NP NP NP NP NP
A3 10,015 2,735 0,060 NP NP

Bl 10,075 2,584 0,060 1 4

B2 10,036 2,565 0,060 1 4 6,42 5 0,08 24,85
B3 10,007 2,764 0,060 1 14

Cl 10,048 2,532 0,060 2 11

C2 10,043 2,589 0,060 15 2 13 13,03 13 0,06 24,80
C3 10,054 2,664 0,060 2 13

D1 10,038 2,819 0,060 3 24

D2 10,003 2,803 0,060 4 25 4,49 24 0,04 24,83
D3 10,039 2,812 0,060 3 23

El 10,038 2,687 0,060 4 23

E2 10,003 2,857 0,060 4 26 5,74 25 0,06 24,90
E3 10,039 2,812 0,060 24,89 4 26

*La parte sombreada representa a un area que estéa fuera del rango lineal.
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Mangiferina
Método de extraccion: Maceraciéon Dindmica

Tiempo de extraccion: 6 horas
Solvente de Extraccion: Metanol

Al 10,029 2,535 0,060 6

Al 10,020 2,446 0,060 4 25 28,62 27 0,15 24,59
A3 10,080 2,594 0,060 3 21

Bl 10,069 3,225 0,060 0 4

B2 10,011 3,320 0,061 0 4 3,60 4 0,15 24,63
B3 10,027 2,975 0,060 0 3

C1 10,008 3,168 0,060 1 9

c2 10,082 2,780 0,060 15 1 9 15,49 8 0,05 24,63
C3 10,082 2,588 0,061 1 7

D1 10,010 2,202 0,061 3 17

D2 10,010 2,643 0,060 4 27 21,33 22 2,19 24,98
D3 10,020 2,242 0,060 4 22

El 10,043 2,443 0,060 24,69 6965 8 51

E2 10,050 2,435 0,060 24,77 12627 15 91 27,63 74 0,27 24,70
E3 10,005 2,425 0,060 24,64 11200 13 81

*La parte sombreada representa a un area que estéa fuera del rango lineal.
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Tiempo de extraccion: 24 horas
Solvente de Extraccién: Metanol

Mangiferina
Método de extraccion: Maceracion Dinamica

Pendiente 855,22 % C.V
Interseccion  -253,80 W ext W ext a Vol. R 5 conc. conc. Conc. Prom. % C.V | Promedio
wo | @ | @ | my | mn | T 1 (pm) (mgkg) | (make) | aone | L

EXTRACTO @ (mg/kg) (min) (min)
Al 10,049 2,012 0,060 24,93 3503 4 22
Al 10,054 2,098 0,060 24,71 3262 4 21 18,37 20 0,55 24,77
A3 10,008 2,038 0,060 24,68 2361 3 15
Bl 10,013 2,581 0,065 24,67 1257 2 10
B2 10,054 2,523 0,060 24,67 1325 2 12 9,52 11 0,05 24,68
B3 10,096 2,550 0,060 24,69 1037 2 10
C1 10,059 2,263 0,060 24,67 2166 3 16
C2 10,010 2,614 0,060 15 24,69 1335 2 12 18,66 13 0,04 24,68
C3 10,035 2,564 0,060 24,68 1260 2 11
D1 10,002 2,241 0,060 24,68 1739 2 13
D2 10,020 2,594 0,064 24,69 2347 3 19 17,45 16 0,06 24,69
D3 10,021 2,673 0,060 24,71 1891 3 17
El 10,006 2,388 0,060 24,70 2108 3 16
E2 10,001 2,729 0,060 24,69 1568 2 14 10,39 15 0,06 24,70
E3 10,010 2,656 0,060 24,72 1468 2 13

*La parte sombreada representa a un area que esta fuera del rango lineal.
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Mangiferina
Método de extraccion: Soxhlet
Tiempo de extraccion: 4 horas
Solvente de extraccion: Etanol

Pendiente 855,22 % C.\/
Interseccion  -253,80 Wext| Wexta vol. R ) conc. Conc. F conc. Prom. % C.V Promedio
wo @ | @ | (my | (mn | A (ppm) (mgky) | (mgky) | ~ME | TH o

EXTRACTO 5 (ma/kg) (min) (min)
Al 5,007 1,370 | 0,060 25,15 9623 12 79
Al 5,008 2,000 0,061 25,04 9741 12 116 0,00 93 0,27 25,07
A3 5,005 1,365 0,060 25,03 10448 13 85
B1 5006 |2535| 0,060 24,75 473 1 11
B2 5,008 1,730 0,060 24,75 922 1 12 0,32 10 0,02 24,75
B3 5,002 1,994 | 0,060 24,74 324 1 7
C1l 1,701 0,534 0,060 24,52 1389 2 15
C2 1,701 |0,674| 0,060 15 24,59 1304 2 18 0,31 13 0,33 24,60
C3 1,701 0,617 | 0,060 24,68 400 1 7
D1 5,001 1,604 0,060 24,79 4821 6 47
D2 5,003 1,573 0,060 24,64 3612 5 35 0,01 41 0,44 24,67
D3 5,002 1,325 0,060 24,58 5052 6 41
E1l 1,702 0,968 | 0,060 24,72 1993 3 37
E2 1,701 0,514 0,060 24,81 2895 4 28 0,02 36 0,22 24,78
E3 1,701 0,837 0,060 24,82 2792 4 44

*La parte sombreada representa a un area que esta fuera del rango lineal.
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Mangiferina
Método de extraccion: Soxhlet

Tiempo de extraccion: 4 horas
Solvente de extraccion: Metanol

Al 5,007 1,359 0,060 24,82 1 9
Al 5,008 1,602 0,060 24,81 1 7 17,39 8 0,02 24,82
A3 5,005 1,409 0,060 24,82 1 7
Bl 5,006 0,472 0,060 24,81 1 2
B2 5,008 1,095 0,061 24,75 1 4 43,15 3 0,18 24,80
B3 5,002 1,195 0,060 24,84 1 4
Ci 1,701 0,292 0,060 24,84 1 3
Cc2 1,701 0,200 0,060 15 24,82 1 3 19,15 3 0,05 24,83
C3 1,701 0,197 0,060 24,82 1 4
D1 5,001 0,809 0,060 24,81 1 5
D2 5,003 1,150 0,060 24,84 1 4 30,53 5 0,06 24,83
D3 5,002 1,011 0,060 24,83 1 7
El 1,702 0,079 0,061 24,81 1 1
E2 1,701 0,283 0,060 25,78 1 3 57,82 2 2,38 25,09
E3 1,701 0,163 0,060 24,69 1 2

*La parte sombreada representa a un area que esta fuera del rango lineal.
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Anexo 15. Analisis estadistico de mangiferina.

Donde el tamafio de particula corresponde a:
1) >500 pm

2) >355 <500 um

3) >250 <355 pm

4) >125 < 250 pm

5) <125 pum
Método: Maceracion dinamica
Solvente de extraccién: Sumatoria de etanol + metanol
Term Effect Coef SE Coef T P
constant 106,687 2,517 42,38 0,000
T.Particula 31,086 15,543 3,560 4,37 0,000
Tiempo -2,044  -1,022 2,752 -0,37 0,712

T.Particula*Tiempo -9,087 -4,543 3,892 -1,17 0,250

150 4

140 -

130 4

T.Particula

U WN -

120 -

110 -

Concentracion

100

90 |

80 |

70 A

Método: Soxhlet
Solvente de extraccion: Sumatoria de etanol + metanol

One-way ANOVA: Concentracién versus T. Particula

source DF SS MS F P
T.Particula 4 14332 3583 30,82 0,000
Error 10 1163 116

Total 14 15495
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Anexo 16. Analisis estadistico de mangiferina con respecto al método de extraccion.

sSolvente: Sumatoria etancol + metanol

One-way ANOVA: Concentracion versus Tiempo
Source DF SS MS F P
Tiempo 1 1260 1260 5,39 0,081

Error 4 935 234

Total 5 2194
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Anexo 17. Determinacion de quercetina en los subproductos de mango.

Quercetina
Método de extraccion: Maceracion Dinamica
Tiempo de extraccion: 3 horas
Solvente de Extraccion: Etanol

Pendiente 1097,69
Interseccion -1007,62| W ext W ext a Vol. TR " Conc. Conc. F G AL el AL
wo | (@ @ | my | min) | A epm) | mokg) | ooe | ST L L

EXTRACTO ) (mg/kg) (mg/kg) (min) (min)
Al 10,068 2,589 0,060 39,51 6015 6 41
Al 10,015 2,595 0,060 39,44 7029 7 47 15,11 48 0,09 39,47
A3 10,015 2,564 0,060 39,47 8531 9 55
Bl 10,007 2,541 0,060 39,44 7444 8 49
B2 10,036 3,065 0,060 39,40 6732 7 55 7,07 53 0,08 39,41
B3 10,026 2,895 0,060 39,38 7537 8 56
C1 10,048 2,503 0,060 39,40 2049 3 17
C2 10,043 2,618 0,060 15 39,35 2170 3 19 4,58 18 0,08 39,39
C3 10,054 2,496 0,060 39,41 2142 3 18
D1 10,032 2,547 0,060 39,47 6843 7 45
D2 10,092 2,609 0,060 39,29 7281 8 49 19,26 53 0,86 39,19
D3 10,090 2,570 0,060 38,82 10111 10 64
El 10,038 2,585 0,060 38,93 6411 7 44
E2 10,003 2,558 0,060 38,70 9453 10 61 17,19 51 0,32 38,79
E3 10,039 2,564 0,060 38,74 7479 8 49

*La parte sombreada representa a un area que esta fuera del rango lineal.
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Quercetina
Método de extraccion: Maceracion Dinamica
Tiempo de extraccion: 6 horas
Solvente de Extraccion: Etanol

Pendiente 1097,69 0 0
Interseccion -1007,62| W ext W ext a Vol. TR ; Conc. Conc. F % C.Y Prom. %CY Prom.
Wo (@) @ | my | min | A | (ppm) | (meike) | SO0C | SonC ® T
EXTRACTO (@ (mg/kg) (mg/kg) (min) (min)
Al 10,023 2,422 0,060 38,84 11968 12 71
Al 10,020 2,380 0,060 38,90 9333 9 78 6,48 60 0,11 38,89
A3 10,080 2,434 0,060 38,92 9772 10 69
B1 10,069 2,402 0,060 38,86 3060 4 22
B2 10,011 2,674 0,060 38.85 3542 4 28 11,02 29 57,74 38,86
B3 10,027 2,655 0,060 38,85 3163 4 25
Cil 10,008 2,646 0,060 38,83 5620 6 40
C2 10,082 2,598 0,060 1,5 38,81 5630 6 39 11,84 38 0,04 38,81
C3 10,082 2,640 0,060 38,80 4359 5 32
D1 10,010 2,042 0,060 38,84 7518 8 39
D2 10,010 2,266 0,060 46,27 8280 8 48 9,37 46 15,72 46,15
D3 10,020 2,343 0,060 53,35 7426 8 45
El 10,043 2,327 0,060 53,27 12653 12 54
E2 10,050 2,300 0,060 53,18 10836 11 62 6,93 58 0,21 53,17
E3 10,005 2,358 0,060 53,05 11068 11 59
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Quercetina
Método de extraccion: Maceracion Dinamica
Tiempo de extraccion: 24 horas
Solvente de Extraccion: Etanol

Pendiente 1097,69
Interseccion -1007,62| W ext W ext a Vol. TR 5 Conc. Conc. sy AL el AL
wo | (@ @ |0 | min | A% @em) | (mgkg) | oons | o L LA

EXTRACTO 5 (mg/kg) (mg/kg) (min) (min)
Al 10,049 2,682 0,060 42,98 4641 5 33
Al 10,054 2,664 0,060 39,77 3792 4 29 7,39 30 4,55 40,83
A3 10,008 2,360 0,060 39,75 4496 5 29
Bl 10,013 2,662 0,060 39,70 11049 11 70
B2 10,077 2,624 0,060 39,69 4927 5 34 36,17 51 0,05 39,68
B3 10,096 2,567 0,060 39,66 7286 8 48
C1 10,059 2,439 0,060 39,62 4170 5 29
C2 10,010 2,440 0,060 1,5 39,58 5666 6 37 34,74 40 0,05 39,60
C3 10,018 2,547 0,060 39,60 8677 9 56
D1 10,086 2,510 0,060 39,66 7374 8 47
D2 10,020 2,726 0,060 39,62 5612 6 41 15,15 41 0,06 39,65
D3 10,021 2,820 0,060 39,66 4472 5 35
El 10,006 2,534 0,060 39,68 5368 6 37
E2 10,001 2,791 0,060 39.69 5814 6 43 12,48 42 57,74 39,69
E3 10,020 2,592 0,060 39,69 7028 7 47
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Quercetina
Método de extraccion: Maceracion Dinamica
Tiempo de extraccion: 3 horas
Solvente de Extraccion: Metanol

Pendiente 1097,69
Interseccion -1007,62 | W ext W ext a Vol. TR 5 Conc. Conc. 907 U el AL
wo | (@ @ | MmO | min | A @pm) | (moke) | mopc | oo L L

EXTRACTO ) (mg/kg) (mg/kg) (min) (min)
Al 10,068 2,846 0,060 39,97 101 1 7
Al 10,015 2,920 0,060 39,92 106 1 7 5,10 7 0,09 39,96
A3 10,015 2,735 0,060 39,99 68 1 7
B1 10,075 2,684 0,060 40,12 356 1 7
B2 10,036 2,565 0,060 40,05 273 1 7 6,87 9 0,17 40,05
B3 10,007 2,764 0,060 39,98 321 1 8
C1 10,048 2,532 0,060 39,99 155 1 7
C2 10,043 2,589 0,060 1,5 39,92 182 1 7 2,93 7 0,09 39,95
C3 10,054 2,664 0,060 39,93 157 1 7
D1 10,038 2,819 0,060 40,07 195 1 8
D2 10,003 2,803 0,060 40,10 206 1 8 1,35 8 0,04 40,09
D3 10,039 2,812 0,060 40,09 224 1 8
E1l 10,038 2,687 0,060 39,77 303 1 8
E2 10,003 2,857 0,060 39,79 236 1 8 0,63 8 0,04 39,77
E3 10,039 2,812 0,060 39,76 242 1 8

*La parte sombreada representa a un area que esta fuera del rango lineal.
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Quercetina
Método de extraccion: Maceracion Dinamica
Tiempo de extraccion: 6 horas
Solvente de Extraccion: Metanol

Pendiente 1097,69
Interseccion -1007,62| W ext W ext a Vol. TR A Conc. Conc. Sy AL e I
wo | (@ @ | my | min | A om) | moka) | s | o U U

EXTRACTO 5 (mg/kg) (mg/kg) (min) (min)
Al 10,029 2,535 0,060 38,01 392 1 8
Al 10,020 2,446 0,060 38,10 393 1 8 3,10 8 0,39 38,14
A3 10,080 2,594 0,060 38,30 400 1 8
B1 10,069 3,225 0,060 38,35 22 1 8
B2 10,011 3,320 0,061 38,29 27 1 8 5,40 7 0,16 38,29
B3 10,027 2,975 0,060 38,23 21 1 7
C1 10,008 3,168 0,060 39,11 335 1 10
C2 10,082 2,780 0,060 1,5 39,12 285 1 9 10,90 9 0,05 39,10
C3 10,082 2,588 0,061 39,08 333 1 8
D1 10,010 2,202 0,061 38,75 487 1 7
D2 10,010 2,643 0,060 38,15 459 1 9 11,21 8 0,94 38,33
D3 10,020 2,242 0,060 38,10 415 1 7
E1l 10,043 2,443 0,060 38,92 235 1 7
E2 10,050 2,435 0,060 39,00 173 1 6 3,60 7 1,03 38,73
E3 10,005 2,425 0,060 38,27 164 1 6

*La parte sombreada representa a un area que esta fuera del rango lineal.
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Quercetina
Método de extraccion: Maceracion Dinamica
Tiempo de extraccion: 24 horas
Solvente de Extraccion: Metanol

Pendiente 1097,69 Prom % C.\/ Prom
Interseccion -1007,62| W ext W ext a Vol. TR A Conc. Conc. F % C.V ' ' ’
wo | (@ @ | my | iy | A @pm) | (moka) | (Moke) | ronc L L
EXTRACTO ) (mg/kg) (min) (min)
Al 10,049 2,012 0,060 39,18 224 1 6
Al 10,054 2,098 0,060 38,53 343 1 6 6,79 6 1,07 38,71
A3 10,008 2,038 0,060 38,41 282 1 6
Bl 10,013 2,581 0,065 38,35 246 1 7
B2 10,054 2,523 0,060 38,4 226 1 7 6,69 7 0,12 38,40
B3 10,096 2,550 0,060 38,44 329 1 8
C1 10,059 2,263 0,060 38,41 267 1 7
C2 10,010 2,614 0,060 15 38,39 272 1 8 7,91 7 0,04 38,39
C3 10,035 2,564 0,060 38,38 261 1 7
D1 10,002 2,241 0,060 38,41 227 1 6
D2 10,020 2,594 0,064 38,37 187 1 7 12,38 7 0,12 38,41
D3 10,021 2,673 0,060 38,46 301 1 8
E1l 10,006 2,388 0,060 38,45 226 1 7
E2 10,001 2,729 0,060 38,41 218 1 8 6,71 7 0,39 38,52
E3 10,010 2,656 0,060 38,69 210 1 7

*La parte sombreada representa a un area que esta fuera del rango lineal.
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Tiempo de extraccion: 4 horas
Solvente de Extraccion: Etanol

Quercetina

Método de extraccion: Soxhlet

Pendiente 1097,69
Interseccion -1007,62 | W ext W ext a Vol. TR " Conc. Conc. F 900 AL el AL
wo | (@ @ | my | i | 4| @pm) | (mgkg) | oMe | -OC L L

EXTRACTO 5 (mg/kg) (mg/kg) (min) (min)
Al 5,007 1,370 0,060 40,20 9667 10 67
Al 5,008 2,000 0,061 39,91 8675 6 87 24,05 77 0,49 39,98
A3 5,005 1,365 0,060 39,83 7769 6 54
Bl 5,006 2,535 0,060 35,61 2562 3 41°
B2 5,008 1,730 0,060 35,61 2315 3 26 24,23 34 0,03 35,62
B3 5,002 1,994 0,060 35,63 2259 3 30
C1 1,701 0,534 0,060 35,72 656 2 12
C2 1,701 0,674 0,060 15 36,09 677 2 15 12,35 14 1,08 36,10
C3 1,701 0,617 0,060 36,50 622 1 13
D1 5,001 1,604 0,060 37,02 2883 4 28
D2 5,003 1,573 0,060 37,49 3449 4 32 21,73 30 1,32 37,51
D3 5,002 1,325 0,060 38,01 2395 3 20
El 1,702 0,968 0,060 38,62 2467 3 45
E2 1,701 0,514 0,060 38,95 2987 4 27 24,17 36 0,51 38,85
E3 1,701 0,837 0,060 38,97 2278 3 37

*La parte sombreada representa a un area que esta fuera del rango lineal.
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Tiempo de extraccion: 4 horas
Solvente de Extracciéon: Metanol

Quercetina

Método de extraccion: Soxhlet

Pendiente 1097,69
Interseccion -1007,62 | W ext W ext a Vol. TR " Conc. Conc. F 0G0 U el AL
wo | (@ @ | my | iy | A pm) | moka) | e | o L L

EXTRACTO @ (mg/kg) (mg/kg) (min) (min)
Al 5,007 1,359 0,060 38,92 310 1 8
Al 5,008 1,602 0,060 38,93 294 1 9 9,95 8 0,07 38,94
A3 5,005 1,409 0,060 38,97 233 1 8
Bl 5,006 0,472 0,060 39,00 121 1 2
B2 5,008 1,095 0,061 39,02 129 1 6 42,84 5 0,08 39,03
B3 5,002 1,195 0,060 39,06 124 1 6
C1 1,701 0,292 0,060 35,32 228 1 5
C2 1,701 0,200 0,060 15 35,29 288 1 3 22,47 4 0,16 35,27
C3 1,701 0,197 0,060 35,21 221 1 3
D1 5,001 0,809 0,060 38,93 184 1 4
D2 5,003 1,150 0,060 38,97 130 1 6 15,43 5 0,05 38,95
D3 5,002 1,011 0,060 38,94 105 1 5
El 1,702 0,079 0,061 38,66 374 1 1
E2 1,701 0,283 0,060 38,18 183 1 5 54,07 3 2,13 38,88
E3 1,701 0,163 0,060 39,79 207 1 3

*La parte sombreada representa a un area que esta fuera del rango lineal.
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Anexo 18. Andlisis estadistico de quercetina.

Donde el tamafio de particula corresponde a:
1) >500 pm

2) >355 <500 um

3) >250 <355 pm

4) >125 < 250 pm

5) <125 um
Método: Maceracion dinamica
Solvente de extraccion: Sumatoria de etanol + metanol
Term Effect Coef SE Coef T P
constant 50,961 2,360 21,59 0,000
T.Particula 2,551 1,276 3,338 0,38 0,704
Tiempo -5,572 -2,786 2,580 -1,08 0,287

T.Particula*Tiempo 3,338 1,669 3,649 0,46 0,650

80 —.—
—n—
—h

70

T.Particula

U WNR

60

Mean

501

40

30

20

Método: Soxhlet
Solvente de extraccion: Sumatoria de etanol + metanol

One-way ANOVA: Concentracion versus T.Particula

Source DF SS MS F P
T.Particula 4 3321,0 830,2 15,10 0,000
Error 10 549,7 55,0

Total 14 3870,7
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Anexo 19. Andlisis estadistico de quercetina con respecto al método de extraccién.

Solvente: Sumatoria de etancol + metanol

One-way ANOVA: Concentracion versus Tiempo
Source DF SS MS F P
Tiempo 1 454,5 454,5 5,42 0,080
Error 4 335,6 83,9

Total 5 790,1
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