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ABREVIATURAS

AlCls al 10%= Cloruro de Aluminio al 10%

CH3COOH/CH3COONa= solucion amortiguadora de acido acético/acetato de sodio
CH3COONa +3 H20 a 0.1 M= solucion de acetato de sodio trihidratado a concentracion
uno molar.

CLAR= Cromatografia Liquida de Alta Resolucién

DPPH-= Difenil-Picril-Hirazilo

EAE= Extraccion Asistida por Enzima

EAU= Extraccion Asistida por Ultrasonido

EFSA= Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria

EtOH= etanol

eqg= equivalente

FAO= Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
FDA= Administracion de Alimentos y Farmacos de los Estados Unidos de América

FEMA= Asociacion de Fabricantes de Sabores y Extractos de los Estados Unidos de
América

FIRA= Fideicomisos Instituidos en Relacion con la Agricultura
g= gramo
IOFI= Organizacion Internacional de la Industria de Sabores

JECFA= Comité Mixto de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion
y la Agricultura/Organizacion Mundial de la Salud/ de Expertos en Aditivos Alimentarios

kg= kilogramo

kHz= kilohertz

m/v= masa / volumen
m?= metro cuadrado

m3= metro cubico



Mang= mangiferina

MetOH= metanol

mg= miligramo

MHz= megahertz

min= minuto

ML= microlitro

mL= mililitro

Na2COs al 2%= Carbonato de Sodio al 2%
NaNO:2 al 5%= Nitrato de Sodio al 5%

NaOH 1M.= Hidréxido de Sodio concentracién uno molar

nm= nanometro

Nrg= naringina

Qrc= quercetina

Rf= Factor de retencion

rpm= revolucion(es) por minuto

Rut= rutina

SSA= Secretaria de Salubridad y Asistencia
UE= Unién Europea

UV/ vis= Ultravioleta/Visible

v/p= volumen / peso

W= watts



RESUMEN

El siguiente trabajo recopila una investigacion tanto teérica como practica de los
flavonoides, siendo especificos en cuatro de ellos, rutina, quercetina, naringina y
mangiferina; comenzando con la definicion de estos compuestos, seguido de una
investigacion bibliogréafica de localizacion en mayor cantidad de las fuentes vegetales, en
este caso, los residuos, continuando con el tipo de extraccidon por ultrasonido y la
identificacion de cada uno de ellos. También se estudiara otra extraccion: extraccion
asistida por enzimas, comparando los escritos previamente de extraccion mediante el uso

de solventes utilizando ultrasonido.

La aplicacion de este tipo de compuestos tanto en la industria farmacéutica como
alimentaria es de suma importancia y ejemplo de esto son los flavonoides, tales como la
naringina obtenida de la toronja y de la naranja agria y la neohesperidina encontrada de
la naranja dulce puesto que han adquirido mayor importancia ya que algunos de sus
derivados (chalconas y dihidrochalconas) tienen un dulzor de aproximadamente 2000
veces el de la sacarosa (Ochoa y Ayala, 2004). La naringina es un precursor de sabor

amargo de la dihidrochalcona que como ya se menciond posee un alto poder endulzante.

Otros flavonoides que han sido de importancia son la rutina y quercetina, pues se
reporta que los extractos son de gran importancia, principalmente porque pueden ser
usados como un excelente recurso para productos farmacéuticos (fitoterapia). Esta

accion fitoterapéutica es principalmente relacionada con el corazén vy rifién (Fujita et



al.,1995); otro de los efectos terapéuticos reportados es como agente antimicrobiano y

antihipertensivo (Vetrichelran, 2002).

El flavonoide, mangiferina presente en los mangos, tanto en las hojas, corteza y el
fruto, de los cuales se han utilizado, ejemplo algunas comunidades africanas lo utilizan
como tratamiento para dolencias de enfermedades cronicas tales como la artritis y

diabetes y también como antiinflamatorio y analgésico (Ojewole, 2005).



1 INTRODUCCION.

Los alimentos son el biocombustible del ser humano y parte de su alimentacion estan
contemplados los vegetales, encontrandose en ellos macronutrientes, micronutrientes y
otros compuestos de interés y de caracter no nutrimental, éstos ultimos, han mostrado
un efecto beneficioso en la salud humana llamados compuestos bioactivos, siendo parte

de esta definicion los flavonoides.

Los flavonoides son compuestos que se encuentran ampliamente distribuidos en el
reino vegetal, dichos compuestos quimicos le confieren desde una coloracion al vegetal

hasta proteccién, por mencionar algunos de los roles de los flavonoides en la planta.

Si bien se han encontrado flavonoides presentes en la porciébn comestible de los
vegetales y /o frutos, también se ha encontrado en piel y semillas teniendo como ventaja
una mayor concentracién. De ahi la importancia de trabajar en los residuos que se
generan en la industria alimentaria, ya que se puede aprovechar en su totalidad el
vegetal, obteniendo de estos desde jugos que sera la parte comestible para el consumidor
hasta aditivos los cuales son obtenidos de la parte no comestible del fruto o vegetal en
cuestion, el cual tiene funcionalidad tanto en la industria alimentaria como en la
farmacéutica y otras industrias. Es importante mencionar que la industria que procesa

alimentos es la segunda en producir residuos (Gowe, C., 2015).

Dicho lo anterior, se han llevado a cabo diversos analisis de los compuestos quimicos

presentes en vegetales comenzando por una investigacion bibliografica, seguida por la



seleccidén y acondicionamiento de muestras, después el uso de técnicas extractivas para
determinar uno u otro componente y rastrear cualitativamente el compuesto de interés
para terminar con su cuantificacion del compuesto de interés mediante técnicas

analiticas.

Las técnicas para la extraccién de estos compuestos son diversas, para este proyecto
solo se mencionara las extracciones de ultrasonido y via enzimatica, pues una de las
ventajas de este tipo de extraccion es el corto tiempo y son las técnicas que se utilizaron

en este proyecto.

La importancia del uso de solvente para la extraccion de estos compuestos es de suma
importancia pues se requiere conocer la polaridad de molécula-solvente para su

adecuada extraccion en el caso de la extraccion asistida por ultrasonido.



2 MARCO TEORICO

2.1 LOS FRUTOS, BULBOS Y/O FLORESCENCIAS EN LA INVESTIGACION.

2.1.1 Mango

Figura 1. Mango en arbol.

Mangifera indica es un arbol de hoja perenne de
larga vida y con una altura que va desde 10-45
metros; de tronco fuerte y copa abundante. De
acuerdo con Galan (1998) su clasificaciéon
taxondmica actual es: clase: Dicotyledoneae,

subclase: Rosidae, orden: Sapindales, familia:

Anacardiaceae, genero: Mangifera, especie: indica (Shah K A, Patel M B, et al, 2007).

Su punto exacto de origen es desconocido, pero se considera que probablemente es

nativo de los bosques montafiosos bajos del este de la India, Bangladesh y Myanmar.

Llegé a México a finales del siglo XVIII provenientes de Filipinas y de India occidental

(Morton, 1987).

México es el quinto productor de este fruto a nivel mundial con 1.8 millones de

toneladas en 2016. Siendo Guerrero, Sinaloa, Nayarit, Chiapas, Oaxaca y Michoacén las

entidades federativas que producen el 80 % de este fruto (SAGARPA, 2017). En México,

la variedad de mayor importancia es Ataulfo y se estima que 1 de cada 20 mangos

consumidos mundialmente es proveniente de México.



El mango en el area nutricional son una buena fuente de pectina y almidones como
parte de la fibra dietaria soluble obtenida de la pulpa, mientras que la fibra insoluble es la
gue se puede encontrar en la parte de la cascara y semilla, tal como la lignina y la

hemicelulosa, (Wall-Medrano, et al., 2015).

En el articulo de Masibo, M y He Quian, 2008, hace una recopilacién de los polifenoles
en mayor cantidad tomando diversas investigaciones que involucra al fruto y los residuos
de este, redactando que en la pulpa del fruto se encuentran principalmente mangiferina,
acido galico, galotaninos, quercetina y sus derivados, entre otros, mientras que para la
cascara de mango, los polifenoles en mayor cantidad son mangiferina y sus derivados,
guercetina y derivados, ramnetina y sus derivados, acido elagico y kampferol. Respecto
a las hojas se ha encontrado principalmente mangiferina y sus derivados, quercetina-3-
glucosido y kaempferol-3-glucosido. Si bien en la corteza el compuesto principal es

mangiferina.

Los principales residuos cuando se procesa el mango son la cascara y la semilla el
cual representa aproximadamente de 35% a 60% del fruto. Siendo una fuente promisoria
para la extraccion de compuestos fendlicos. Dichos residuos han sido estudiados como
una alternativa natural, segura de antioxidantes aplicados en los alimentos procesados

tales como galletas, aceites vegetales y papas (Dorta, et al, 2012).



2.1.2 Cebolla

| El nombre cientifico de la cebolla es Allium

&

. cepa, proviene de la familia de las liliaceas.

/4

<

-

Figura 2. Tipos de cebolla. El origen de esta hortaliza es asiatico de la

parte occidental siendo esta de las mas cultivadas en todo el mundo.

Por otra parte, la produccion de cebolla fresca de acuerdo con la FAO en el periodo de
2013-2014, el continente asiatico lidera la produccion de este bulbo con un 63 % seguido

del continente africano con una produccion del 16.1%.

Del continente asiatico el lider en produccién de cebolla por excelencia es China con
una produccion de 835 895.5 toneladas seguida de Japon con 543 350 toneladas y Corea

446 637.5 toneladas.

En la introduccion de la investigaciéon de Benitez. V. et al, 2011 comenta que las
cebollas son ricas en varios grupos de compuestos vegetales, como fibra dietética,
fructooligosacéridos que son carbohidratos con efecto prebidtico, flavonoides y alca (en)

il cisteina sulfoxidos (ACSO), que han percibido beneficios para la salud humana.

Dos subgrupos de flavonoides estan presentes en la cebolla; antocianinas, que
imparten un color rojo / parpura a algunas variedades y flavonoles, dichos compuestos
mayoritarios siendo la quercetina y sus derivados (quercetina 4'-glucésido y la quercetina

3,4'-diglucésido encontrados en la parte carnosa de la cebolla) mientras que las pieles de
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cebolla contienen concentraciones mas altas de quercetina aglicon. Estos compuestos
pueden desempefiar un papel en la produccion de compuestos amarillos y marrones de

muchas otras variedades.

Los ACSO son los precursores del aroma y el sabor, que, al ser escindidos por la

enzima alinasa, generan el olor y el sabor caracteristicos de la cebolla.

Los principales desechos de cebolla incluyen pieles de cebolla, dos escamas carnosas
externas y raices generadas durante el pelado industrial, y bulbos de tamafio insuficiente,

malformados, enfermos o dafados.

2.1.3 Toronja

Conocido por su nombre cientifico como Citrus
paradisi, es un arbol frutal de tamafio medio
proveniente de la familia de las Rutaceae,

colocando a los citricos en esta familia y siendo la

toronja de reciente origen hibrido. Se cree que se
Figura 3. Toronja.

origind en el Caribe como un cruce entre la

pampelmusa (C. maxima) y una naranja dulce (C. sinensis).

Datos recientes de la FAO ubican a China en primer lugar con una produccién de

toronja de 3,702,150 toneladas seguido de E.E. U.U. con una produccion de 949,822



toneladas. México es el cuarto lugar de produccion de éste citrico con 424,678 toneladas

(FAO, 2014).

Las frutas tienen pieles gruesas, de los cuales de la parte del flavedo se extraen aceites
esenciales mientras que de la parte del albedo se extraen pectinas y otros compuestos
de gran interés tales como flavonoides, siendo la naringina uno de estos flavonoides
presentes en la parte del albedo. Respecto con la parte comestible existen
compartimentos o gajos los cuales se disponen de 11 a 14 segmentos y variando de
amarillo al naranja al rojo rosado, con pocas a muchas semillas. El gusto se extiende de

dulce a amargo.

En el articulo de Li, et al, 2006, como parte de su introduccién hace mencién que los
residuos de los citricos son usados tradicionalmente en la industria como pienso,
produccion de pectina y produccion de combustible, también hace mencion que estos
subproductos pueden ser una fuente natural de antioxidantes los cuales son ricos en

flavonoides entre otros compuestos.

2.1.4 Naranja dulce

Citrus sinensis es el nombre cientifico de la naranja

dulce. Originaria del sureste de China y norte de

Birmania y que se extendié a Japon y la India,
¥

Figura 4. Naranja

posteriormente llegando a los arabes que se




encargaron de llevar este fruto a Espafia en el siglo X, para después propagarse por toda

Europa y alcanzando un auge en la segunda etapa del siglo XV.

Basandonos en el fruto se puede diferenciar tres partes: el exocarpo, el mesocarpo y
el endocarpo. El exocarpo se encuentra en la parte externa del fruto, esta formada por
una epidermis compuesta de células parenquimaticas que contienen aceites esenciales

y cloroplastos, proporcionandole éstos el color verde a los frutos inmaduros.

El mesocarpo, es la capa intermedia de color blanco, en donde se encuentra la pectina,

flavanonas como la neohesperidina y naringina entre otros compuestos.

En el endocarpo se encuentra la esencia del fruto ya que en él residen los tricomas,

que originan durante el desarrollo del fruto las vesiculas de zumo.

Por otro lado, la FAO report6 para el 2014 una produccion de alrededor 71,000,000 de
toneladas de naranja a nivel mundial, siendo el continente americano el mayor productor

con el 44 %.

Los mayores productores de naranja son Brasil con 16,928,457 toneladas, seguido de
China con 7,823,550 toneladas y en tercer lugar la India con 6,139,826 toneladas. México
se encuentra en 5° lugar con una produccion 4 533 428 toneladas, el estado de Veracruz

es el principal productor a nivel nacional.
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Como parte del genero citrus, sus residuos también son fuente de pectina, principalmente

(Li, et al, 2006).

2.1.5 Limoén

El fruto que produce la planta del limonero, es
el limoén, con una longitud de 7-12 cm, de la familia
de las Rutéceas, género Citrus, especie limonum,

aunque en México a lo que conocemos como

limén se le suele catalogar como lima mexicana

Figura 5. Limon mexicano

ubicandolo en el género de los citrus pero de

especie aurantifolia.

La planta del limonero parece ser originario de la zona este de la regién del Himalaya

en la India y &reas adyacentes.

El limén es uno de los citricos mas producidos a nivel mundial, sélo por detras de la

naranja.

En el limén se puede encontrar hasta un 90% de flavanonas tales como eriocitrin,
hesperidina, naringina entre otras. Otros compuestos encontrados son las flavonas tales
como diosmina, luteolina, entre otros, al igual que flavonoles, tales como, quercetina,

rutina, kaempferol, limocitrin, solo por mencionar algunos (Gonzalez-Molina, et al. 2009).
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El limén se divide en tres zonas, la mas externa es el exocarpo o flavedo que esta
formado por una epidermis y que presenta pequefias vesiculas que contienen aceites
esenciales, usados en colonias, aromatizantes, etc. La siguiente capa es
el mesocarpo o albedo, de aspecto esponjoso y de color blanco. Por ltimo, se encuentra
el endocarpo o pulpa que es donde se encuentran los sacos de zumo y las semillas. Los
sacos de zumo o vesiculas son estructuras alargadas que nacen en el endocarpo y se
alargan hacia el interior del fruto hasta llenarlo por completo. Estas vesiculas contienen

acidos organicos y azlcares, que junto con agua constituyen el zumo.

En el articulo de Gonzalez-Molina, et al. 2009, desarrolla un tema del limén y la
industria en donde recopila que entre el 50-65% de la cascara entre otros subproductos
del limoén son desechados contribuyendo a la contaminacién ambiental y que parte de
estos subproductos pueden ser utilizados como alimentos funcionales, extrayendo
carbohidratos no digestibles, fibra dietética y compuestos bioactivos tales como

flavonoides y &cido ascorbico.

Para el 2017, se reporté que México ocupa el 1° lugar en la produccidn y exportacion
a nivel mundial de limén y como consumidor se sitda en 2° lugar, segun la FIRA. Para el
periodo del 2017-2020, México produjo 2,664,214.75 toneladas segun los indicadores
gue muestra la FAO. Aunado al tema de citricos, la fuente comercial de pectina se ha
extraido principalmente del bagazo de la manzana y de los citricos, este ultimo con un

20-30 % de peso seco.
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2.1.6 Té

El té es una planta perenne conocido con el
nombre cientifico de Camellia sinensis

proveniente de la familia Theaceae.

Los botanicos han identificado tres

Figura 6. Planta de Camellia sinensis

variedades de té: el de China, Assam vy
Camboya, de estas variedades se derivan las mas importantes comercialmente las

cuales son: Camellia sinensis, Camellia Assamica y Camellia Assamica sp lasiocalyx.

El té es una bebida que es fuente de compuestos bioactivos tales como flavonoides,
entre ellos la rutina y la quercetina, acidos fendlicos como son acido galico, clorogénico,

caféico, entre otros; y elementos traza que son minerales (Jeszka-Skowron M, 2015).

Hay seis categorias principales de té: tés blancos, verdes, oolong, negros, prensados
y aromatizados que difieren en la calidad y cantidad de compuestos responsables de las
funciones Unicas de aroma, sabor y bioactividad. De estas seis categorias existen
variedades y estas a su vez hacen que exista 3,000 té en el mundo debido a los diferentes

métodos de elaboracion de la planta (Ortiz A, 2007).

Para el 2014 la FAO reporta en la parte de produccion de té los paises lideres y sélo

por mencionar a los tres primeros, China produce 2,095,570 toneladas, seguido de la
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India con 1,207,310 toneladas y Kenia con 445,105 toneladas de té. Cabe resaltar que

sé6lo el continente asiatico cubre con el 84.8 % de produccién de té.

Como parte de la investigacion por Cai H, et al., 2018, el procesamiento profundo por
las fabricas de té genera una gran cantidad de hojas de té no calificadas, también
conocidas como té rechazado, alrededor del 10% del rendimiento; poco mas del 90% del
té se deja como té residual después de la industria de bebidas de té. La eliminacién y la
reutilizacion de residuo de té se han explorado mediante el compostaje, la pirdlisis, la

preparacion de carbono biolégico y un adsorbente para eliminar el mercurio.

2.1.7 Manzana

El manzano es una planta caducifolia, siendo un arbol de la familia de las Rosaceas
gue se cultiva en zonas con inviernos frios, en la actualidad se han ampliado a areas de

clima templado o tropical.

La manzana es un fruto que tiene su origen en la parte asiatica de Europa, desde el
Mar Negro, hasta el Caucaso, se cree la existencia de alrededor de unas 80,000
variedades, se conocen en el mercado apenas 700 de ellas debido a su comercializacion,
la mayor parte de variedades de este fruto se originaron por el cruce de dos variedades
de manzanas distintas, dando como resultado un nuevo fruto con caracteristicas propias

(Ayala N., et al, 2016).
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El cultivo del manzano crece espontaneamente en montes de Europa y Asia Central
(Janick, 2002). Por su adaptacién a un amplio rango de condiciones climaticas, a diversos

suelos y sistemas de cultivo, el manzano se cultiva alrededor del mundo.

La manzana, es un fruto carnoso que segun su forma
puede ser achatada y/o redondeada. Tanto la forma
como el color y sabor de los frutos difieren en una

amplia gama que depende de la variedad.

La FAO reporto para el 2014 que la produccion de

manzanas la lider6 China con 40,923,200 toneladas,

Figura 7. Manzanas seguido de Estados Unidos con 5,185,078 toneladas y

el tercer sitio fue Polonia con 3,195,299 toneladas respectivamente.

El fruto brinda un importante aporte de antioxidantes, como los &cidos fendlicos caféico
y clorogénico, procianidinas, catequinas (catequina y epicatequina) y flavonoles

derivados de quercetina (Wolfe et al., 2003).

En la elaboracion de jugo de manzana se generan grandes cantidades de desechos

de cascara, corazén y semilla ricos en componentes fendlicos bioactivos (Foo y Lu, 1999).

La distribucion cualitativa y cuantitativa de los polifenoles de la manzana esta mas
concentrada en la cascara y ésta varia relativamente poco en funcion de la variedad (Lata

et al., 2009).
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2.2 Flavonoides, origen, estructura y clasificacion

La palabra flavonoide proviene de latin flavus que significa de color amarillo. Los
flavonoides son pigmentos que se encuentran ampliamente distribuidos en las plantas,
protegiendo del dafio causado por la contaminacion ambiental, la radiacion UV y que le
confieren ademas un efecto atractor para polinizadores (Avalos-Garcia y Pérez Urria,

2009).

Hablando en un sentido bioguimicamente estricto, los flavonoides es un grupo de
moléculas generadas por el metabolismo secundario de los vegetales originandose

mediante la ruta biosintética mixta (la ruta del &cido shikimico y la ruta de los policétidos).
Los flavonoides son parte de un grupo de compuestos fendlicos diaril-propanoicos
siendo su estructura del tipo Cs-C3-Cs, con dos anillos arométicos unidos entre si por una

cadena de 3 carbonos cicladas por un oxigeno y de bajo peso molecular.

Esta clase de compuestos presenta mas de 6500 moléculas basadas en el esqueleto

de 15 carbonos anteriormente mencionados (Corradini, 2011) (figura 8).

De los tres anillos, el A se biosintetiza a través de la ruta de los policétidos y el By la

unidad Cs proceden de la ruta del acido shikimico.
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Figura 8. Estructura general de los flavonoides.

Se pueden encontrar como aglicones libres o en forma de C-heterésidos u O-

heterdsidos unidos generalmente a glucosa u otro mono o disacérido.

La solubilidad depende de la forma en que se encuentren y el nimero y clase de
sustituyentes presentes. Los glicésidos, las antocianidinas y los sulfatos son solubles en
agua y alcohol. Las agliconas flavonoides altamente hidroxiladas son solubles en alcohol
(etanol, metanol y n-butanol), mientras que las poco hidroxiladas lo son en solventes
como éter etilico, acetato de etilo y acetona. Las agliconas flavonoides altamente
metoxiladas son solubles en solventes menos polares como el éter de petréleo y el

cloroformo (Martinez A, 2005).

La clasificacion de los flavonoides estd compuesta por flavonas, isoflavonas,
flavanonas, flavonoles, flavanoles, antocianidinas, chalconas y auronas (figura 9),
diferenciandose de acuerdo al grado de insaturacion y al grado de oxidacion del

segmento de los tres carbonos.
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Figura 9. Subclases del grupo flavonoide y fuentes naturales. (Panche, et al, 2016).

Los primeros flavonoides fueron aislados e identificados en 1936 por Albert Szent-
Gyorgyi, bioguimico hungaro, quien gano el premio Nobel por su descubrimiento de la
vitamina C. Szent-Gyodrgyi descubrio que los flavonoides mejoran la funcidn de la vitamina
C, aumentando su absorcion y protegiéndola de la oxidacién. En principio se les asigno
el nombre de vitamina P debido a que este grupo de compuestos mejoran la

permeabilidad de los capilares un ejemplo de ellos es la rutina.

Las xantonas (figura 10) son metabolitos secundarios que pertenecen a los
compuestos polifendlicos, estables al calor, que posee colores amarillos; y que, como
anteriormente se menciong, tienen relacion con los flavonoides por su ubicacién, debido

a gue se encuentran comunmente en algunas familias de plantas superiores, en hongos
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y en liquenes, aunque se limita su busqueda en algunas especies (Vieira y Kiijoa, 2005;
Peres et al., 2000). Las estructuras de las xantonas estan relacionados a los flavonoides
y sus comportamientos cromatograficos son muy similares (Negi J. et al., 2013). El nucleo
de las xantonas conocido como 9-xantenona o dibenzo y pirona es simétrico (figura 10)
(Vieira y Kiijoa, 2005; Pinto et al., 2005; Souza y Pinto, 2005). Las xantonas se pueden

clasificar en 6 grandes grupos:

1) Xantonas simples oxigenadas. 4) Xantonolignoides.
2) Glucosidos de xantonas. 5) Bisxantonas.
3) Xantonas preniladas y 6) Xantonas miscelaneas (Jiang, et al., 2004).
derivados.
O
5 8a 9a 1
¢ 9 2
. 10a0 4a 3
10

Figura 10. Nucleo de xantona.

Hasta 2005 se reportaron 515 xantonas, se identificaron 278 nuevas xantonas de
fuentes naturales de 20 familias de plantas superiores (122 especies en 44 géneros), de

19 especies de hongos y de 3 especies de liquenes (Vieira y Kiijoa, 2005).

En total se han descrito alrededor de 1000 xantonas diferentes (Souza y Pinto, 2005)
con sustituyentes en diferentes posiciones lo que da lugar a una gran variedad de

actividades farmacoldgicas y bioldgicas (Pinto et al., 2005; Jiang et al., 2004).
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2.2.1 Rutina.

La rutina quimicamente conocida como quercetina-3-O-a-L-ramnosil-(1,6)-B-D-
glucosido, es un flavonol derivado de la quercetina (figura 11), con un aspecto sélido
opaco color verde y soluble en metanol. Dicho flavonoide se encuentra en el té, perejil,

ruda, entre otros.

Figura 11. Estructura quimica de rutina.
# CAS: 153-18-4

Si bien el té presenta diversas presentaciones (tanto en sabores como en la forma de
realizar su infusién), a continuacion, se presentara la tabla comparativa (tabla 1) de la

cantidad de rutina presente en ellos:

Tabla 1. Cantidad de rutina en diferentes muestras.

Té verde 4.0368 mg * g Rodica Nascu-Briciu, et al
Té blanco 3.0555mg * g* 2011
Té negro 3.3140 mg * g*

Citrus aurantifolia (limén) 25.3-35.1 mg/100 g Loizzo Monica, et al. 2012)
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La rutina posee una amplia accién en los sistemas biologicos, ejemplos de ello son:
antimicético, antioxidante, antihiperlipidico, anti-inflamatorio en artritis, previene la
apoplejia, previene de ataques de corazon, se relaciona también con la supresion de la
dermatitis atépica y dermatitis alérgica de contacto; posee efectos anticancerigenos,

disminuye la permeabilidad y la fragilidad capilar.

2.2.2 Quercetina.

La quercetina (flavonol), quimicamente conocido OH
como 3, 3",4°, 5, 7 pentahidroxilflavona (figura 12). OH
HO O
En los vegetales, la quercetina se produce
principalmente en las hojas y en las partes externas de las oH O OH

plantas como agliconas y glucdsidos, en los que unoomas  Figura 12. Molécula de quercetina.
# CAS: 849061-97-8

grupos de azucar estan unidos a grupos fendlicos por

enlace glucosidico. La glucosa es el azdcar mas comuan, con galactosa y ramnosa

también se encuentra frecuentemente en la composicion con flavonoides. En general, los

glucésidos de quercetina contienen un grupo de azucar en la posicion 3. Cabe mencionar

que existe alrededor de 180 diferentes glucésidos de quercetina (figura 13).
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Figura 13. Algunos glucésidos de la quercetina (Rhon, et al, 2007).

Este flavonoide es un sélido opaco de color amarillo y soluble en metanol.

Como se menciona anteriormente, la quercetina es un flavonoide abundante y
ampliamente localizado en el reino vegetal, es preciso mencionar algunos frutos y

hortalizas que lo contienen mayormente, mostrado en la siguiente tabla.

Tabla 2. Contenido de quercetina en frutas y hortalizas.
Muestra Cantidad de quercetina (

Cebolla 50-2604* Wach et al. 2007
Hojas de cebolla (primavera) 450-841*
Piel externa de cebolla 960-1530* *La cantidad de
Piel de manzana 21-250%* quercetina varia debido a
Polvo de cocoa 201 la existencia de hidrdlisis
Arandanos 140 acida o no para su
obtencidn
Citrus 0-8.3 Kawai S, et al. 1999
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La quercetina ofrece una variedad de usos terapéuticos potenciales principalmente en la
prevencion y el tratamiento de las afecciones tales como alergias, asma, urticaria, artritis,
cancer, enfermedades coronarias del corazon, complicaciones diabéticas, desordenes
en la vista, gota, desordenes neurodegenerativos (Alzheimer), osteoporosis, Ulcera
péptica, prostatitis e infecciones virales (VIH). La quercetina parece funcionar mejor
cuando se usa junto con la bromelina, una enzima digestiva que se encuentra en la pifia,

(Lakhanpal y Kumar, 2007).

2.2.3 Naringina.

OH
OH
La naringina es el glucésido de la naringenina  HO Q
HO 0 N
y es conocido como  naringenina-7-- 0
H,C
neohesperidésido (47, 5,7-trihidroxiflavanona-7- SHO 0 oH O
OH
ramnoglucdsido) (figura 14). OH

Figura 14. Molécula de la naringina.
# CAS: 10236-47-2

Presenta una apariencia como solido de color amarillo solubles en alcohol (metanol,

etanol, n-butanol).
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Figura 15. Estructura anatémica general de los
citricos en Citrus paradisi, De la Rosa-Hernandez, De
et al. 2016.
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concentracion de naringina se encuentra en el albedo que es la parte del mesocarpio

interno de la toronja (figura 15).

Este flavonoide de interés posee un gusto muy amargo.

En la tabla 3, se presenta un listado de algunos citricos y la concentracion presente de

naringina segun cada caso.

Tabla 3. Contenido de naringina en frutos citricos.

Toronja cascara (citrus paradisi) 3.91 mg/g
Toronja cascara 2100 mg/100 g
Toronja parte flavedo 942 mg/ 100 g
Toronja parte albedo 2700 mg/ 100 g

Toronja (albedo y flavedo) 18-22 mg/gms,34°Cy
extraccion asistida ultrasodnica
40 + 2 kHz, 50y 100 W

70.3 mg/ 100 g muestra fresca
0.981 g/ kg (100 W, 30 min, 35
°C, 5 g/50 mL, 80% etanol

<10 mg por100 mg muestra

Naranja dulce piel (citrus sinensis)
Naranja dulce piel (citrus sinensis )

Limdn fruto (citrus aurantium)

Yusof S., et al. 1989
Nogata Y., et al. 2006

Garcia-Castello E., et al.

2015

Kahn M., et al. 2009
M’hiri, N., et al. 2015

Kawaii, et al. 1999.
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Las aplicaciones de este flavonoide en la industria farmacéutica son diversos, debido que
en los sistemas biol6gicos se ha observado tener un efecto anti-inflamatorio e
hipoglucémico; mientras que la industria cosmética se utiliza como agentes anti-solares

bloqueando en la piel, los rayos ultravioleta UV-B (Ochoa y Ayala, 2004).

Si bien, de los 4 flavonoides estudiados en esta tesis, los 4 tienen una aplicacion en la
industria farmacéutica, aunque el flavonoide que tiene mayor aplicacién para la industria
de alimentos: la naringina. A continuacion, se explicara brevemente acerca de las
regulaciones, tanto la internacional como la nacional y su aplicacion en la industria de

alimentos.

En la revista Guia de la industria Quimica, edicién 2015, en el articulo “Aditivos
alimentarios: seguridad e innovacién” comenta que, la cantidad de aditivo que se afiada
al alimento se limitara a la dosis minima necesaria para obtener el efecto tecnologico

deseado, conforme al principio basico de Buenas Practicas de Fabricacion”.

En México, la dependencia encargada de regular los compuestos utilizados como aditivos
alimentarios es la Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios
(COFEPRIS) a través del Subcomité niumero 10 llamado “Aditivos y Contaminantes de
los Alimentos”. Adicionalmente, la COFEPRIS es el organismo encargado de dictaminar
evidencia cientifica para establecer normas en el uso de aditivos alimentarios.
Posteriormente, la Secretaria de Salud y Asistencia (SSA) emitié el documento nacional

mas importante sobre el uso de aditivos alimentarios es el Acuerdo por el que se
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determinan los aditivos y coadyuvantes en alimentos, bebidas y suplementos
alimenticios, su uso y disposiciones sanitarias; en su version mas reciente de 16 julio
de 2012; algunas modificaciones han sido publicadas en la pagina web de la COFEPRIS,
en los afios siguientes. Dentro del Acuerdo se indican las definiciones y la clasificacién
de los aditivos alimentarios, asi como una seccion donde se enumeran los aditivos con
diversas clases funcionales. En esta normativa se encuentra la informacion pertinente a

la Ingesta Diaria Admisible (IDA) establecida en México.

En nuestro pais se establece que mientras un aditivo alimentario no sea considerado
en alguna de las normas nacionales o la SSA no establezca los limites especificos, los
fabricantes de los productos alimenticios podran utilizar los aditivos tomando como
referencia lo establecido en el Codex. En el caso de los saborizantes se pueden utilizar
aquellos permitidos por el JECFA, Unién Europea (UE) a través de la IOFI (International
Organization of Flavor Industry) o FDA (Food and Drug Administration)-FEMA (Flavor and
Extracts Manufacturers Association), siempre y cuando exista previa notificacion a la
COFEPRIS, también se pueden emplear los que determina la Secretaria de Salud como
permitidos. La lista de aditivos creada por la Secretaria de Salud se puede modificar a
peticién de cualquier interesado cuando se proporcionen a la Secretaria las evaluaciones

y aprobaciones del JECFA u otros.

En el portal electronico de la FEMA existe la evidencia en el compendio Ill, sustancias
GRAS, (2001-3124), siendo la sustancia etiquetada en dicho reporte con el nimero 2769
y que esta nombrada como “naringen, extract—Citrus paradisi Macf.”, dicho extracto es

una mezcla de naringina (#CAS:10236-47-2) y un isomero de la naringina llamada
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narirutina (#CAS: 14259-46-2), y cita que se ha empleado como saborizante con un
promedio de concentracion maximo en: bebidas no alcohélicas de 71 ppm, para helados
5.7 ppm y en bebidas alcohdlicas 0.2 ppm. También se ha reportado que la naringina por

ser amargo es el sustituto perfecto de la quinina en aguas tonicas.

Como se observa en el parrafo anterior, este flavonoide es de interés econémico en la
industria alimentaria puesto que su aplicabilidad es diversa y que, la ventaja que existe
es gue se puede obtener de residuos citricos, como extracto de naringina con un 98% de
pureza, el costo por 50 gramos ronda desde los 25-125 ddlares dependiendo del lugar

de donde se va a importar.

Por tanto, la naringina ya es empleada como materia prima usandose como agente
aromatizante-saborizante en diversos paises del mundo, y ya ha sido evaluada su
inocuidad y aprobada, por la FEMA-FDA y la International Organization of Flavor Industry
(IOFI), este dltimo organismo europeo, su numero de identificacion Unico de la sustancia
(No FL) y nombre en la industria es el 16 058 y para el Consejo de Europa el nUmero
dado a la naringina es 10 286, avalados por la Autoridad Europea de Seguridad

Alimentaria.

Siguiendo en la regulacién norteamericana, la naringina esta incluida en la lista de
sustancias generalmente reconocidas como seguras, en el cédigo de regulaciones
federales de los Estados Unidos Americanos, titulo 21, capitulo I, subcapitulo B, parte
182, subparte A 182.20 “Aceites esenciales, oleorresinas (sin solventes) y extractos

naturales (incluidos los destilados)”.

27



2.2.4 Mangiferina.

La mangiferina, (2, C-p-D glucopiranosil-1, 3, 6, 7-tetrahidroxi-xantona), fue la primer

xantona glucosilada en ser investigada OH HO 4 0 5 OH

o . 0 W :
para observar su actividad farmacolégica HO X X

A
debido a que su enlace C-glucosido y los HO-\ “’;g 1l | 4 OH
L , OH o
grupos hidroxilo en la estructura de ésta
Figura 16. Estructura quimica de la mangiferina.

xantona contribuyen a su actividad frente a # CAS: 4773-96-0

los radicales libres (figura 16).

La mangiferina es una xantona C-glucosilada de color amarillo, estable al calor y

presenta una hidrosolubilidad (Saha, et al., 2016).

Los C-glucdsidos son raros, reportandose no mas de 17 C-glucosidos de xantona. La
mangiferina y la isomangiferina son los C-glucésidos mas comunes. La mangiferina
generalmente se encuentra en angiospermas Yy helechos, aisldndose primero de

Mangifera indica (Negi, et al., 2013).

Tabla 4. Contenido de mangiferina en cascara, hojas y corteza de diversas variedades
de mangifera indica.

Cascara de Mangifera indica  0.526 g de extracto/ 10 g ms, Ruiz-Montanez G., et al, 2014

L cv. Ataulfo 0.25 g mang/g extracto

12 mg/ g muestra
Hojas de Mangifera indicaLl.  32.82mg/g Tang-Bin Z., et al., 2014
cv. Tainung
Hojas de Mangifera indicaL.  11.2-1297.1 mg/kg m Berardini, et al., 20052
(14 variedades)
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Corteza de Mangifera indica  698.9-4906 mg/ 100g ms Forero F., et al., 2016
L (21 variedades de centro y
sudamerica)
La mangiferina siendo una molécula versatil en cuanto a su accion en sistemas
bioldgicos, actia como: antioxidante, antiinflamatorio, antidiabético, antigenotoxico,

antihiperlipidico, antiaterogenico, inmunomodulador, neuroprotector, citoprotector y

analgésico (Saha S et al., 2016).

2.3 Los flavonoides y su interés econdémico.

En parrafos anteriores, se citd los efectos benéficos de dichos flavonoides y la
importancia que ellos implican en la industria, es relevante hacer mencién que, derivado
de los desechos se pueden obtener analitos con alto valor agregado. La industria quimica,
es una de las industrias que ya comercializa con estos flavonoides como estandares para
fines de investigacion y el precio de los compuestos polifendlicos en este trabajo

(mangiferina, rutina, quercetina y naringina) se muestran a continuacion:

- Naringina 95 % pureza, 25 g en $1,470 M.N. / 70.08 USD
- Rutina 94 % pureza, 50 g en $5,001 M.N. / 238.42 USD
- Quercetina 95% pureza, 10 g en $1,189 M.N. / 56.68 USD

- Mangiferina 95% pureza, 10 mg en $3,043 M.N. / 145.07 USD
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Debido al interés de los diversos flavonoides, estos compuestos naturales se han
modificado selectivamente y son objetivos prometedores para fines industriales debido a
las propiedades fisicoquimicas y biolégicas mejoradas en diferentes campos. En el
articulo de Viskupicova, et al 2009, recopila informacién diversa de los beneficios de los
flavonoides selectivamente modificados y los beneficios industriales que conlleva, tanto
gue en la industria de alimentos se han obtenido una mejora en la estabilidad y solubilidad
de los flavonoides iniciales, ejemplo de ello esta en la reduccion de la oxidacion de los
aceites en alimentos con alto contenido en estos y la acilacion de antocianinas como

colorantes.

Otro beneficio es la estabilizacién del pigmento por medio de la acilacién de
flavonoides. Ademas, los flavonoides acilados selectivamente pueden causar cambios
significativos en su biodisponibilidad y bioactividad y, por lo tanto, pueden desempefiar
un papel en la prevencion de enfermedades cuando se consumen. La acilacion al
flavonoide es una herramienta Gtil para modificar las propiedades sensoriales de los

alimentos y farmacéuticos (pasta de dientes y enjugue bucal).

Si bien los flavonoides brindan una variedad de beneficios para la salud, los alimentos

gue contienen flavonoides a menudo tienen un gusto amargo y sensacion astringente.
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3 Extraccion de compuestos polifendlicos

La extraccion es el paso indispensable para el aislamiento de diferentes tipos de
compuestos en la matriz vegetal, tomando en cuenta como base la constitucion de los
componentes de interés para posteriormente utilizar los métodos fisicoquimicos que
ayudaran a la obtencién de dichos compuestos, en donde se elegira el método fisico que
idealmente ayude a una extraccién y se recupere la mayor cantidad del o de los
compuestos en cuestién y en la parte quimica la seleccion de los solventes que ayudaran
gue la solubilidad sea ideal para dicho fin. Es importante mencionar que, la solubilidad
también se ve beneficiada por otros factores fisicos, tales como: la temperatura y la

agitacion durante el proceso de extraccion.

Retomando la solubilidad y haciendo hincapié en la afinidad de soluto-solvente, los
compuestos lipofilos se extraen a menudo con disolventes organicos no polares tales
como hexano o diclorometano. Los componentes hidréfilos se extraen con disolventes
polares tales como acetona, metanol o etanol. En algunos casos, la adicién de disolventes
polares tales como agua a la muestra puede aumentar la recuperacién de compuestos

mas polares (Puri, et al. 2012).

La extraccion de flavonoides del material vegetal generalmente se realiza con
diferentes mezclas hidroalcohdlicas y, a veces, dependiendo de los compuestos objetivo,
la extraccion se puede realizar con un alcohol seleccionado, es decir, metanol o etanol.

(Nascu-Briciu R. et al.2011).
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3.1 Extraccion Asistida por Ultrasonido.

El ultrasonido es una herramienta eficaz para aplicaciones comerciales a gran escala
tales como la emulsificacion, homogeneizacion, extraccion, cristalizacion, deshidratacion,
pasteurizacion a baja temperatura, desgasificacion, desespumacion, activacion e
inactivacion de enzimas, reduccion del tamafio de particula y cambio de viscosidad (Pico

Y, 2013).

Esta técnica requiere un medio liquido, un generador de energia y un transductor, que

transforma la energia eléctrica, magnética o cinética en energia acustica.

El ultrasonido comprende ondas mecanicas que necesitan un medio elastico para
propagarse. El ultrasonido tiene frecuencias por encima de la audicion humana, pero por
debajo de las frecuencias de microondas (de 20 kHz a 10 MHz). Para la clasificacion de
aplicaciones de ultrasonido, el criterio clave es la cantidad de energia generada,
caracterizada por la potencia acustica (W), la intensidad del sonido (W / m?) o la densidad

de energia sonora (W / m3).

Durante el proceso de sonicacion y como anteriormente se menciond, se crean ondas
longitudinales en el cual una onda so6nica se encuentra con un medio liquido, creando asi
regiones de compresién alternante y ondas de rarefaccion inducidas sobre las moléculas

del medio.
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En estas regiones de presion cambiante, se produce cavitacion y se forman burbujas de
gas, estas Ultimas tienen un area superficial mas grande durante el ciclo de rarefaccion
(expansion), lo que aumenta la difusion de gas, haciendo que la burbuja se expanda. Esta

expansion  provocada

por las ondas hace que 9

haya una presion en el

|
|
|
|
|
|
|
|
medio, logrando asi, la |
|

difusion de los analitos
Figura 17. Mecanismo de transformacién del material ante la
extraccion asistida por ultrasonidos (Escaplez, et al, 2011)

embebidos en la matriz

vegetal como se observa en la figura 17.

La capacidad del ultrasonido para causar cavitacion depende de las caracteristicas del
ultrasonido (por ejemplo, frecuencia e intensidad), propiedades de la matriz a analizar
(por ejemplo, viscosidad y tensién superficial) y condiciones tales como, temperatura y

presion (Pico, 2013).

Como se menciond anteriormente, otra aplicacion de ultrasonidos se encuentra en la
extraccion de productos naturales que normalmente se necesitan horas o dias si se
contempla llevar mediante métodos convencionales, tales como sohxlet 0 maceracion

solo por ejemplificar.

En la industria alimentaria, las técnicas clasicas utilizadas para la extraccion de
compuestos bioactivos con disolventes, se basan en la eleccion correcta de disolvente

acoplada con el uso de calor y / 0 agitacion.
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La extraccion con disolventes de compuestos organicos contenidos en plantas y
semillas se mejora significativamente mediante el uso de la potencia del ultrasonido. Los
efectos mecanicos del ultrasonido proporcionan una mayor penetracion del disolvente en
los materiales celulares y mejoran la transferencia de masa debido a los efectos del
microflujo, aunado a la ruptura de las paredes celulares biolégicas para liberar el
contenido de la célula. En general, la extraccion asistida por ultrasonido (EAU) se
reconoce como una técnica de extraccion eficiente que reduce drasticamente los tiempos

de trabajo, aumentando los rendimientos y, a menudo, la calidad del extracto.

3.2 Extraccion acuosa asistida por enzimas

La extraccion asistida por enzimas (EAE) o también conocida como extraccion
enzimatica acuosa, se emplea para el fraccionamiento de materia prima vegetal y para la
extraccion de moléculas de interés de una manera segura. Durante muchos afos, la
mejora de las enzimas industriales conduce a nuevas potencialidades y nuevos productos
e implica hoy un completo replanteamiento de la extraccion verde y sus perspectivas

econdémicas (Muniglia L, et al, 2014).

La parte comestible y los residuos de estas materias primas han sido estudiados para
extraer compuestos solubles en agua con actividad antioxidante (Conde et al, 2010) y las
enzimas pueden degradar la pared celular dejando libres a los compuestos de interés

(polisacéridos, polifenoles, entre otros).
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Los compuestos fendlicos son los componentes antioxidantes en frutas y vegetales.

Los fenoles pueden ser pectina

Lamela
} media

encontrados en las paredes celular,

Pared
primaria

unidos a polisacaridos mediante

interacciones hidrofobicas y puentes - _ ‘y /

Mlcro fibrilas de
celulosa

Membrana
} plasmatica

otelnas fibrilares

de hidrégeno ligada a la matriz

Protefnas solubles

proteica de inclusiones vacuolares,

Figura 18. Pared celular primaria de los vegetales

confinadas dentro de las vacuolas celulares y cerca o asociado con el nucleo celular

(Pinelo, et al., 2006).

La pared celular de las plantas son una red compleja de celulosa, hemicelulosas
(principalmente xiloglicanos, mananos, xilanos y arabinogalactanos), pectinas y ligninas
(figura 18 y 19). Siendo la degradacién de la estructura polisacéarida de la célula un paso
fundamental en la relacion de los fenoles unidos a la pared celular o asociado con las

vacuolas celulares (Meyer et al., 1998).
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Figura 19. Conformacién
de la pared celular vegetal

3.2.1 Enzimasy su aplicacidn en la industria alimentaria

La utilizacion de las enzimas en la industria alimentaria se dio antes de que se acordara

la forma de reconocer a las enzimas. Es preciso destacar que la industria alimentaria no
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es la Unica en usar dichos catalizadores biolégicos, se ha observado su uso en la industria

cosmeética, farmacéutica, textil, agropecuaria, papelera, entre otras.
El uso de las enzimas aporta mejora en el producto final, y un ejemplo de ello, es la
pectin esterasa que ayuda en el proceso de produccién de jugo en la parte de la

clarificacion (Aehle, 2004).

A continuacion, se presenta un listado (tabla 5) de enzimas utilizadas en las industrias

anteriormente mencionadas (Aehle, 2004).

Tabla 5. Aplicacion de las enzimas en diferentes industrias (Aehle, 2004).

Lactoperoxidasa

Nombre Area de aplicacion Funcién
Panaderia incrementa la fuerza del gluten
Cerveceria mejorar vida de anaquel
glucosa oxidasa Lacteos preservacion de leche
Textil Blanqueamiento
cuidado/cosmética pasta de dientes
hexosa oxidasa Panaderia incrementa la fuerza del gluten
Lacasa Papelera blanqueamiento de pulpa
Cerveceria mejorar vida de anaquel
Catalasa Lacteos preservacion de leche
Textil eliminar H202
Peroxidasa , .
Panaderia mejora en la masa

mejora la textura en yogurt, crema

Tranglutaminasa Lacteos .

batida

produccidn del isomalto-oligosacarido en
dextranosucrasa Cerveceria cerveza
triacilglicerol lipasa Limpieza eliminar manchas de grasa

pectin metil esterasa

jugos de fruta

clarificacién de jugo de manzanay

cascara de citricos

a-amilasa

jugos de fruta

produccidn de jugo de manzana

37




Cerveceria maceracion y fermentacién en cerveza
molienda de grano hidrdlisis de almiddn
mejora la digestabilidad del almidén
alimentacién animal proveniente del maiz
. Cerveceria Maceracidn
B-amilasa jugos de fruta produccién de jugo de manzana
Cerveceria Maceracién
Amiloglucosidasa molienda de grano hidrdlisis de oligosacaridos
Cerveceria Fermentacion
mejora el aumento de peso en cerdos y
endo-1,4 (3)-B-glucanasa alimentacién animal aves de corral
Quimosina
Endotiapepsina lacteos coagulacién en quesos
Mucopersina
a-acetolactato Cerveceria eliminar el diacetil
pectato liasa Textil lavado de algoddn
pectin liasa jugo de frutas produccién de jugo de manzana
xilosa isomerasa molienda de grano produccidn de fructosa

Si bien, la tabla que anteriormente se muestra, menciona algunas enzimas y la funcion
gue ejercen sobre distintos campos, estos catalizadores bioldgicos también pueden
utilizarse en el pretratamiento de residuos, la extraccion de compuestos, modificacion y

sintesis de compuestos bioactivos (Puri et al., 2012).

3.3 Subproductos en la industria alimentaria

Retomando un campo del uso de las enzimas, los desechos alimentarios se
consideran actualmente como una fuente barata de componentes valiosos ya que las
tecnologias existentes permiten la recuperacion de compuestos objetivo y su reciclaje
dentro de la cadena alimentaria como aditivos funcionales en diferentes productos

(Galankis, 2012).
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La industria de procesamiento de alimentos, incluyendo el procesamiento de frutas y
hortalizas, es el segundo mayor generador de desechos en el medio ambiente sélo
después de las aguas residuales domésticas. Una gran cantidad de residuos en forma
liguida y sdlida se produce en las industrias de procesamiento de frutas y hortalizas, que

contiene muchas sustancias reutilizables de alto valor con gran potencial econémico.

En la tabla 6 se muestran datos de los residuos de algunas frutas y hortalizas.

Tabla 6. Residuos de frutos y hortalizas y sus cantidades de la India (Gupta y Joshi,
2000).

Frutasy Naturaleza de Produccién Desecho Cantidad de
hortalizas los residuos (toneladas) aproximado % desperdicio
(toneladas)

Mango Cascara, semilla 6987.7 3,144.4
Platano Cascara 2378.0 35 832.3
Citricos Cascara, semilla 1211.9 50 606.0
Pifa Cortezaycentro  75.7 33 24.7
Uva Tallo, piel y 565 20 -
semilla

Guayabas Piel, centro y 565 10 -
semillas

Chicharos Cascara 107.7 40 68.3
Tomate Piel, nucleo y 464.5 20 90.3
semillas

Papa Piel 2769.0 15 415.3
Cebolla Hojas externas 1102.0 - -
Manzana Piel, orujo y 1376.0 - 412.0
semillas

El procesamiento de frutas y verduras da lugar a cantidades elevadas de materiales
de desecho tales como céscaras, semillas y carne no utilizada generada en las diferentes
etapas de las cadenas de procesamiento, generando problemas de contaminacion si no
se utiliza o se desecha adecuadamente. Sin embargo, estos residuos, que se arrojan al

medio ambiente, provee una cantidad considerable en compuestos valiosos.
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Son generadores novedosos, naturales y econdmicos de saborizantes, colorantes,
proteinas, fibra dietética, antimicrobianos y antioxidantes, que pueden utilizarse en la
industria alimentaria como anteriormente se menciond, siendo una fuente de aditivos

alimentarios naturales (Gowe C, 2015).

4  Métodos cromatograficos, instrumentos de analisis quimico cualitativo y

cuantitativo en matrices alimentarias.

La cromatografia se define como la separacion de una mezcla de dos o mas
compuestos por distribucidn entre dos fases inmiscibles: una fase mévil, llamada también
activa, que transporta las sustancias que se separan y que progresa en relacion con la
otra, denominada fase estacionaria. La fase movil puede ser un liquido o un gas y la

estacionaria puede ser un solido o un liquido.

Todas las técnicas cromatograficas dependen de la distribucién de los componentes
de la mezcla entre esas dos fases. Segun lo anterior, son posibles varios tipos de
cromatografia, dependiendo de la naturaleza de las dos fases involucradas: pueden ser
sélido-liquido (capa fina, papel o columna), o bien liquido-liquido o gases-liquido (fase
vapor). Todos los sélidos finamente pulverizados tienen el poder de adsorber en mayor o
menor grado otras sustancias sobre su superficie; y, similarmente, todas las sustancias
pueden ser adsorbidas, unas con mas facilidad que otras. Este fendmeno de adsorcion

selectiva es el principio fundamental de la cromatografia.
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Un paso muy importante en el andlisis de plantas u otras matrices a analizar es la
evaluacion del extracto, conocida como huella digital. Esta metodologia enfatiza y
caracteriza integralmente las muestras. Los métodos mas utilizados son los
cromatograficos, pero la espectroscopia también puede conducir a resultados
interesantes. Los métodos cromatograficos aceptados de huella digital son la
cromatografia en capa fina (CCF o TLC, este Ultimo por sus siglas en inglés), la
cromatografia liguida de alta resolucion (CLAR o HPLC, este ultimo por sus siglas en
inglés), la cromatografia de gases (CG), la cromatografia de alta velocidad a

contracorriente, entre otras.

En esta tesis, se mencionarad la Cromatografia Liquida de Alta Resolucion y la

cromatografia en capa fina.

Los métodos espectrofotométricos, especialmente los métodos colorimétricos, se usan
actualmente de manera intensiva para la cuantificacion de diferentes clases de
polifenoles (contenido fendlico total, contenido de taninos, flavonoides y contenido de
antocianinas). Si bien estos métodos son rapidos y simples, carecen de la especificidad

para compuestos individuales.

Aunque los polifenoles comparten la caracteristica fendlica comun, debido a la
diversidad estructural, estos fitoquimicos varian significativamente en sus propiedades
fisicoguimicas. Debido a la complejidad quimica de los polifenoles, la separacion y
cuantificacion de estos compuestos sigue siendo tan dificil como siempre, a pesar de los

recientes avances en la nueva instrumentacion. Si bien, es casi imposible desarrollar un
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protocolo para todos los polifenoles, existen algunas técnicas analiticas avanzadas con

gran aplicabilidad en el andlisis de compuestos fendlicos (Ignat, et. al, 2013).

4.1 Cromatografia Liquida de Alta Resoluciéon (CLAR o HPLC)

Esta es una técnica de separacion y cuantificacion de analitos que parte de una
muestra liquida, donde la fase mavil es un liquido que fluye a través de una columna que

contiene a la fase fija.

Dicho lo anterior, la separacion cromatografica CLAR es el resultado de las
interacciones especificas entre las moléculas de la muestra en ambas fases, movil y

estacionaria.

La cromatografia liquida de alta resolucion es un instrumento versétil y adaptable con
varias ventajas, como alta selectividad, sensibilidad, resolucion, precisién y conservacion
de muestras, asimismo, esté disefiada para separar compuestos de mezclas complejas
en funcién de las propiedades de polaridad, solubilidad y tamafio de cada compuesto.

Esta técnica es la mas utilizada para la separacion y caracterizacion de polifenoles.

Para obtener la identidad de un polifenol, el método mas comun es comparar el tiempo

de retencién de un compuesto particular con el estandar. El detector de matriz de

fotodiodos puede recopilar datos espectrales UV / visibles a medida que los compuestos
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se separan; por lo tanto, cuando un pico coincide con el tiempo de retencion y el espectro

UV / Vis de un estandar, se puede identificar provisionalmente.

La determinacidén cuantitativa implica analizar una serie de estandares que cubren el
rango de concentracion de interés, y los analitos de muestra se cuantifican con base en

las curvas de calibracion para cada estandar.

Para la separacion de diferentes polifenoles, las condiciones cromatogréficas implican
casi exclusivamente el uso de una columna RP C18 y un sistema de solvente binario que
contiene agua acidificada usando &cido acético, acido fosforico o acido sulfarico y un

solvente menos polar como metanol o acetonitrilo (Ignat, et. al, 2013)

4.2 Cromatografia en Capa Fina (CCF)

Es una ldmina de vidrio, metal o plastico recubierta con una capa delgada de un sdlido
adsorbente (gel de silice o alumina). Posteriormente se aplica una pequefa cantidad de
la muestra problema en disolucién en un punto en la parte inferior de la placa. Entonces
la placa se introduce en una cubeta cromatogréfica, de forma que sélo la parte inferior de
la placa queda sumergida en el liquido. Este liquido o eluyente es la fase movil y asciende

por la placa de CCF por capilaridad.
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A medida que el eluyente pasa por el lugar donde esta la mancha de la mezcla problema,
se establece un equilibrio entre las moléculas de cada uno de los componentes en la

mezcla que son adsorbidas y las que se encuentran en disolucién.

En principio, los componentes se diferenciaran en solubilidad y en la fuerza de su
adsorcion, de forma que unos componentes se desplazaran mas que otros. Cuando el
eluyente llega a la parte superior de la placa, esta se saca de la cubeta, se seca, y los

componentes separados de la mezcla se visualizan.

Si los compuestos son coloreados se pueden observar las manchas a simple vista. Si

no es asi, hay varios métodos para visualizar las manchas correspondientes a cada

componente de la mezcla, tales como luz UV y otros reveladores y/o reactivos.
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5 Hipotesis

Dado que los flavonoides son compuestos localizados en las células vegetales,
entonces si se utilizan sistemas de extraccion que sensibilicen la pared celular vegetal,
se podra obtener una mayor cantidad de estos (mangiferina, rutina, quercetina y

naringina).

6 Objetivos

6.1 Objetivo general:

Obtener extractos enriquecidos de los flavonoides: mangiferina, rutina, quercetina y
naringina, mediante las fuentes vegetales, haciendo uso de la extraccion asistida por
ultrasonido (EAU) con par de disolventes etanol: agua y metanol: agua (80:20) vy, los
extractos enriquecidos con mayor concentracion de los flavonoides con EAU, realizar la

extraccion asistida por enzimas (EAE) de esas muestras para cada flavonoide.

6.2 Objetivos particulares:

e Observar la presencia de los flavonoides mangiferina, rutina, quercetina y

naringina mediante andlisis cualitativo por cromatografia en capa fina por EAU.
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e Determinar cuantitativamente fenoles totales y flavonoides totales en las muestras

por par de disolventes y enzimético.

e Determinar la cantidad a través de CLAR para cada flavonoide a partir del par de

disolventes con mejor extraccion mediante el uso de enzimas.

e Determinar la cantidad de cada flavonoide a través de CLAR para la extraccion

asistida por ultrasonido de acuerdo a la parte del vegetal a utilizar.

e Comparar el método de extraccion mas eficiente para cada flavonoide.

7 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

7.1 Disolventes y reactivos

e Disolventes: Acetato de etilo, acetonitrilo grado CLAR, diclorometano, hexano,
metanol, metanol grado HPLC, agua destilada, agua desionizada, acido acético,
acido fosforico.

e Reactivo: Fenol Folin-Ciocalteu, Na2COs3 al 2%; Flavonoides: NaNO:z al 5%, AICls
al 10% en etanol, solucion NaOH 1M.

e Reveladores para CCF: Cloruro férrico al 1% y DPPH.

e Estandares: mangiferina (Sigma), quercetina (Sigma 295%), naringina (Sigma

295%) y rutina (Sigma 294%).
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Acetato de sodio.

Enzimas:

macerex con pH 4.5-5y T(°C) =35 y novozym 33095 pH 4.5-5y T(°C) = 35.
Adsorbentes

e Amberlita XAD-7HP (Sigma-Aldrich).

e Gel de silice 60 GF 254 para CCF.

7.2 Muestras a analizar

Céscaras de mango Ataulfo.

Hojas de mango Ataulfo.

Corteza de arbol de mango Ataulfo.
Céscara de toronja.

Cascara de naranja.

Cascara de limon.

Té negro.

Piel de cebolla morada.

Céascara de manzana.

7.3 Equipos y materiales

Agitador orbital Thermo Scientific Max Q-4000.
Balanza analitica Ohaus Analytical Plus con precision de 0.0001 mg.
Balanza Swiss Made ES 2255m-DR.

Molino Krups GL4100.
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Sonicador Cole-Parmer 8892 (100 watts y 42 kHz).
Centrifuga 5810-R.
Rotavapor Buchi R-215, Bafio Buchi R-491.
Espectrofotometro GBC-Cintral, software cintral.
Lampara UV como camara reveladora para placas de CCF.
Sistema HPLC Waters equipado:
= Desgasificador en linea.
= Bomba binaria Waters 1525.
= Automuestreador Waters 2707.
= Detector UV de doble longitud de onda Waters modelo 2478.
= Columna analitica ODS Hypersil (250x4.6 mm; 5 ym).
= Software Empower.
= Filtros preparativos Millipore.
» Viales de 2 mL con tapa de pléstico de inyeccion directa.
Matraz Erlenmeyer 25-250 mL.
Embudo Buchner con papel filtro Whatman #4.
Matraz kitasato de 25-250 mL.
Manguera para matraz kitasato.
Espatula.
Matraz bola de 50-250 mL.
Micropipeta semiautomatica con rango de operacion 100 yL- 1000 pL.
Puntas para micropipeta con rango de operacion de 100 pL- 1000 pL.

Tamiz de malla No 60.
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7.4 DIAGRAMA EXPERIMENTAL GENERAL

Extraccion asistida por ultrasonido

1. Acondicionamiento de muestra

2. Pesar muestra

3. Adicionar solucién hidroalcohélica

4. Sonicar

5. Filtrar

6. Concentrar

7. Lavados

8. Cuantificacion e identificacion
mediante HPLC

» Secar en estufa (70°C, 24 h)
* Pulverizar y tamizar (malla #60)

*0.5gy 1 g por triplicdo

» Metanol:agua (80:20)
* Etanol:agua (80:20)

» 30 minutos, 30 a 35°C)

* Andlisis cualitativo de mangiferina, naringina, quercetina 'y
rutina a traves de Cromatografia en Capa Fina (CCF).
+ Andlisis cuantitativo (fenoles y flavonoides totales).

+ Acetato de etilo. hexano y/o diclorometano segun el
flavonoide

« Cuantificacion e identificacién mediante HPLC
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Extraccion asistida por enzimas

En esta extraccion solo se utilizan las muestras que arrojaron mayor cantidad de los

flavonoides de interés (mangiferina, naringina, quercetina y rutina) que se obtuvieron

previamente en la extraccion asistida por ultrasonido.

Acondicionamiento de muestra

Pesar muestra

Adicién

Agitar

Filtrar

Lavados

Cuantificacion e identificacion
mediante HPLC

» Secar en estufa (70°C, 24 h)
* Pulverizar y tamizar (malla #60)

0.5 g por triplicado

« Para los tratamientos enzimaticos: 15 mL solucién buffer
de CH;COOH/CH;COONa con un pH= 4.5-5, enzima en
concentracion 5% m/v, Ademas se realiza un control.

* agitacion 200 rpm, 6 h T=35 °C. posteriormente se
inactiva enzima.

* Andlisis cuantitativo (fenoles y flavonoides totales).

+ Acetato de etilo, hexano y/o diclorometano segun el
flavonoide

* Cuantificacion mediante HPLC
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7.5 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

7.5.1 Extraccion de mangiferina, naringina, quercetina y rutina, asistida por ultrasonido

(EAU) y con uso de solventes y cromatografia en capa fina (CCF).

Se parte de la muestra a analizar que por referencia bibliografica se obtiene mayor

cantidad de los flavonoides de interés, ya sea mangiferina, quercetina, rutina o naringina.

En el caso de la mangiferina se analiz6 la cascara de mango, la corteza del arbol de
mango Y sus hojas (Ruiz-Montarfiez et al, 2014). Para el caso de la naranja y toronja se
tomo la cascara de estos frutos y se tomoé sélo el albedo para analizar la naringina,
siguiendo la metodologia de (M"hiri et. al., 2015). Mientras que, para rutina, la cdscara de

limén y el té fueron muestras seleccionadas.

Y para quercetina se tomé como analisis la cebolla morada y manzana Golden
delicious. Cabe mencionar que todas las muestras previamente se secaron,

posteriormente fueron pulverizadas y pasaron por tamiz malla No 60.

7.5.1.1 Mangiferina

Con ligeras modificaciones, se pesaron 1 g muestra pulverizada y secas, por triplicado,
cascara del mango Ataulfo, corteza del arbol Ataulfo y hojas de la misma variedad. Se

coloc6 10 mL para una solucién por par de disolventes de etanol: agua (80:20) y otra de
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metanol: agua (80:20) pues son solventes utilizados para la extraccién de esta xantona y
gue lo reportan Ruiz Montafiez, et al, 2014; Shinde S. y Chavan A, 2014. Se sonic6
durante 30 min (sonicador Cole-Parmer 8892) a temperatura de 25 °C, se filtré las
muestras con la ayuda de un embudo Buchner, papel filtro Whatman #4 y matraz Kitazato
y se realiz6 una prueba cualitativa para observar la presencia de los flavonoides,
utilizando la técnica de cromatografia en capa fina, en el cual se utilizaron cromatoplaca

de silice y con el sistema de elucion de acetato de etilo: metanol :agua (10:1.5:1).

Se trasvas0 cada extracto obtenido por cada par de disolventes a un matraz bola, para
Su posterior concentracion en un rotavapor con su respectivo bafio. El extracto acuoso
se coloc6 en un matraz Erlenmeyer previamente se le habia colocado amberlita XAD-

7HP para su adsorcion y se coloca en un orbital a una velocidad de 125 rpm por 60 min.

Para su desorcién de la resina se realizaron los lavados con acetato de etilo, las
porciones son de 20 mL y para el primer lavado se usa a temperatura ambiente y para el

segundo lavado a 45 °C. Se almacena para su posterior cuantificacion en HPLC.

7.5.1.2 Naringina

Se pesoO 1g de pulverizado seco de cascaras de citricos usados (limén, naranja y
albedo de toronja). Se colocd 50 mL para una solucién por par de disolventes de etanol:
agua (80:20) y otra de metanol: agua (80:20) pues son solventes utilizados para la

extraccion de naringina como lo reporta M"hiri N, et al (2015) y Khan M, et al (2010). Se
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sénico durante 30 min a una temperatura de 35 °C, se filtré y se realiz6 una cromatografia

en capa fina con el sistema de elucién de acetato de etilo: metanol :agua (10:1.5:1).

Posteriormente, se concentro a 50 rpm a una temperatura de 35 °C, se sigui6 la
metodologia de Sudto et al, 2009 con algunas modificaciones en la cantidad de solventes
utilizados. Del extracto acuoso se adicion6 40 mL de agua y se puso a calentar en una
parrilla con agitaciéon a 70° C y una velocidad de 100 rpm. Posteriormente se adicion6 60
mL de diclorometano y se agit6; se separé la fase acuosa y se dejé reposar 4 dias.

Se adecua para cuantificacion en HPLC.

7.5.1.3 Quercetina

Se pesoO 1 g de piel de cebolla y 1 g de cascara de manzana Golden delicious. Se
siguio la relacion (1:10) m/v para cada uno de las muestras, utilizando dos pares de
disolvente para tratarlo mediante extraccion asistida por ultrasonido, una solucién por par
de disolventes de etanol: agua (80:20) y otra de metanol: agua (80:20). Se filtr6 para
después realizar una cromatografia en capa fina la cual se eluyé con la fase movil
cloroformo: acetato de etilo: &cido formico (7:3:0.1), Posteriormente se concentro a 30 °C
a una velocidad de 50 rpm. Se realiz6 un lavado con una fraccion de 30 mL de acetato
de etilo, un lavado de diclorometano con 30 mL y otra de hexano con el mismo volumen
gue las otras dos. Se almacena el extracto de acetato de etilo como lo indica Abdel-

Gawad et al 2014. Se adecula para analisis de HPLC.
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7.5.1.4 Rutina

Se peso6 1 g de cascara de limon y 1 g de té negro. Se siguio la relacion (1:10) m/v
para cada uno de las muestras, utilizando dos pares de disolventes para sonicar, uno de
etanol: agua (80:20) y otro de metanol: agua (80:20). Se filtré para después realizar una
cromatografia en capa fina la cual se eluyé con la fase movil acetato de etilo: acido
acético: acido férmico:agua (10:1.1:1.1:2.7). Se concentré a 30 °C a una velocidad de 50
rpm. Se realizd un lavado con 30 mL de hexano y se descarta. Posteriromente se hace

otro lavado con cloroformo 20 mL y se descarta como lo menciona Shukla P, et al. 2012.

Se almacena para posterior cuantificacion en HPLC.

7.5.1.5 Fenoles totales

Para realizar la cuantificacion de estos compuestos bioactivos se sigue la metodologia
por Folin-Ciocalteu. Donde en primera estancia, se pesan 0.5 g de muestra por triplicado
y se adiciona 10 mL, ya sea etanol-agua o metanol-agua (80:20), se hace uso de la
extraccion asistida por ultrasonido durante 30 min, seguido se filtra y este extracto es el
gue se cuantifica fenoles totales. La cuantificacion se realiza tomando una alicuota de
100 pL del extracto resultante y se colocoé en un tubo de ensayo, posteriormente se
adiciona 2 mL de Na2COs al 2%, después de 2 minutos se agrega 100 pL del reactivo
Folin-Ciocalteu diluido con agua 1:1, se deja reposar por 30 minutos y se mide la sefal

de fluorescencia de la muestra a una longitud de onda de 750 nm en el espectrofotometro.
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Cabe mencionar que, para medir los fenoles totales, el reactivo de Folin-Ciocalteu es el
gue realiza una reaccién oxido-reduccion en conjunto de los compuestos bioactivos, ya
gue dicho reactivo es una mezcla de 6xido de tungsteno y molibdeno una vez en contacto
con el extracto oxida a los fenoles.

La concentracion de fenoles totales en la muestra se cuantific6 mediante una curva patrén

de &cido tanico (figura 20).
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Figura 20. Curva patrén para cuantificacion de fenoles totales.

7.5.1.6 Flavonoides totales

Para la cuantificacién de flavonoides se realizé la metodologia reportada en (Morales y
Navarro, 2016) con ligeras modificaciones. Se pesan 0.5 g de muestra por triplicado y se
adiciona 10 mL de solucion por par de disolventes ya sea etanol-agua 0 metanol-agua
(80:20), se hace uso de la extraccion asistida por ultrasonido durante 30 min, seguido se

filtra y este extracto es el que se cuantifica. Del extracto hidroalcohdélico obtenido, se tomé
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en 100 pL y se coloco en el tubo de ensayo, seguido se adicion6 2300 pL agua destilada
y 300 pL de NaNO: al 5%, se dejo reaccionar durante 5 minutos y se afiade 300 puL de
AICIs al 10 % en etanol, se afiade 2 mL NaOH 1My 5 mL de agua destilada.

Se mide la senal de la intensidad de fluorescencia de la muestra a analizar a una longitud
de onda de 415 nm.

La concentracion de flavonoides totales en la muestra se cuantifico mediante una curva

patron de catequina (figura 21).
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Figura 21. Curva patrdn para la cuantificacién de flavonoides totales.

7.5.2 Extraccion asistida por enzimas

Entre los métodos modernos para la extraccion de compuestos bioactivos se
encuentra la extraccion asistida por enzimas en el cual ha sido usado también como un
tipo de pretratamiento cuando se considera la extraccion mediante solventes. El valor

agregado a este tipo de método extractivo es que es amigable con el medio ambiente,
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ademas de obtener mejores rendimientos comparados con métodos tanto

convencionales como no convencionales (Conde E., et al, 2010).

Se trabaj6 con las muestras que obtuvieron mayor cantidad de rutina, quercetina,
mangiferina y naringina tratdndolas con 2 enzimas diferentes al 5% v/p y su respectivo

control y volumen de solucién acuosa que a continuacién se describe.

1. Enun matraz Erlenmeyer de 50 mL pesar 0.5 + 0.01 g de muestra pulverizada y
adicionar 15 mL de una solucién amortiguadora de CHsCOOH/CH3COONa con

un pH= 4.5-5. Se preparo la solucién a partir del CHsCOONa <3 H20 a 0.1 M.

2. Se adiciona el porcentaje de la enzima a utilizar.

3. Paralelamente se prepara el control, el cual consta de agregar la misma cantidad
de muestra y soluciéon amortiguadora del paso 1 excluyendo la enzimay el
volumen que se agrega de enzima, ese volumen sera agregado de solucion

amortiguadora al control.

4. Poner en agitacion mediante un agitador de orbital (Thermo Scientific Max Q

4000) a una temperatura de 35 °C en agitacion a 200 rpm durante 6 horas.

5. Seguido se realiza una inactivacion del sistema enzimatico a una temperatura de

82 °C.
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6. Sefiltray se almacena para su posterior cuantificacion mediante HPLC.

7.6 Realizacion de curvas patron para la cuantificacion de mangiferina, quercetina,

rutina y naringina por HPLC

La cuantificacion de los flavonoides se obtuvo a partir de una curva patron (anexo),

para cada flavonoide a usar (mangiferina, quercetina, rutina y naringina) realizados a

partir de los estandares comerciales, con un método de elucién por gradiente que se

presenta en las tablas 7 y 8.

Tabla 7. Sistema de HPLC para flavonoides.

Sistema Condiciones
Columna ODS Hypersil (250x4.6mm;
5um)
Fase movil A: Acido fosférico al 1%
B: Acetonitrilo
Flujo 1.0
(mL/min)
Inyeccion 20.0
(nL)
Longitud de 254y 280
onda (nm)
Tiempo de 30
corrida (min)

Tabla 8. Gradiente de elucién de los flavonoides

Tiempo Proporcion A | Proporcion B
(min) (%) (%)
0 95 5
2 85 15
5 80 20
9 80 20
11 80 20
14 75 25
17 70 30
20 70 30
22 50 50
24 50 50
26 95 5
30 95 5
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8 Resultados y discusion

8.1 Preparacion de la muestra

Basicamente en ésta etapa del trabajo se enfoco a seleccionar y/o precisar, para
posteriormente acondicionar las muestras a analizar que consistié en secar por estufa a

70 °C, pulverizar y tamizar.

Figura 22. Muestras pulverizadas para el analisis de los flavonoides de interés.

Nombre de la muestra Procedencia de la muestra
Cascara de mango Ataulfo Ecatepec, Estado de México
Corteza del arbol de mango Proporcionadas del

Ataulfo laboratorio 321, Conjunto E,

Universidad Nacional
Auténoma de México.
Provenientes de Nayarit.

Hojas del arbol de mango Proporcionadas del

Ataulfo laboratorio 321, Conjunto E,
Universidad Nacional
Autonoma de México.
Provenientes de Nayarit.

Albedo de la cascara de Ecatepec, Estado de México
toronja
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Albedo de cascara de naranja

Té negro

Piel de cebolla

Piel de manzana Golden
delicious

Cascara de limdn mexicano
seco y pulverizado

Ecatepec, Estado de México

Wal-Mart, Universidad,
Coyoacan.

Ecatepec, Estado de México

Wal-Mart, Universidad,
Coyoacan

Ecatepec, Estado de México

8.2 Seleccion y preparacion de la muestra

La seleccion de las muestras se realiz6 dependiendo del flavonoide a localizar.



Para mangiferina se selecciono la ciscara del mango variedad Ataulfo, la corteza del

arbol de ésta variedad y sus hojas.

Para naringina se seleccioné la naranja, limén y toronja tomandose la cascara de

estos frutos y aislando el albedo, excepto para limén.

Mientras para rutina, la cascara de limén, cascara de naranja y el té fueron muestras

seleccionadas.

Y por ultimo guercetina, tomandose para su andlisis la cascara de naranja, cebolla

morada y manzana.

Todas estas muestras se secaron, pulverizaron y fueron tamizadas mediante una

malla de #60.

8.3 Confirmacién de la presencia de los flavonoides mangiferina, quercetina, rutina

y naringina mediante cromatografia en capa fina (CCF).

En la figura 23, se muestra las placas de silica gel para cada muestra analizada para
extraccion asistida por ultrasonido por par de disolventes EtOH:H20 y MetOH:H20

(80:20).
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Las placas correspondientes de la figura con el inciso a), b) y ¢), son de las muestras
provenientes de cascara, hoja y corteza del arbol de mango Ataulfo respectivamente y

evidencia la presencia del flavonoide mangiferina referido por Ruiz-Montafiez.

Siguiendo con las muestras analizadas, las figuras d), €) y f) son de los residuos de
cascara de citricos. Para la figura d) es la cromatoplaca correspondiente a las
extracciones por par de disolventes EtOH: H20 y MetOH: H20 (80:20) para el albedo de

toronja, mientras que la figura e) corresponde a la muestra de naranja dulce.

Figura 23. Cromatografias de los extractos de muestras analizadas mediante EAU, con
ar de disolventes EtOH:H20 y MetOH:H20 (80:20).
a) CCF de cascarade b) Hoja de mango c) Corteza de mango
mango Ataulfo por par Ataulfo Ataulfo
de disolventes

*Est. EtOH MetOH
MetOH
o :HZO E E;OS
Hbl :

d) Albedo de toronja e) Albedo de naranja dulce. f) Cascara de limén
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*Est MetOH: | EtOH:

“Est MetOH: EtOH: *R  *Q*NRG H,O H,O *Est MetOH: EtOH:
NRG H.O H,0 *R  *Q*NRG | H2O H,O

*est mang= estandar mangiferina, est Q= estandar quercetina, std R= estandar rutina y est NRG=
estandar naringina.

Continuacion de la figura 23
h) piel de cebolla morada i) cdscara de manzana Golden | j) té negro
delicious

——— —L
* MetOH: .
*Est Q MetOH: EtOH: EstQ H;) EHt%-I
H.0 H,0O 2!

*est Q= estandar quercetina, std R= estandar rutina

Cuando se realizo la prueba cualitativa de cromatografia por capa fina, se observo la
presencia de rutina y quercetina en citricos, es por eso que se decidid cuantificar rutina

en la muestra de cascara de limén por que a parte de que se confirmé mediante
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cromatografia en capa fina la existencia de rutina, en el articulo de Rosa et al, 2012

hacen notar la cuantificacién de este flavonoide.

Se puede corroborar que, la cromatografia en capa fina es una técnica atil que nos
permite observar la presencia de compuestos de interés en los extractos vegetales y
gue, sirve antes de realizar un analisis detallado mediante otras técnicas instrumentales

sofisticadas (Stalikas C, 2010).

La fase movil usada para mangiferina y naringina fue acetato de etilo: metanol :agua
(10:1.5:1) con un Rf de 0.68 y 0.78 respectivamente, la fase mévil para rutina fue acetato
de etilo: acido acético: acido férmico:agua (10:1.1:1.1:2.7) obteniendo un Rf 0.74 y la fase
movil para quercetina cloroformo: acetato de etilo: &cido férmico (7:3:0.1) con un Rf de
0.47. Se trabaj6 al principio y de manera general con la fase movil usada para mangiferina
y naringina pero se observa en la figura del inciso j que la quercetina era la Ultima en eluir
y que se traslapaba con otros compuestos, es por esto que se decidio realizar un sistema
de elucion para quercetina y que anteriormente se menciond. Los reveladores usados fue

DPPH y cloruro férrico al 5%.

8.4 Cuantificacion de flavonoides y fenoles totales por espectrofotometria UV

8.4.1 Fenoles totales

Retomando la parte experimental se partid6 de una curva patron de acido tanico (figura
20) para la cuantificacion de fenoles totales, expresando lo obtenido en mg equivalentes

de acido tanico por gramo de muestra.
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Los resultados obtenidos se muestran en la figura 24, resultando que las hojas de mango
variedad Ataulfo es el que tiene un mayor valor (84.63+ 2.77 mg/ g muestra) siendo el
mejor extracto por par de disolventes en etanol:agua 80:20, seguido del albedo de
cascaras de Citrus paradisi, también conocida como toronja con par de disolventes el
etanol:agua 80:20, dando una concentracion de 77.38+2.37 mg/g muestra; como tercer
lugar queda la corteza del arbol de mango Ataulfo consiguiendo el mismo efecto positivo
en cuanto a extraccion con par de disolventes etanol:agua 80:20 con 73.65+3.96 mg/ g
muestra; empero, las 3 muestras que obtuvieron un menor valor con el mismo par de
disolvente y orden que va de creciente a decreciente son las siguientes: piel de cebolla
morada 29.79+2.59 mg/g muestra, seguida de camellia sinensis 21.56+1.71 mg/ g

muestra y por ultimo la piel de la manzana con 12.91+2.88 mg/ g muestra.

Cabe mencionar que, las muestras que no presentaron diferencias significativas son
entre las cdscaras de limén, naranja y mango. Como menciona Gowe, 2015 los residuos
gue se obtienen del procesamiento de frutas y verduras proveen una cantidad
considerable de compuestos valiosos estando entre ellos los antioxidantes; también
Khitma, et al, 2018 pone en evidencia que los residuos de los citricos tienen gran cantidad
de compuestos fendlicos, en especial para fenoles totales encontrado mayor contenido
en la cascara de toronja 77.3 mg/ g muestra, seguido de la cascara de limon con 49.8
mg/ g muestra y cascara de naranja con 35.6 mg/ g muestra siendo expresados en mg

equivalentes de acido galico por gramo de muestra en dicho estudio.
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Concentracion de fenoles totales en muestras vegetales
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Figura 24. Concentracién de fenoles totales expresado en acido tdnico por gramos de muestra seca, por
par de disolventes metanol:agua y etanol:agua relacidn (80:20) mediante EAU.

8.4.2 Flavonoides totales

De la misma manera y como se trabajé con fenoles totales, para el caso de
cuantificacion de flavonoides totales se realizd una curva patrén donde en esta ocasion
se utilizé la catequina para representar a este conjunto de compuestos bioactivos y lo

obtenido se expres6 en mg equivalentes de catequina (mg EC) por gramo de muestra.

En el grafico 25 se observa que, la muestra con mayor contenido de flavonoides totales
se encuentra en la cascara de naranja y nuevamente con el sistema extractivo
etanol:agua 80:20 con 41.25+0.66 mg EC/ g muestra comparando con metanol:agua para
la misma muestra 80:20 con 35.27+2.38 mg EC/ g muestra; seguido de la cdscara de
toronja manteniendo el par de solventes etanol:agua como el mejor sistema extractivo

31.87+2.12 mg EC/ g muestra y como tercer mejor extraccion se dio en las hojas de
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mango Ataulfo con 36.69+2.17 mg EC/ g muestra siendo un 43.35% de los flavonoides

obtenidos por este método espectofotométrico de los flavonoides totales.

Las muestras con menor cantidad de flavonoides totales de mayor a menor fueron la
cascara de mango Ataulfo con el sistema extractivo metanol:agua 80:20 obteniendo
17.01+1.80 mg EC/g muestra, el té negro con el mismo par de disolventes metanol: agua
con 8.34+0.59 mg EC/g muestra y la piel de manzana con 5.99+0.94 mg EC/g muestra

para la extraccion llevada a cabo por ultrasonido.

Segun Atalay, et al, 2017 dependiendo del tipo de té podemos encontrar una cantidad de
flavonoides (mg EC/g muestra) de 8.6-20.56 mg EC/g muestra, correspondiendo la
cantidad mas baja a el té negro y la muestra con mayor concentracion de flavonoides

totales es el té verde.

Si bien, no se observé diferencias significativas entre la piel de manzana y el té negro, y

entre la cascara de limén y la corteza de arbol de mango Ataulfo, para las demas

muestras si hay diferencias significativas (véase anexo).
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Concentracion de flavonoides totales en residuos vegetales
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Figura 25. Concentracion de flavonoides totales expresado en mg catequina por gramos de
muestra seca, por par de disolventes metanol:agua y etanol:agua relacidn (80:20) mediante EAU.

8.5 Identificacion y cuantificacién por cromatografia de alta resolucion de mangiferina,

rutina, naringina y quercetina en muestras analizadas usando extraccion asistida por

ultrasonido.

A continuacion se presentan los resultados del andlisis mediante HPLC de los

flavonoides (mangiferina, naringina, quercetina y rutina) en las muestras analizadas.

e Flavonoides

Tabla 9. Tiempo de retencién de los flavonoides

Estandar tiempo de retencion (min)
Mangiferina 9.30+0.07
Naringina 18.2610.17
Quercetina 25.39+0.36
Rutina 15.69+0.50
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En la tabla 9, se muestra que los flavonoides mangiferina y rutina fueron los primeros en
eluir con tiempos de retencion de 9.30+0.07 minutos y 15.69+0.40 minutos
respectivamente, después eluyd la naringina 18.26+0.17 y por ultimo la quercetina

25.39+0.36.

Las extracciones se realizaron por triplicado para cada una de las muestras
seleccionadas y mencionadas anteriormente, utilizando como solventes dos mezclas
hidroalcohdlicas una es etanol : agua (80:20) y la otra es metanol : agua (80:20) siguiendo

la metodologia para cada flavonoide.

Posteriormente para la identificacion y cuantificacion de los flavonoides mangiferina,
rutina, quercetina y naringina, se adecuaron las condiciones del HPLC usando

metodologia de Morales Toledo, 2016.

Para obtener los miligramos del compuesto de interés por mililitro de solvente, las
areas obtenidas mediante HPLC de las muestras se usaron en la ecuacion de las curvas
de calibracion (area Vs mg de compuesto/mL de solvente). Con la concentracion de la
muestra medida (extracto/solvente) se obtuvieron los miligramos del flavonoide por
miligramos del extracto. Finalmente, con los valores del extracto que se obtuvieron de
cada muestra analizada, se calcul6 los miligramos de compuesto por gramo de muestra

y éstas son la unidades usadas.
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8.5.1 Mangiferina

Tabla 10. Contenido de mangiferina en cada muestra (mg mangiferina/g muestra).

Cascara de mango Corteza de mango Hoja de mango

*E:A (8:2) **M:A (8:2) *E:A (8:2) **M:A (8:2) *E:A (8:2) **M:A (8:2)
11.13 12.01 29.05 34.47 8.26 17.29
11.02 11.98 27.90 33.28 9.66 26.94
11.11 12.27 29.49 33.84 8.62 25.95
Prom=11.09 12.09 28.81 33.86 8.85 23.39

D. S= 0.05 0.15 0.82 0.59 0.72 5.30
11.0940.05 12.0940.15 28.81+0.82 33.86+0.59 8.85+0.72 23.3945.30

*mezcla hidroalcohdlica etanol:agua 8:2
**mezcla hidroalcohélica metanol:agua 8:2

Promedio de contenido de la extracién de las muestras de hoja, corteza y cascara

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 10, posteriormente se realiz6 un

ANOVA para cada flavonoide de dos factores con una modalidad univariante en el

software estadistico IBM SPSS utilizando como factores nominales (tipo de muestra y

sistema de extraccion) muestran una relacion con la cantidad escalar de analito a

cuantificar. Si el nivel de significancia (a o p) p<0.05, el método de Duncan se usara para

observar cuales son las medias con diferencias significativas en dichas muestras (véase

en Anexo).
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Concentraciéon de mangiferina en residuos vegetales

40.00 sistema
extractivo

M EtoH:Agua
M VetOH: Agua
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cascara de mango hoja de mango corteza de mango

Figura 26. Concentracion de mangiferina por gramo de muestra seca, por par de disolventes
metanol:agua y etanol:agua relacién (80:20) mediante EAU.

Como se puede observar y partiendo de la comparacion de cada muestra en cada
extraccion por par de disolventes, en la figura 26 se analiza que, para cascara de mango
se tiene una mayor concentracion para el sistema de metanol:agua (M:A) a proporcion
de (80:20) de 12.09+0.15 mg de mangiferina por gramo de muestra, si bien se observa
gue en la extraccién de mangiferina para el par de disolventes etanol:agua a proporcion
de (80:20) es de 91.72% y si bien (Ruiz-Montanez G., et al, 2014) reporta las cantidades
de mangiferina en la cascara de Mangifera indica variedad Ataulfo en 10 g y 100 g de
cascara de esta variedad también tienen indicado mediante un grafico que por cada

gramo de muestra se obtiene aproximadamente 12 mg de mangiferina.
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También se observa que la hoja de Mangifera indica variedad Ataulfo di6 resultados
positivos con el par de disolventes metanol:agua (80:20) ya que se obtuvo una
concentracion de 23.39 + 5.3 mg de mangiferina por gramo de muestra y en relacion con
dicha cantidad obtenida en el estudio de Jutiviboonsuk, et al 2010 se cuantificé una mayor
concentracion de mangiferina en donde se usa el solvente metanol, obteniendo 2.8 veces
mas en compacion con una extraccion llevada a cabo con etanol, en nuestro estudio y
con nuestro par de disolventes metanol:agua con una proporcion de (80:20) versus
etanol:agua (80:20), se obtuvd 2.6 veces mas, observando una aproximacion con

respecto lo expresado por Jutiviboonsuk, et al 2010.

También Bernardini, et al 2005 a, hace un estudio de diversas variedades de hojas de
mangifera indica y muestra la influencia del factor variedad, puesto que las cantidades de
mangiferina oscilan de 11.2-1297.1 mg de mangiferina por kg de muestra en dicho

estudio.

En la corteza de mangifera indica variedad Ataulfo, se muestra una mayor cantidad de
mangiferina obtenida en comparacion con las muestras hoja y cascara de la misma
variedad. Siendo puntuales, en los pares de disolventes, se observa que la extraccion
llevada a cabo con metanol:agua con proporcion de (80:20) dié una concentracién de
33.86 = 0.59 mg mangiferina por gramo de muestra comparando con el sistema
etanol:agua (80:20) con un concentracion de 28.81+0.82 mg mangiferina por gramo de
muestra, teniendo esta Ultima un rendimiento de 85.06% respecto con el de mayor

rendimiento.
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En un estudio de Forero, et al, 2016, también muestran la variacion de mangiferina
debido a las variedades de cortezas a analizar y el lugar de procedencia, tomando solo
las variedades que se encuentran en centro y Sudamérica, donde la concentracion de
mangiferina que reportan, varia de los 698.9-4906 mg mangiferina por 100 g muestra

(véase en tabla 4).

8.5.2 Naringina

Tabla 11. Contenido de naringina en cdscaras de citricos (mg naringina/g muestra).

Albedo toronja Cascara naranja Céscara limoén

E:A(8:2) M:A (8:2) E:A(8:2) M:A (8:2) E:A(8:2) M:A (8:2)
16.99 14.77 0.58 0.43 0.026 0.032

17.55 13.91 0.61 0.53 0.023 0.03

17.06 14.12 0.68 0.48 0.024 0.029
Prom=17.20 14.27 0.62 0.48 0.0243 0.0303
D.S.=0.31 0.45 0.05 0.05 0.001 0.002
17.20+0.31 14.27+0.45 0.62+0.05 0.48+0.05 0.0243+0.001 |0.0303%0.003

De la tabla 11, se obtiene que de los residuos de los 3 citricos que se analizaron Citrus
paradisi mejor conocida como toronja tiene los mayores contenidos de naringina en
cualquiera de sus dos pares de disolventes usados en la extraccidon asistida por
ultrasonido, pero el que obtiene una mayor extraccion de naringina es la mezcla
etanol:agua (80:20) con 17.20£0.31 mg de naringina por gramo de muestra, y que el
otro sistema obtiene un 82.96 %, es decir, 14.27+0.45 mg de naringina por gramo de
muestra, Yusof, et al, 1989 obtiene 3.91 mg en un gramo de muestra proveniente de

cascara utilizando como método una maceracion.
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Concentracion de naringina en residuos vegetales
sistema
extractivo
Bl EtOH: Agua
B MetOH Agua

mg naringina/ g
muestra

— —
Albedo cdscara de toronja cascara de naranja cascara de limoén

Figura 27. Concentraciéon de naringina por gramo de muestra seca, por par de disolventes metanol:agua
y etanol:agua relacion (80:20) mediante EAU.

Por otro lado, Garcia-Castello et al, 2015, de diferentes proporciones de la cascara
tales como albedo, flavedo y pulpa obtiene 18 mgy 22 mg por cada 1 g de muestra seca
usando la extraccion asisitida por ultrasonido a 34 °C y 42 kHz con etanol:agua (80:20),

observando similitud en la cantidad extraida con este sistema.

Siguiendo con las cascaras de citrus sinensis 0 mejor conocida como naranja dulce, el
par de disolventes que obtuvo mayor cantidad de naringina fue para etanol:agua (80:20)
con 0.62+0.05 mg por gramo de muestra seca y que partiendo de este sistema
observamos que para la mezcla metandlica se obtuvo un 77.42% de naringina, véase
figura 27. Cabe mencionar que, M'hiri, et al, 2015 obtiene con las mismas condiciones
trabajadas en este proyecto 0.981 g de naringina por kg de muestra y que Kahn, et al,
2009 obtiene 70.3 mg por 100g de muestra extraida, es decir, de 0.981 mg por gramo y

0.73 mg por gramo de muestra analizada respectivamente, estando ligeramente debajo
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de lo que Khan, et al, 2009 con un 84.93% extraido a partir de la muestra analizada con
el par de disolventes etanol:agua (80:20), debido a que las variedades de sélidos usadas

en este escrito son uno de los factores de correlacién.

8.5.3 Quercetina

Tabla 12. Contenido de quercetina en muestras (mg quercetina/g muestra).

Piel de manzana Piel de cebolla morada Cascara de naranja

E:A (8:2) M:A (8:2) E:A (8:2) M:A (8:2) E:A (8:2) M:A (8:2)
Prom=0.23 0.19 1.41 1.51 0.16 0.19

D.S. =0.002 0.03 0.03 0.04 0.05 0.06
0.23+0.002 0.19+0.03 1.41+0.03 |1.51+0.04 0.16+0.05 0.19+0.06

Se ha reportado que las cebollas coloridas, es decir, las cebollas rojas, amarillas y
moradas son un recurso generoso de quercetina y sus derivados, y dependiendo del sitio
del bulbo es la cantidad de quercetina a extraer, Wach et al, 2007 reporto que para la piel
de cebolla de 960-1530 mg de quercetina por kg de muestra seca y esta variacion en la
cantidad de quercetina se daba a modificaciones en el medio extractivo el cual era
acidificado con HCI 1.1 M, por otro lado mostraba el mismo efecto con la piel de manzana
puesto que iba de 21 mg de quercetina cuando el medio no estaba acidificado mientras
gue cuando lo estaba se lograba hasta 250 mg de quercetina por kg de muestra seca;
respecto con este proyecto observamos que la muestra de Allium cepa o0 mejor conocida
como cebolla en este caso morada obtuvo el mejor rendimiento de extraccion obtenidas
por este caso con el sistema de metanol:agua (80:20) consiguiendo 1.51+0.04 mg de
guercetina por gramo de muestra analizada encontrando lo obtenido en el rango que,

Wach et al, 2007 con un 0.960 a 1.53 mg de quercetina por gramo de muestra seca. Si
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bien la manzana variedad Golden delicious y la cascara de naranja no muestra una

diferencia significativa.

Concentracion de quercetina en residuos vegetales
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Figura 28. Concentracién de quercetina por gramo de muestra seca, por par de disolventes metanol:agua
y etanol:agua relacion (80:20) mediante EAU.

8.5.4 Rutina

Entre los alimentos consultados y referenciados con generoso contenido de rutina
podemos encontrar la planta de Camellia sinensis y que, paralelo a esta muestra los
citricos forman parte de la familia Rutacea donde se le conoce a la rutina como el

flavonoide glucosilado de los citricos segun Gupta N et al, 2014,

Siguiendo el péarrafo anterior, cabe mencionar que se analizé en este proyecto la
presentacion individual del té negro, es decir, bolsas de té negro, las cascaras de naranja
y limon (tabla 13), resultando una mayor concentracion para la muestra de té negro con

el par de disolventes etanol:agua (80:20) con 0.19+0.02 mg de rutina por gramo de
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muestra seca en comparacion con el sistema extractivo metanol:agua (80:20) con una
cantidad de 0.14+0.03 mg de rutina por gramo de muestra seca obteniendo para este un

73.68 % de lo extraido para esta muestra.

Tabla 13. Contenido de rutina en muestras (mg rutina/g muestra).

Cascara de limén Te negro Cascara de naranja
E:A (8:2) M:A (8:2) E:A (8:2) M:A (8:2) E:A (8:2) M:A (8:2)
Prom=0.10 0.19 0.19 0.14 0.13 0.10
D.S.=0.01 0.02 0.02 0.03 0.03 0.01
0.10+0.01 0.1910.02 0.19+0.02 |0.14+0.03 0.131+0.03 0.10+0.01

En el articulo de Rodica-Nascu et al, 2011 sitia al té negro como el valor medio de las
muestras extraidas, las cuales son té verde, blanco y negro, dicho esto y basandonos en
el té negro Rodica-Nascu, et al, 2011 obtuvo un 3.314 mg de rutina por gramo de muestra,

valor mucho mayor al obtenido en este trabajo.

Observamos que el menor contenido de rutina en las muestras analizadas en este
proyecto fue el citrico limén con 0.10 mg y 0.19 mg por gramo de muestra seca siendo el
de mayor concentracion con el par de disolventes etanol: agua (80:20) puesto que con la
muestra conformada con el par de disolventes de metanol solo alcanza un 52.63 %

basado en el mayor rendimiento para esta muestra (figura 29).
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Concentracion de rutina en muestras vegetales
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Figura 29. Concentracién de rutina por gramo de muestra seca, por par de disolventes metanol:aguay
etanol:agua relacion (80:20) mediante EAU.
Si bien Loizzo, et al 2012 obtuvo un 25.3-35.1 mg de rutina por 100 g de muestra, cabe
mencionar que escalando datos a un gramo se aproxima a lo que se extrajo para este

trabajo pero que aun se encuentra por debajo con lo reportado.

8.6 Tratamiento asistido por enzimas

La mayoria de los compuestos antioxidantes son solubles en solventes polares, pero
las grandes cantidades de polisacaridos altamente viscosos actian como una barrera
fisica. Las enzimas pueden descomponer las paredes celulares y los materiales de
almacenamiento para liberar compuestos libres y polisacaridos unidos a los polifenoles

(Conde et al, 2010).
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Figura 30. Muestras mediante extraccion asistido por enzimas
Esquemas de los tratamientos control y enzimaticos

De izquierda a derecha
se observa las
extracciones
enzimadticas de corteza
de mango, te negro,
toronja y cebolla
morada
respectivamente.

De izquierda a derecha
se muestra los controles
de las muestras de
corteza de mango, te
negro, toronja y cebolla
morada
respectivamente.

Retomando el anterior parrafo, en la figura 30 se puede observar cualitativamente que
el tratamiento por enzimas tiene un efecto positivo en la extraccion puesto que la lisis en
la pared celular de las muestras analizadas denota que la pectina entre otros
componentes que conforman dicha barrera fisica se ha llevado a cabo en comparacion
con la imagen de los controles en el cual se presencia que los componentes de la pared
celular no han sido degradados y que por ende, denota una viscocidad de la muestra

siguiendo lo mencionado por Conde et al,2010.
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8.6.1 Fenoles totales

Concentracion de fenoles totales en residuos vegetales
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Figura 31. Concentracién de fenoles totales expresado en mg de acido tanico por gramo de muestra
seca, mediante EAE al 5%.

Por otra parte, se puede mostrar en la figura 31 que, las 3 muestras con mayor
concentracion de fenoles expresados en mg equivalentes de acido tanico por gramo de
muestra, se obtuvieron con la enzima macerex. Dichos resultados fueron la cascara de
toronja con 26.2+0.34 mg de acido tanico, seguido de la cascara de naranja con
23.48+0.45 mg de acido tanico y por dltimo la hoja de mango Ataulfo el cual contiene
23.01+0.45 mg de acido tanico dado por cada gramo de muestra analizada
respectivamente. Si bien, las muestras que menor cantidad de fenoles totales fueron con
los controles efectuados en la piel de la cebolla morada 10.21+0.67 mg de acido tanico/
g muestra, piel de manzana 4.94+0.20 mg de acido tanico/ g muestra, y té negro

6.05+0.22 mg de acido tanico/ g muestra, debido a que solo hubo agitacion pero no hubo
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la lisis que efectua la enzima (novozyme) o el complejo enziméatico (macerex) en la pared

celular de las muestras.

En dichas extracciones se observa que existen diferencias significativas entre las
muestras (véase anexo), pero entre la piel de manzana y el té negro no se aprecian
dichas diferencias, también no se obtuvo diferencias significativas entre corteza de arbol
de mango Ataulfo y cdscara de limén, entre cascara de mango Ataulfo y cascara de

naranja dulce y por ultimo la cascéra de naranja y hoja de mango Ataulfo.

8.6.2 Flavonoides totales

Cantidad de flavonoides totales en residuos vegetales

15.00 extraccion
ac-enz

M contral
M macerex

10.00
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5.00

mg eq catequina/ g muestra
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Té negro

Céscara de mango Ataulfe
Hojas de arbol mango Ataulfo
Cascara de limon

Cascara de naranja

albedo de toronja
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Corteza de arbol mango Ataulfo

Figura 32. Concentracion de flavonoides totales expresado en mg de catequina por gramo de muestra
seca, mediante EAE al 5%.

En los tratamientos enzimaticos, para la figura 32, los resultados dados para los

flavonoides totales estan expresados en mg equivalentes de catequina/g muestra.
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De las muestras analizadas, las 3 muestras que presentan un mayor contenido de
flavonoides totales fueron el albedo de toronja con un contenido de 15.33£0.47 mg de
catequina/ g muestra, seguido de la corteza de arbol de mango con 13.31+0.32 mg de
catequina/ g muestra y la tercera muestra con mayor contenido fue la hoja de mango con
12.63+0.36 mg de catequina/ g muestra, en donde la enzima macerex fue la que obtuvo
mejor cuantificacién en dichas muestras. De lado contrario, las tres muestras con menor
cantidad de flavonoides totales y con tratamiento enzimatico fue para novozyme, en
orden decreciente fueron el té negro con 6.74+0.20mg de catequina/ g muestra, seguido
de la piel de manzana Golden con 6.62+0.44 mg de catequina/ g muestra y por ultimo la

piel de la cebolla morada con 5.45+0.45mg de catequina/ g muestra.

En dichas extracciones se observa que existen diferencias significativas entre las
muestras (véase anexo), pero entre la piel de manzana y el té negro no se aprecian
dichas diferencias y también no se obtuvo diferencias significativas entre cdscara de

mango Ataulfo y cascara de limon.

8.6.3 Extracciéon enzimdtica de mangiferina, naringina, quercetina y rutina en algunos

residuos

Basandonos en los resultados obtenidos en ultrasonido y tomando Unicamente en
cuenta las muestras que obtuvieron mayores cantidades de mangiferina, quercetina,
rutina y naringina, se prosiguié a realizar las extracciones asistidas mediante enzimas,

empleando la enzima novozyme 33095 la cual tiene una actividad pectin liasa y
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poligaracturonasa y la enzima Macerex la cual tiene una mezcla de celulasa,

hemicelulasa y pectinasa.

De acuerdo con la figura 33, la extraccion enzimatica con novozyme 33095 en la corteza
del &rbol de mango Ataulfo tiene un rendimiento 35.99 % resultando que el tratamiento
control fue de 6.39 £ 0.27 mg de mangiferina por gramo de muestra seca y se extrajo
8.69 = 0.25 mg de mangiferina por gramo de muestra seca mientras que macerex tuvo
un rendimiento de 53.36 % pues se extrajo 9.80+ 0.61 mg de mangiferina por gramo de

muestra seca.

Siguiendo el caso del albedo de la ciscara de toronja, se muestra que el control arrojo
7.99+0.13 mg de naringina por gramo de muestra seca y que la mejor extraccion fue con
la enzima macerex con un 61.82 % pues se obtuvo 12.93 + 0.15 mg de naringina en
comparcién con novozyme el cual dio 10.42 + 0.38 mg de naringina en un gramo de

muestra seca y un rendimiento de 30.41% .

Para la piel de cebolla, se encontrd que la cantidad de quercetina en el control fue de
0.60+ 0.07 mg de quercetina en un gramo de muestra y con el tratamiento con macerex
se obtuvo una concentracion de 1.13 + 0.10 mg de quercetina en un gramo de muestra
seca que representa un rendimiento de extraccion de 88.33%, mientras que para
novozyme se obtuvo 0.95 + 0.06 mg de quercetina en un gramo de muestra seca que

corresponde a un 58.33% de rendimiento.
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Por dltimo, y observando la cantidad de rutina en té negro, el control indica una
extraccién de 0.053+ 0.015 mg de rutina, para macerex 0.086 + 0.013 mg mientras que
para novozyme es de 0.072+ 0.013 mg de rutina, lo cual novozyme da mayor rendimiento

de 62.26% en comparacion con novozyme 35.85 %.

Se observa que macerex fue positivamente preponderante en las extracciones de
corteza de arbol del mango variedad Ataulfo, piel de cebolla morada y té negro debido a
su mezcla que posee este sistema enzimatico, dado que ayuda a la sensibilizacién de la

pared celular de las muestras, aunque no fue asi en el tratamiento del albedo de toronja.

De acuerdo con Conde et al, 2010 las variables que afectan el rendimiento y la
actividad de extraccion incluyen: tipo de muestra y etapas de pre acondicionamiento,
temperatura, tipo y concentracion de disolvente, tipo y concentracion de enzimas;
pudiendo ser que, el tipo de muestra, en este caso, el albedo de toronja es una fuente
abundante de pectina dando una mejor extraccién con novozyme que es una enzima con

actividad pectin liasa y poligaracturonasa.
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Cuantificacion de la extraccion enzimatica para cada muestra con mayor
contenido de cada flavonoide tipo de
tratamiento

M contral
B racerzs
B noiozyme 33095

1000

TED

500

corteza de cascara de pial da cebolla ta nagro
man%n toronja [(QUERCETIMA) (RUTIMA)
(MAMGIFERINA)  [MARINGINA)

Figura 33. Concentracién de mangiferina, naringina, quercetina y rutina por gramo de muestra seca,
mediante EAE al 5%.

En el articulo de Puri, et al, 2012, muestra un listado de extraccion asistida por enzimas
donde presenta los compuestos bioactivos que se extrajeron de diversas fuentes
vegetales, las enzimas utilizadas y los rendimientos; ejemplo de ello es la cascara de
toronja del cual se extrajo azucar y su rendimiento de extraccion fue de 0.6377%.
También realiza una extraccién para cascara de citricos evaluando la cantidad de

polifenoles y utilizando celluzyme MX (celulasa) se obtuvo 65.5% de rendimiento.

85



9 Conclusiones

Siendo especificos, el sistema de extraccion asistida por ultrasonido por par de
disolventes conformado por etanol: agua (80:20) se obtuvieron los mejores
resultados para fenoles totales, poniendo como ejemplos: las hojas del arbol de
mango Ataulfo y el albedo de la cascara de la toronja.

Las hojas de mango Ataulfo con 84.63 mg de acido tanico /g de muestra seca en
comparacion con la extraccion por par de disolventes metanol: agua, 80:20 con un
contenido de 75.09 mg de &cido tanico/g de muestra; también la muestra del
albedo de la cascara de toronja pues el contenido por par de disolventes con
etanol: agua (80:20) fue de 77.38 mg de acido tanico/ g muestra seca en contraste
con el contenido obtenido para la misma muestra pero con el par de disolventes
metanol: agua, 80:20, se extrajo solo 67.99 mg de &cido tanico/ g muestra seca

(véase figura 24 o0 anexo en andlisis estadisticos).

Para flavonoides totales la mayor concentraciébn se obtuvo en la cascara de
naranja usando el par de disolventes etanol: agua, (80:20), mediante la extraccion
asistida por ultrasonido con una concentracion de 41.25 mg de catequina/ g
muestra en comparacion con el par de disolventes metanol: agua (80:20) con

35.39 mg de catequina/g muestra.

La concentracion mas alta de mangiferina se obtuvo en la extraccion asistida por
ultrasonido con el par de disolventes metanol: agua (80:20) para la muestra de la

corteza del arbol con una concentracion de 33.86 mg de mangiferina/ g muestra.
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El albedo de la cascara de toronja fue la muestra con la mayor cantidad de
naringina cuando se extrajo mediante EAU y el par de disolventes etanol: agua

(80:20) con un contenido de 17.2 mg naringina/ g muestra.

Siguiendo con la quercetina, si bien la piel de cebolla es una fuente de quercetina
como se ha citado en diversos articulos se observa que también la concentracion
es 1.51 mg de quercetina/ g muestra con EAU-metanol: agua (80:20) en relaciéon
a las cascaras de naranja (0.193 mg quercetina/ g muestra

) y piel de manzana (0.190 mg quercetina/ g muestra).

Para la rutina, la EAU etanol: agua (80:20) del té negro fue la muestra que obtuvo
las mejores concentraciones con 0.1867 mg rutina/ g muestra versus las cascaras
de limén y naranja. Ademas, la EAU por par de disolventes usando metanol: agua
dio diferencias significativas entre el té negro versus la muestra de cascara de

limén y cascara de naranja.

Basandonos en los resultados obtenidos en ultrasonido y tomando Unicamente en
cuenta las muestras que obtuvieron mayores cantidades de mangiferina,
guercetina, rutina y naringina, se analizaron dichas muestras para tratarlas con
enzimas, en la cual, las muestras con mayor contenido de fenoles totales
cuantificados por EAE fue con la enzima macerex, dando una concentracion en el
albedo de la cascara de toronja de 26.2 mg de acido tanico/ g muestra, pero si se

compara con los extractos mediante EAU con el par de disolventes con el que
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obtuvo mayor concentracién de fenoles, expresado en mg de acido tanico por g
muestra, se obtuvo una concentracién en etanol: agua (80:20) de 77.38 mg de
acido tanico/ g muestra, solo muestra un rendimiento de 33.62 % con respecto a
esta extraccion; y en metanol :agua (80:20) una concentracién de 67.99 mg acido
tanico/ g muestra seca mostrando apenas un rendimiento de 38.27 % con respecto

a este sistema.

Para los flavonoides totales expresado en mg de catequina/ g de muestra
nuevamente mostré una mayor concentracion usando la enzima macerex y en la
muestra del albedo de cascara de toronja fue de 15.33 mg /g muestra seca, pero
no mayor a lo obtenido en la EAU en etanol: agua (80:20) ya que para esta
muestra se obtuvo una concentracion de 31.87 mg/ g muestra seca y para EAU

metanol: agua (80:20), se obtuvo una concentracion de 28.86 mg/ g muestra seca.

Respecto a la cuantificacion de cada flavonoide de interés, en el caso de la
mangiferina usando la EAE, otra vez la enzima macerex tuvo una mayor
concentracion obtenida, puesto que en la muestra de la corteza del arbol de mango
Ataulfo se obtuvo un 9.80 mg de mangiferina/ g muestra seca, empero con la EAU
en metanol: agua (80:20) la concentracion de mangiferina en esta misma muestra
fue de 33.86 mg de mangiferina/ g muestra seca y en EAU en etanol: agua (80:20)

la concentracion fue de 28.81 mg de mangiferina/ g muestra seca.
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Para el flavonoide de la naringina mediante EAE la enzima novozyme 33095 lider6
en cuanto a cuantificacion de la naringina para el albedo de la cascara de toronja
pues se obtuvo 12.93 mg de naringina/ g de muestra seca; una vez mas,
comparando con EAU en etanol: agua (80:20) se obtuvo 17.20 mg naringina/ g
muestra seca mientras que para la EAU en metanol: agua (80:20) se obtuvo 14.27

mg naringina/ g de muestra seca.

Para la cuantificacion de quercetina mediante EAE, la enzima macerex arrojoé una
concentracion en la piel de cebolla morada de 1.13 mg de quercetina / g de
muestra seca, pero para EAU en metanol: agua (80:20) se obtuvo una
concentracion de 1.51 mg de quercetina/ g muestra seca y EAU en etanol: agua

(80:20) una concentracién de 1.41 mg de quercetina/ g muestra seca.

Por altimo, la rutina encontrada en el té negro con respecto a EAE es con macerex
con una concentracion de rutina de 0.086 mg de rutina/ g de muestra seca, pero
en EAU en etanol: agua (80:20) la concentracion fue de 0.1867 mg de rutina/ g
muestra seca y en EAU en metanol: agua (80:20) existe una concentracion de

0.1367 mg de rutina/ g muestra seca.
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10 Perspectivas

El tiempo y temperatura de extraccion tanto en la parte enzimatica como por el método
de ultrasonido, puede ser otro parametro a medir en éstos métodos no convencionales

de extraccion.

También como parte del pretratamiento, en donde se contempla el secado y la
pulverizacién de las muestras, posteriormente a estas 2 etapas de pretratamiento se
podria usar en primera instancia una extraccién enzimatica seguida de una extraccion

asistida por ultrasonido.

Al menos cada muestra presenta un flavonoide de interés en éste proyecto, pero a
modo de seguimiento, se podria buscar los flavonoides de esta tesis u otros compuestos
fendlicos y/o sustancias bioactivas de forma cualitativa mediante cromatografia en capa
fina. Esto puede no ser limitativo a este tipo de compuestos ya mencionados, también
podria trabajarse en compuestos que son utilizadas en la industria de alimentos, tales
como: la pectina y aceites esenciales, en donde los residuos de los citricos son una buena

fuente de este homopolisacarido.
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12 ANEXO

12.1 Curvas de calibracion (HPLC)
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Curva patron de naringina
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12.2 Cromatogramas obtenidos por HPLC
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12.3 Analisis estadistico

El Analisis de varianza efectuado para este trabajo es de dos factores con una

modalidad univariante, puesto que los factores nominales (tipo de muestra y sistema

de extraccion) muestran una relacion con la cantidad de analito a cuantificar siendo esta

modalidad univariante la que referencia de la significacion estdistica con respecto a la

cuantificacion en la muestra.

Tambien se establecio un nivel de significancia de 5% (a=0.05) y con una suma de

cuadrados tipo lll. Una vez realizado el andlisis estadistico y si se encuentra diferencia

entre las medias, es decir, que sean menor a 0.05, se realizan las pruebas post hoc,

para este trabajo utilizando el método de Duncan. El software estadistico utilizado fue

IBM SPSS.

Fenoles totales extraccion asistida por ultrasonido

Factores inter-sujetos

Etiqueta de valor N

tipo de muestra 1 céscara de mango Ataulfo 6
2 corteza de mango Ataulfo 6

3 hojas de mango Ataulfo 6

4 céscara de citrus aur. s (limén) 6

5 céscara de citrus sin (naranja d) 6

6 Albedo céascara de citrus p (toronja) 6

7 piel de allium c (cebolla m) 6

8 piel de malus cv (manzana) 6

9 camelia sinensis (té negro) 6

sistema de 1 etanol:agua (80.20) 27
S 2 metanol:agua (80:20) 27

hidroalcéholica
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Estadisticos descriptivos

Variable dependiente: mg Ac. tanico/ g m

sistema de extraccion Desv.
tipo de muestra hidroalcéholica Media Desviacion
cascara de mango Ataulfo etanol:agua (80.20) 53.6133 2.89611 3
metanol:agua (80:20) 43.3367 1.96617 3
Total 48.4750 6.04849 6
corteza de mango Ataulfo etanol:agua (80.20) 73.6467 3.95611 3
metanol:agua (80:20) 63.0667 2.64341 3
Total 68.3567 6.52965 6
hojas de mango Ataulfo etanol:agua (80.20) 84.6367 2.77698 3
metanol:agua (80:20) 75.0933 2.62064 3
Total 79.8650 5.75798 6
cascara de citrus aur. s etanol:agua (80.20) 50.8700 2.04648 3
(limén) metanol:agua (80:20) 43.1667 2.84018 3
Total 47.0183 4.76490 6
cascara de citrus sin etanol:agua (80.20) 58.1067 7.92425 3
(naranja d) metanol:agua (80:20) 43.0400 2.36112 3
Total 50.5733 9.76979 6
albedo de citrus p (toronja)  etanol:agua (80.20) 77.3800 2.36835 3
metanol:agua (80:20) 67.9967 1.78646 3
Total 72.6883 5.47122 6
piel de allium c (cebolla m) etanol:agua (80.20) 29.7867 2.58887 3
metanol:agua (80:20) 22.4267 1.59193 3
Total 26.1067 4.46603 6
piel de malus cv (manzana) etanol:agua (80.20) 12.9133 2.88306 3
metanol:agua (80:20) 7.1633 .98612 3
Total 10.0383 3.69223 6
camelia sinensi (té negro) etanol:agua (80.20) 21.5633 1.71343 3
metanol:agua (80:20) 13.1533 .38682 3
Total 17.3583 4.73842 6
Total etanol:agua (80.20) 51.3907 24.60024 27
metanol:agua (80:20) 42.0493 23.22131 27
Total 46.7200 24.15847 54
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Pruebas de efectos inter-sujetos

Variable dependiente: mg Ac. tanico/ g m

Tipo Il de suma Media

Origen de cuadrados Gl cuadrética F Sig.

Modelo corregido 30528.0722 9 3392.008 369.052 .000

Interseccion 117868.954 1 117868.954 12824.192 .000

Muestra 29350.017 8 3668.752 399.162 .000

Mezcla 1178.054 1 1178.054 128.173 .000

Error 404.410 44 9.191

Total 148801.435 54

Total corregido 30932.482 53

a. R al cuadrado =.987 (R al cuadrado ajustada = .984)

mg Ac. tanico/ g m
Duncanab
Subconjunto

tipo de muestra 1 2 3 4 5 6 7
piel de malus cv (manzana) 6 10.0383
camelia sinensis (té negro) 6 17.3583
piel de allium c (cebolla m) 6 26.1067
cascara de citrus aur. s (limén) 6 47.0183
cascara de mango Ataulfo 6 48.4750
céascara de citrus sin (naranja d) 6 50.5733
corteza de mango Ataulfo 6 68.3567
cascara de citrus p (toronja) 6 72.6883
hojas de mango Ataulfo 6 79.8650
Sig. 1.000 1.000 1.000 .060 1.000 1.000 1.000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = 9.191.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armoénica = 6.000.

b. Alfa = .05.

Flavonoides totales extraccion asistida por ultrasonido
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Estadisticos descriptivos

Variable dependiente: mg de catequina/ g muestra

sistema de extraccion Desv.
tipo de muestra hidroalcéholica Media Desviacion
cascara de mango Ataulfo etanol:agua (80.20) 19.4500 2.94257 3
metanol:agua (80:20) 17.0100 1.80011 3
Total 18.2300 2.55846 6
corteza de mango Ataulfo etanol:agua (80.20) 27.0600 2.27297 3
metanol:agua (80:20) 26.3133 1.45679 3
Total 26.6867 1.75576 6
hojas de mango Ataulfo etanol:agua (80.20) 36.6900 217771 3
metanol:agua (80:20) 33.8633 1.34098 3
Total 35.2767 2.23903 6
cascara de citrus aur. s etanol:agua (80.20) 27.3867 .64081 3
(limén) metanol:agua (80:20) 23.2000 .63506 3
Total 25.2933 2.36305 6
cascara de citrus sin etanol:agua (80.20) 41.2500 .66461 3
(naranja d) metanol:agua (80:20) 35.3967 2.37675 3
Total 38.3233 3.56577 6
albedo de citrus p (toronja)  etanol:agua (80.20) 31.8767 2.12632 3
metanol:agua (80:20) 28.8633 2.34148 3
Total 30.3700 2.59337 6
piel de allium c (cebolla m) etanol:agua (80.20) 23.4467 .83560 3
metanol:agua (80:20) 19.2300 .48384 3
Total 21.3383 2.38894 6
piel de malus cv (manzana) etanol:agua (80.20) 8.4200 .70548 3
metanol:agua (80:20) 5.9900 .94175 3
Total 7.2050 1.52490 6
camelia sinensis (té negro)  etanol:agua (80.20) 9.8300 .83162 3
metanol:agua (80:20) 8.3433 .59181 3
Total 9.0867 1.03913 6
Total etanol:agua (80.20) 25.0456 10.81339 27
metanol:agua (80:20) 22.0233 10.05483 27
Total 23.5344 10.45391 54

Variable dependiente: mg de catequina/ g muestra

Pruebas de efectos inter-sujetos
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Tipo Il de suma Media
Origen de cuadrados Gl cuadrética F Sig.
Modelo corregido 5671.4772 9 630.164 229.941 .000
Interseccion 29908.984 1 29908.984 10913.530 .000
Muestra 5548.171 8 693.521 253.060 .000
Mezcla 123.307 1 123.307 44.994 .000
Error 120.584 44 2.741
Total 35701.045 54
Total corregido 5792.061 53
a. R al cuadrado =.979 (R al cuadrado ajustada = .975)
mg de catequina/ g muestra
Duncana®b
Subconjunto
tipo de muestra N 1 2 3 4 5 6 7
piel de malus cv (manzana) 6 7.2050
camelia sinensi (té negro) 6 9.0867
cascara de mango Ataulfo 6 18.2300
piel de allium c (cebolla m) 6 21.3383
cascara de citrus aur. s (limén) 6 25.2933
corteza de mango Ataulfo 6 26.6867
cascara de citrus p (toronja) 6 30.3700
hojas de mango Ataulfo 6 35.2767
cascara de citrus sin (naranja d) 6 38.3233
Sig. .055 1.000 1.000 152 1.000 1.000 1.000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = 2.741.

a. Utiliza el tamano de la muestra de la media arménica = 6.000.

b. Alfa = .05.

Extraccion asistida por enzimas: fenoles totales
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Factores inter-sujetos

Etiqueta de valor

tipo de muestra

extraccion ac-enz

w N PO 0N o 0w IN P

cascara de mango Ataulfo
corteza de &rbol de mango At
hoja de mango Ataulfo
cascara de citrus aur (limén m)
cascara de citrus sinensis (naranja dulce)
cascara de citrus par. (toronja)
piel de allium cepa (cebolla m)
piel de malus (manzana G)
camelia sinensi (té negro)
Control

Macerex

Novozyme

© © O O © O ©Oo O o |2

NN
N NN

Pruebas de efectos inter-sujetos

Variable dependiente: mg &cido tanico/g muestra

Tipo Il de suma Media
QOrigen de cuadrados gl cuadratica F Sig.
Modelo corregido 2653.5412 10 265.354 140.400 .000
Interseccion 18394.502 1 18394.502  9732.592 .000
muestra 2090.383 8 261.298 138.254 .000
sistema 563.159 2 281.579 148.985 .000
Error 132.299 70 1.890
Total 21180.343 81
Total corregido 2785.841 80

a. R al cuadrado =.953 (R al cuadrado ajustada = .946)

Duncanab

mg acido tanico/g muestra
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tipo de muestra

Subconjunto

N 1 2 3 4

piel de malus (manzana G)
camelia sinensi (té negro)

piel de allium cepa (cebolla m)
corteza de arbol de mango At
cascara de citrus aur (limén m)
cascara de mango Ataulfo
cascara de citrus sinensis
(naranja dulce)

hoja de mango Ataulfo
céascara de citrus par. (toronja)

Sig.

6.2344
7.2833
13.2044
14.9767
15.8267
17.6611
18.8922

© © © |© © © ©

.110 1.000 .194 .062

18.8922

19.5256

.332

22.0219
1.000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = 1.890.

a. Utiliza el tamafo de la muestra de la media arménica = 9.000.

b. Alfa = .05.
mg acido tanico/g muestra
Duncana®b
Subconjunto
extraccion ac-enz N 1 2 3
Control 27 11.5481
Novozyme 27 15.7680
Macerex 27 17.8926
Sig. 1.000 1.000 1.000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = 1.890.

a. Utiliza el tamafo de la muestra de la media arménica = 27.000.

b. Alfa = .05.
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Extraccion asistida por enzimas: flavonoides totales

Estadisticos descriptivos

Variable dependiente: mg catequina/g muestra

Desv.

extraccién ac-enz tipo de muestra Media Desviacién

control cascara de mango Ataulfo 6.0467 .22898 3
corteza de arbol de mango Ataulfo 9.0133 .34269 3
hoja de mango Ataulfo 8.2533 .37314 3
cascara citrus aur (limén m) 5.0300 .21656 3
cascara de citrus sin (naranja d) 6.8167 .39068 3
albedo de citrus par (toronja) 9.8600 .26514 3
piel de allium cepa (cebolla morada) 2.8300 .21656 3
piel de malus (manzana G) 3.2733 21221 3
camelia sinensis (té negro) 3.3333 .22679 3
Total 6.0507 2.53560 27

macerex cascara de mango Ataulfo 8.4133 .35360 3
corteza de arbol de mango Ataulfo 13.3133 .31723 3
hoja de mango Ataulfo 12.6300 .36290 3
cascara citrus aur (limén m) 9.1767 .56889 3
cascara de citrus sin (naranja d) 9.2067 .18877 3
albedo de citrus par (toronja) 15.3300 47286 3
piel de allium cepa (cebolla morada) 5.4500 .44508 3
piel de malus (manzana G) 6.6167 44276 3
camelia sinensis (té negro) 6.7433 .19757 3
Total 9.6533 3.27082 27

novozyme cascara de mango Ataulfo 6.9933 .31501 3
corteza de arbol de mango Ataulfo 12.0200 .31193 3
hoja de mango Ataulfo 10.8433 .27099 3
cascara citrus aur (limén m) 7.3700 .44978 3
cascara de citrus sin (naranja d) 8.2033 .22898 3
albedo de citrus par (toronja) 13.2333 .34210 3
piel de allium cepa (cebolla morada) 3.5367 .24583 3
piel de malus (manzana G) 4.7867 .28184 3
camelia sinensis (té negro) 4.8233 .29280 3
Total 7.9789 3.29329 27

Total cascara de mango Ataulfo 7.1511 1.06461 9
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corteza de arbol de mango Ataulfo 11.4489 1.93111 9
hoja de mango Ataulfo 10.5756 1.92822 9
céascara citrus aur (limén m) 7.1922 1.83984 9
cascara de citrus sin (naranja d) 8.0756 1.06788 9
albedo de citrus par (toronja) 12.8078 2.41138 9
piel de allium cepa (cebolla morada) 3.9389 1.20600 9
piel de malus (manzana G) 4.8922 1.47724 9
camelia sinensis (té negro) 4,9667 1.49528 9
Total 7.8943 3.35933 81
Pruebas de efectos inter-sujetos
Variable dependiente: mg catequina/g muestra
Tipo Il de suma Media
Origen de cuadrados gl cuadrética F Sig.
Modelo corregido 879.9622 10 87.996 269.634 .000
Interseccion 5047.945 1 5047.945 15467.655 .000
sistema 175.502 2 87.751 268.882 .000
muestra 704.460 8 88.058 269.821 .000
Error 22.845 70 .326
Total 5950.752 81
Total corregido 902.807 80

a. R al cuadrado =.975 (R al cuadrado ajustada = .971)
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mg catequina/g muestra
Duncanab
Subconjunto

tipo de muestra N 1 2 3 4 5 6

piel de allium cepa (cebolla 9 3.9389

morada)

4.8922
4.9667

piel de malus (manzana G)
camelia sinensis (té negro)
7.1511
7.1922

cascara de mango Ataulfo
cascara citrus aur (limén m)
céascara de citrus sin (naranja d) 8.0756
hoja de mango Ataulfo 10.5756

corteza de arbol de mango Ataulfo 11.4489

© © © O |© ©o ©o ©

albedo de citrus par (toronja)

Sig. 1.000 .783 .879 1.000 1.000 1.000

12.8078
1.000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = .326.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 9.000.

b. Alfa = .05.
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HPLC

mangiferina
Factores inter-sujetos
Etiqueta de
valor N
sistema extractivo 1 EtOH:Agua 9
2 MetOH:Agua 9
tipo de muestra 1 cascara de 6
mango
2 hoja de mango 6
3 corteza de 6
mango

Estadisticos descriptivos

Variable dependiente: mg mangiferina/g muestra

Desv.
sistema extractivo tipo de muestra Media Desviacion N
EtOH:Agua cascarade mango 11.0867 .05859 3
hoja de mango 8.8467 .72700 3
corteza de mango 28.8133  .82100 3
Total 16.2489  9.48902 9
MetOH:Agua cascarade mango 12.0867 .15948 3
hoja de mango 23.3933  5.30877 3
corteza de mango 33.8633 .59534 3
Total 23.1144  9.80313 9
Total cascarade mango 11.5867 .55816 6
hoja de mango 16.1200 8.65831 6
corteza de mango 31.3383  2.83939 6
Total 19.6817 10.00369 18
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Pruebas de efectos inter-sujetos
Variable dependiente: mg mangiferina/g muestra

Tipo lll de suma Media
Origen de cuadrados Gl cuadrdtica F Sig.
Modelo corregido 1496.666° 3 498.889 34.139 .000
Interseccién 6972.624 1 6972.624 477.137  .000
muestra 1284.554 2 642.277 43.951 .000
Mezcla 212.111 1 212,111 14.515 .002
Error 204.588 14 14.613
Total 8673.878 18
Total corregido 1701.254 17

a. R al cuadrado =.880 (R al cuadrado ajustada = .854)

mg mangiferina/g muestra
Duncan?®®

Subconjunto
tipo de muestra N 1 2
cascarade mango 6 11.5867
6
6

hoja de mango 16.1200

corteza de mango 31.3383
Sig. .059 1.000
Se visualizan las medias para los grupos en los
subconjuntos homogéneos.

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) =
14.613.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media
armonica = 6.000.

b. Alfa =.05.
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Factores inter-sujetos

naringina

Etiqueta de valor N
sistema extractivo 1 EtOH:Agua 9
2 MetOH:Agua 9
tipos de muestra 1 cascara de toronja 6
2 cascarade naranja 6
3 cascara de limén 6
Estadisticos descriptivos
Variable dependiente: mg NRG/g muestra
Desv.
sistema extractivo tipos de muestra Media Desviacion N
EtOH:Agua albedo de toronja  17.20000 .305123 3
cascara de naranja .62333 .051316 3
cascara de limén .02433 .001528 3
Total 5.94922 8.443486 9
MetOH:Agua albedo de toronja  14.26667 .448367 3
cascara de naranja  .48000 .050000 3
cascara de limén .03033 .001528 3
Total 4.92567 7.012085 9
Total albedo de toronja  15.73333  1.642859 6
cascara de naranja .55167 .090646 6
cascara de limén .02733 .003559 6
Total 5.43744 7.547531 18
Pruebas de efectos inter-sujetos
Variable dependiente: mg NRG/g muestra
Tipo Il de suma Media
Origen de cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Modelo corregido 959.5872 3 319.862 507.627 .000
Interseccion 532.184 1 532.184 844.586 .000
Mezcla 4,714 1 4.714 7.482 .016
muestra 954.873 2 477.436 757.699 .000
Error 8.822 14 .630
Total 1500.593 18
Total corregido 968.409 17

a. R al cuadrado =.991 (R al cuadrado ajustada = .989)
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mg NRG/g muestra
Duncan®?

Subconjunto
tipos de muestra N 1 2
cascara de limén 6 .02733
cascara de naranja 6 .55167
albedo de toronja 6 15.73333
Sig. 272 1.000

Se visualizan las medias para los grupos en los

subconjuntos homogéneos.

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = .630.

a. Utiliza el tamano de la muestra de la media armonica

=6.000.
b. Alfa = .05.
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Factores inter-sujetos

guercetina

Etiqueta de valor

sistema extractivo 1

tipo de muestra

EtOH:Agua
MetOH:Agua

piel de cebolla morada

W N =N

N
9
9
piel de manzana 6
6
6

cascara de naranja

Estadisticos descriptivos
Variable dependiente: mg QRC/g muestra

Desv.

sistema extractivo tipo de muestra Media Desviacion N
EtOH:Agua piel de manzana .23000 .020000 3

piel de cebolla morada 1.41667 .032146 3

cascara de naranja .15667 .047258 3

Total .60111 .613238 9
MetOH:Agua piel de manzana .19000 .030000 3

piel de cebolla morada 1.50667 .045092 3

cascara de naranja .19333 .061101 3

Total .63000 .658768 9
Total piel de manzana .21000 .031623 6

piel de cebolla morada 1.46167 .060470 6

cascara de naranja .17500 .052820 6

Total .61556 .617588 18
Pruebas de efectos inter-sujetos
Variable dependiente: mg QRC/g muestra

Tipo Il de suma Media
Origen de cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Modelo corregido 6.451° 3 2.150 899.183 .000
Interseccion 6.820 1 6.820 2852.190 .000
Mezcla .004 1 .004 1.571 231
muestra 6.447 2 3.223 1347.989 .000
Error .033 14 .002
Total 13.304 18
Total corregido 6.484 17

a. R al cuadrado =.995 (R al cuadrado ajustada =.994)
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mg QRC/g muestra

Duncan?®®

Subconjunto
tipo de muestra N 1 2
cascara de naranja 6 .17500
piel de manzana 6 .21000
piel de cebolla morada 6 1.46167
Sig. .235 1.000

Se visualizan las medias para los grupos en los

subconjuntos homogéneos.
Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = .002.
a. Utiliza el tamano de la muestra de la media armédnica =

6.000.
b. Alfa = .05.
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rutina

Factores inter-sujetos

Etiqueta de valor

sistema extractivo

tipo de muestra

N
1 EtOH:Agua 9

MetOH:Agua 9
cascara de limon 6
te negro 6
cascara de naranja 6

W N =N

Estadisticos descriptivos
Variable dependiente: mg RTN/g muestra

Desv.

sistema extractivo tipo de muestra Media Desviacion N
EtOH:Agua cascara de limon .1033 .01528 3

te negro .1867 .02517 3

cascara de naranja  .1333 .03215 3

Total 1411 .04256 9
MetOH:Agua cascara de limdn .0933 .01528 3

te negro 1367 .02887 3

cascara de naranja  .1000 .01000 3

Total .1100 .02646 9
Total cascara de limén .0983 .01472 6

te negro 1617 .03656 6

cascara de naranja .1167 .02805 6

Total .1256 .03792 18
Pruebas de efectos inter-sujetos
Variable dependiente: mg RTN/g muestra

Tipo Ill de suma Media
Origen de cuadrados Gl cuadrdtica F Sig.
Modelo corregido .017° 3 .006 10.865 .001
Interseccién .284 1 .284 540.896 .000
Mezcla .004 1 .004 8.303 .012
muestra .013 2 .006 12.147 .001
Error .007 14 .001
Total .308 18
Total corregido .024 17

a. R al cuadrado =.700 (R al cuadrado ajustada = .635)
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mg RTN/g muestra

Duncan?®®

Subconjunto
tipo de muestra N 1 2
cascara de limén 6 .0983
cascara de naranja 6 .1167
te negro 6 .1617
Sig. .187 1.000

Se visualizan las medias para los grupos en los
subconjuntos homogéneos.

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) =
.001.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armdnica
=6.000.

b. Alfa =.05.
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