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Resumen

En el presente estudio se analiz6 la cantidad de componentes quimicos como son la
mangiferina, acido galico y quercetina, también conocidos como compuestos fendlicos. Los
extractos de hojas de mango de la especie Mangifera indica L. se leyeron mediante
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) estos fueron extraidos por los métodos de
extraccion siguiente; maceracion, ultrasonido, liquido presurizado y co-solvente, para cada
uno se utilizé etanol como solvente para realizar triplicado por cada extraccién con un total
de 12 extractos. EI método que presento cromatogramas mas cercanos a los encontrados en
bibliografia y los obtenidos de forma experimental fue el siguiente: consistio en la mezcla
agua/0,1 % de acido férmico como (disolvente A) y la mezcla de acetonitrilo/acido férmico al
0,1 % como (disolvente B). La concentracién de mangiferina en el presente estudio con mayor
cantidad fue 441,14 mg/g extraido por maceracion, mientras que acido galico de 13,82 mg/g

por ultrasonido y quercetina 7,49 mg/g mediante la extraccién por ultrasonido.

Palabras clave: HPLC, compuestos fendlicos, hojas de mango.



Abstract

In the present study, the amount of chemical components such as mangiferin, gallic
acid and quercetin, also known as phenolic compounds, was analyzed. The extracts of mango
leaves of the species Mangifera indica L. were read by high performance liquid
chromatography (HPLC) and extracted by the following extraction methods: maceration,
ultrasound, pressurized liquid and co-solvent, for each one ethanol was used as solvent to
perform triplicates for each extraction with a total of twelve extracts. The method that
presented chromatograms closest to those found in the literature and those obtained
experimentally was the following: it consisted of the mixture water/0.1 % formic acid as solvent
A and the mixture acetonitrile/formic acid at 0.1 % as solvent B. The concentration of
mangiferin in the extracts was determined by the following method: the concentration of
mangiferin in the solvent was determined by the mixture water/0.1 % formic acid (solvent B).
The concentration of mangiferin in the present study with the highest amount was 441,14 mg/g
extracted by maceration, while gallic acid of 13,82 mg/g by ultrasonic extraction and quercetin

of 7,49 mg/g by ultrasonic.

Key words: HPLC, phenolic compounds, mango leaves.



Introduccion
Se ha demostrado que las hojas, la corteza, la céscara, las semillas y la fruta del mango
contienen antioxidantes que se puede utilizar para conservar los alimentos, prevenir
enfermedades cronicas, cardiovasculares, ciertos tipos de cancer, diabetes, osteoporosis e
incluso tratar la artritis, hipertension y reumatismo.
La Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad Técnica Particular de Loja, ha
venido trabajando con las hojas de mango, donde sus trabajos se han encaminado a
solucionar problemas que se tiene en una amplia gama de industrias alimentarias debido a la
oxidacion de diferentes productos alimenticios donde se lo puede evitar o0 retrasar
sustituyendo antioxidantes sintéticos por naturales, presentes de las mismas hojas la cual
satisfaga a la sociedad en productos innovadores.
Asi como este trabajo pretende analizar el mejor método de extraccion de antioxidantes de
las hojas de mango para usarlos y generar un valor agregado al producto final que se cree
mediante su incorporacion, servira de aporte de la investigacion realizada en los campos de
la Ingenieria en Alimentos.
En el alcance de los objetivos se logré determinar la composicién quimica de los extractos de
mango mediante método cromatografico para determinar la relacién entre los métodos de
extraccién y la composicion quimica.
Las facilidades u oportunidades fueron que ya se contaba con algunas muestras de los
extractos por los diferentes métodos de extraccion, asi mismo la materia prima como son las
hojas de mango ya procesadas, por otra parte, los laboratorios del Departamento de Quimica
cuentan con los equipos y materiales necesarios para realizar las extracciones que faltaba de
dichos métodos.
La metodologia utilizada para la presente investigacion fue primeramente realizar diferentes
extracciones para obtener los extractos de hojas de mango como son extraccion por
maceracion, por ultrasonido, extraccion supercritica co-solvente y extraccion por liquido

presurizado. Luego ya obtenidos los extractos se procedio analizar y seleccionar el método



cromatografico que permita la mayor elucidacién de los componentes quimicos y que
presente los cromatogramas mas cercanos a aquellos tomados como referencia.

En el capitulo uno se presenta el marco teérico donde se exponen bases tedricas y el estado
del arte de las hojas de mango, procesos de extraccion, métodos cromatograficos por HPLC
y los antioxidantes. Para el capitulo 2 se presenta la metodologia usada para el proceso de
extraccion de las hojas de mango y los métodos aplicados en la determinacion de compuestos
fendlicos por HPLC. En el capitulo 3 se presentan los resultados obtenidos de esta
investigacion y su discusion. Ademas, se presenta la seccion de conclusiones y

recomendacion, asi como la bibliografia utilizada en esta investigacion.



Capitulo Uno

Marco Teorico
1.1 Hoja de mango

El mango (Mangifera indica L.) es conocido como una fruta tropical con un sabor

caracteristico, colory alto contenido de nutrientes. El mango posee una exquisita composicion
debido a su contenido de compuestos fendlicos, carotenoides, acido ascoérbico, minerales,
fibras, azlicar y otros compuestos organicos (Maldonado et al., 2016). La producciéon mundial
de mangos se concentra especialmente en Asiay mas esencialmente en la India, que produce
15 millones de toneladas promedio al afio (Mitra, 2016). Las hojas del arbol, que aparecen
en la Figura 1, miden aproximadamente de 15 a 25 centimetros de largo. Se alternan en el
arbol y se extienden desde el centro. Son subcoridceos y en forma de coraz6n con peciolos
enteros. Este arbol crece hasta 20 metros de altura y 2,5 metros de diametro en el tronco.
Tiene pequefias flores agrupadas en grandes racimos terminales con cuatro o cinco pétalos
superpuestos. Su fruto drupaceo, monospermo, tamafio y coloracion distinta segun el cultivo,
pulpa suave, jugosa y su semilla de forma aplanada (Corrales et al., 2014).

Figura 1

Hojas de Mango

Nota. Tomado de hojas

de mango [Fotografia], por
M.P.N. texan, 2009, Flickr
(https://bit.ly/3QUWMIST).

CCBY 2.0.


https://bit.ly/3QUWMfT

Data Bridge Market Research de Brasil publicd recientemente un informe sobre el
desempefio de los mangos en el mercado del pais, donde los resultados mostraron que el
consumo mundial de mango habia aumentado significativamente en los Ultimos afios. Se
espera que este reveés financiero temporal para la industria brasilefia del mango dure al menos
hasta 2029. El aumento de ingresos anual promedio es un crecimiento sustancial de las
ganancias del 5 % anual. Las empresas de Asia-Pacifico son las mas comunes para las
grandes empresas debido a la gran poblacion de la region (Malheiros, 2023).

La temporada de mango en Ecuador es de octubre hasta diciembre. En el suroeste
de Ecuador se produce la mayor parte de los mangos, especificamente en la provincia de
Guayas. México y Europa son mercados importantes para las exportaciones anuales de
mango. El area total de produccién de mango del pais es de aproximadamente 7.700
hectareas; 5.500 de estas son para exportacion. Alrededor del 90 % de estas exportaciones
van a los EE. UU, Canadd y otros paises toman alrededor de 2.500 contenedores cada afio.
Ecuador produce mas del 50 % de los mangos Tommy Atkins. Algunas variedades populares
que produce Ecuador son Ataulfo, Kent y Keitt (Montoya, 2021).

1.2 Usos de las hojas de mango

La actividad antimicrobiana de las hojas de mango es apreciada como potencial Util
para la conservacién industrial de alimentos o en usos farmacéuticos, atribuyendo esta
actividad a los compuestos fendlicos o terpenos que los mismos contienen (Torres et al.,
2017).

1.3 Composicién quimica

En las hojas de mango podemos encontrar esteroides, flavonoides (mangiferina,

guercetina, etc.) (Figura 2), glucésidos cardiotonicos, azlcares reductores, polifenoles,

antraquinona, taninos gélicos y saponinas (Triana, 2016).



Figura 2

Estructura de la Mangiferina

o HO (0] OH
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Nota. Adaptado de Fomenko & Chi (2016).
1.4 Taxonomia de las hojas de mango

A continuacion, en la Tabla 1, se muestra la clasificacién taxonémica del mago

Tabla 1

Clasificacion Taxonémica del Mango

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Superdivision | Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae

Orden Sapindales
Familia Anacardiaceae
Género Mangifera
Especie M.indica

Nota. Masud Parvez (2016, p. 2).
1.5 Métodos de extraccion

La extraccion es uno de los métodos utilizados para separar una sustancia organica
de una mezcla de reaccidn o para aislarla de las sustancias originales. Se define como el
componente separador de una mezcla con un solvente (Martinez, 2016).
1.5.1 Extraccién sdlido - liquido

La extraccion sdlido-liquido es la operacion que separa uno 0 varios componentes
solubles incluidos en un sdlido inerte usando un disolvente apropiado (Triana, 2016).

Los métodos convencionales(clasicos) son faciles de realizar, no necesitan equipos
especiales como son la maceracion, reflujo y extraccion Soxhlet, pero ya no se usan hoy en

dia, se utilizan ahora técnicas prometedoras y nuevas que se denominan “verdes” porque



tienen muchas ventajas, como la prevencién de la contaminacién, la eliminacion de pasos
adicionales de limpieza y concentracion de muestras, reduce el consumo de disolventes
organicos y degradacion de la muestra, aumenta la eficiencia y selectividad de la extraccién.
Como ejemplo se pueden mencionar las técnicas de extraccion asistida por enzimas,
ultrasonido, microondas, extraccion de fluido supercritico y extraccion de liquido presurizado
(Gioffre, 2020).

1.6 Tipos de extraccion

1.6.1 Maceracion.

La maceracion se ha utilizado durante mucho tiempo como método de extraccion
sélido-liquido. Se realiza dentro de un cierto periodo de tiempo poniendo en contacto las
plantas con un solvente seleccionado por polaridad bajo ciertas condiciones. Esta tecnologia
se puede aplicar a baja o alta temperatura dependiendo de las materias primas y los
requisitos. Ademas, se puede agregar agitacién para mejorar la solubilidad del compuesto y
mejorar la eficiencia del proceso. Finalmente, el extracto obtenido se evapora para concentrar
los compuestos y eliminar el disolvente. Para este método de extraccion se necesita
agitadores para realizar la agitacibn magnética a temperaturas entre 20 °C a 60 °C con 150
a 200 rpm, rotaevaporadores con temperaturas de 30 °C a 40 °C, donde el tiempo de
maceracion por lo general va entre 3 a 24 horas (Vilca, 2019).

En la maceracién se extrae el soluto en fase sélida al entrar en contacto intimo con
un disolvente soluble. La maceracion también significa la extraccién de diversos compuestos
de interés por dsmosis y difusidon a partir de una matriz sélida (en este caso hojas) por
contacto con etanol (Coto, 2014).

1.6.2 Extraccion asistida por ultrasonido

El proceso de extraccion ultrasénica acorta significativamente los tiempos de
extraccion, evita la degradacion térmica de los componentes termolébiles, reduce el consumo
de solventes, reduce la contaminacién ambiental, proporciona altos rendimientos y reduce los

costos operativos (Acosta et al., 2016).



El ultrasonido provoca la ruptura mecéanica de las paredes celulares, lo que libera
componentes bioactivos, y el calentamiento localizado del solvente aumenta la difusion del
extracto y mejora la transferencia de masa mediante la interfase de sdélido a liquido. Para
realizar la extraccidn se usan generadores de ondas de ultrasonido con rangos de frecuencia
entre 40 a 42 kHz, una potencia de 160 a 200 W y temperaturas por lo general entre 30 a 60
°C (Rojas et al., 2019).

1.6.3 Extraccién por liguido presurizado

El método de extraccion de liquidos a presion es una de las tecnologias tradicionales,
ya que aumenta el rendimiento y la selectividad del proceso, con tiempos de extraccidn cortos
y es muy amigable con el medioambiente. Este método utiliza disolventes liquidos a
temperaturas y presiones por debajo del punto critico, de modo que incluso cuando la
temperatura esta por encima del punto de ebullicién, el disolvente permanece liquido debido
a la alta presion. Por lo tanto, al mejorar la solubilidad y facilitar la transferencia de masa, se
mejora el rendimiento de extraccion. Para llevar a cabo dicha extraccion se usan equipos de
extraccion de alta presion con parametros importantes como son las presiones que van desde
100 a 200 bares, temperaturas de 60 a 100 °C, tiempo de extraccion de 2 a 4 horas y la
utilizacion de disolventes como agua, etanol, metanol, acetona y hexano (Figueroa, 2018).
1.6.4 Extraccion supercritica por co-solvente

Actualmente, se busca el desarrollo de tecnologias que sean mas amigables con el
medioambiente, mas eficientes y que permitan obtener productos de alta pureza y calidad.
Una de estas tecnologias es la extraccién supercritica, que, en propiedades solventes,
permite procesos mas rapidos y eficientes, asi como el uso de solventes verdes como el
diéxido de carbono supercritico (Sanchez et al., 2017). La presiébn aumenta mas alla de la
presion critica de la sustancia utilizada como disolvente. La temperatura se eleva o se reduce
por medios fisicos 0 mecanicos para llevar el disolvente a la temperatura de extraccion
adecuada. Ahora la muestra que lleva el soluto de estudio entra en contacto en el extractor
con el fluido supercritico. Donde el solvente se descomprime por debajo de la presion critica

y se libera el soluto. Para ello se opera a condiciones de presion (100-200 bares), temperatura
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(60-100 °C), con un caudal (2-50 L/min) tanto para él CO, como para el disolvente (etanol,
agua) y en un tiempo de extraccién de 2 a 4 horas (Roman et al., 2016).
1.6 Factores gue influyen en los procesos de extraccion

La seleccién del solvente oOptimo que logre extraer el mayor rendimiento del
compuesto de interés. El tamafio de las particulas de los sélidos también es un factor
importante, ya que a menor tamafio son las particulas, mayor sera la superficie de contacto
entre el vegetal y el solvente. Los disolventes deben ser lo méas selectivos posible,
preferiblemente de baja viscosidad. La naturaleza del solvente podra ser agua, disolventes
organicos, mezclas hidroalcohdlicas o propilenglicol. La temperatura es un factor critico en la
preparacion de los extractos, ya que las elevadas favorecen la extraccion, pero se debe tener
especial cuidado si la sustancia no es resistente al calor y las altas temperaturas. El tiempo
de extraccion y la velocidad de agitacion son los parametros que determinan el rendimiento
del producto a extraer. Si tenemos mas tiempo de exposicién, mejor sera la capacidad del
disolvente para alcanzar la concentracion de equilibrio. La agitacién del disolvente-soluto
facilita el transporte al aumentar el coeficiente de transferencia de masa en la interfase sélido
- liquido. Evitando la sedimentacién y aglomeracién de particulas sélidas (Triana, 2016).
1.7 Seleccion del solvente

Se debe elegir un solvente util de tal forma que brinde el excelente balance de algunas
caracteristicas deseables: como baja viscosidad, selectividad y alto limite de saturacion en
relacién con el soluto por extraer, baja presion de vapor, bajo costo, permanencia quimica en
las situaciones que conlleva el proceso, baja densidad, la capacidad de producir extractos
con eficacia no afectada por el disolvente, baja tension superficial, baja toxicidad e
inflamabilidad. Cada disolvente crea mezclas Unicas gracias a sus diferentes propiedades
(Rangel & Orozco, 2014).

Las preocupaciones ambientales, de salud y de seguridad han aumentado el uso de
solventes alternativos como isopropanol, etanol, hidrocarburos e incluso agua (Rodriguez,
2019).

1.8 Importanciay efectos terapéuticos de los metabolitos
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Los metabolitos secundarios derivados de plantas contribuyen a su desarrollo normal
y son responsables de los efectos terapéuticos utilizados en una amplia gama de patologias
asociadas con el dafo de los radicales libres, incluido el cancer, las enfermedades
neurodegenerativas, la diabetes, la disfuncién cardiovascular, las enfermedades inmunitarias
y la senescencia. Por lo tanto, el interés en estos compuestos ha dado lugar a efectos
biolégicos beneficiosos tales como: propiedades antiinflamatorias, antialérgicas,
antibacterianas, antifingicas, antivirales, anticancerigenas, antidiabéticas, etc (Martinez et
al., 2014).

Los principales constituyentes quimicos o metabolitos secundarios fueron
identificados por investigacion fitoquimica; taninos, alcaloides, saponinas, cumarinas,
flavonoides, quinonas, polifenoles, esteroides, azucares reductores, glucésidos cardiacos y
antraquinonas (Triana, 2016).

Polifenoles

En la naturaleza hay muchos compuestos diferentes con una estructura molecular
caracterizada por anillos fendlicos. Se derivan de las plantas y se sintetizan en gran cantidad
como productos del metabolismo secundario. Algunos de ellos son necesarios para la
fisiologia vegetal. Otros estan implicados en funciones protectoras frente a situaciones
estresantes y diversos estimulos (luz, agua, etc.). Segun los elementos estructurales y el
namero de anillos fendlicos presentes en estos anillos, los polifenoles se pueden dividir en
varias clases y subclases. Las principales clases de polifenoles son: estilbenos, acidos
fendlicos, alcoholes fendlicos, lignanos y flavonoides (Quifiones et al., 2012).

Flavonoides

Los flavonoides (Figura 3) forman la subclase de polifenoles mas mayoritaria en el
reino vegetal. Dotan a las plantas de rasgos fenotipicos atractivos para la polinizaciéon, como
sabor a frutas, color de flores, aroma, proteccion y resistencia contra plagas, enfermedades
y radiaciones. Unos polifenoles son exclusivos de ciertos alimentos (isoflavonas en soja,
flavanonas en citricos). Otras sustancias como la quercetina se logran encontrar en muchas

plantas (vegetales, frutas, cereales, té, leguminosas, vino, etc.) (Quifiones et al., 2012).
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Figura 3

Estructura molecular base de los flavonoides

Nota. Adaptado de Carrién & Garcia (2010).
1.9 Capacidad antioxidante

Las caracteristicas fundamentales de cualquier prueba de evaluacién de la capacidad
antioxidante son un sustrato apropiado para vigilar la inhibicién de la oxidacion, un iniciador
de la oxidacion (radical libre) y una correcta medida del punto final de la oxidacion, que logra
realizarse mediante métodos quimicos, instrumentales o sensoriales (Zambrano & Garcia,
2016). Se define como la capacidad de un compuesto o sustancia de evitar la oxidacion de
un sustrato incluso en cantidades muy pequefias (<1 %, tipicamente 1-1000 mg/L). Sus
mediciones se pueden utilizar para evaluar la calidad de los alimentos, la biodisponibilidad en
humanos de compuestos antioxidantes o los niveles de antioxidantes en un sistema (Benitez
et al., 2020).

1.10 Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

La cromatografia Liquida de Alta resolucion (HPLC) permite separar los compuestos
de pesos moleculares de 54 a 450.000 Daltons, el cual se puede utilizar este equipo para
compuestos estables térmicamente o volatiles (Jara, 2014).

Dentro de los componentes del equipo de HPLC se encuentran: fase movil, bomba,
inyector, columna, detector y software de registro (Figura 4). Los diferentes estudios en el
equipo cromatografico pueden ejecutarse en unos cortos minutos, la muestra a determinar
pasa a través de una fase estacionaria empaquetada en columnas de acero inoxidable por

las que circula la fase movil con una determinada presion y flujo (Agostina et al., 2016).



Figura 4
Equipo de HPLC (High Performance

Liquid Chromatography) Ultimate 3000
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Capitulo dos
Materiales y Métodos
2.1 Reactivos y equipos.
2.1.1 Reactivos y solventes

Los Reactivos empleados para la extraccion fueron de grado analitico HPLC:
Quercetina de marca Sigma con una pureza de 95 %, Acido Gélico de la marca Sigma con
una pureza de 295 %, Mangiferina de la marca Sigma con una pureza de 298 %.

Los solventes utilizados fueron: Etanol absoluto de la marca Scharlab S.L. a 99.5 %
de pureza, Agua destilada, Acido férmico de la marca Fluka Analytical al 98 % de pureza,
Acetonitrilo de la marca Fisher Scientific grado HPLC al 99.9 % de pureza.

2.1.2 Equipos utilizados

-Balanza analitica Mettler Toledo AC100

-Agitador Vortex Mixer Labnet international, Inc.

-Estufa de conveccion forzada Memmert

-HPLC (Dionex Ultimate 3000 Autosampler)

-Ultrasonic Cleaner (FS20 Fisher Scientific)

-Centrifuga de sobremesa pequefia Sorvall™ ST 8 ThermoFisher Scientific
-Rotavapor Buchi R-200 con bafio calefactor B-490, bomba aspiradora V-100
-Tamizador Vibratorio konti J. Engelsmann AG

-Liofilizador Labconco 7754047

2.2 Material

2.2.1 Obtencion de extractos

Las muestras disponibles para este estudio se obtuvieron previamente en otros
proyectos ver Tabla 2. Los analisis se realizaron por triplicado para cada extraccion.

Tabla 2

Extractos estudiados

Muestras de Extracciones de hojas de Mango

Liquido Presurizado Ultrasonido Co-solvente Maceracion
Nota. Muestras analizadas en el presente trabajo. N°=3 repeticiones por cada extraccion
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Maceracion
Aproximadamente 25 g de muestra se sometieron a maceracién con 500 ml de etanol
al 99.5 % en bafio maria a una temperatura de 45 °C con agitacién magnética de 160 rpm
durante un lapso de 6 horas. Transcurrido este tiempo se filtr6 al vacio, la solucién liquida se
evaporé en un rotavapor BUCHI Rv-B2 a 35 °C para obtener el extracto y almacenarlo en
refrigeracion (Torres et al., 2017).
Ultrasonido
Se pesd 1 g de muestra en un tubo de centrifuga, se mezclé con 20 ml de etanol,
luego se procedié a sumergir en el equipo Ultrasonic Cleaner (FS20 Fisher Scientific) con una
potencia de 100 W, frecuencia de 42 kHz, en un tiempo de 30 min y a temperatura de 60 °C
(Zou et al., 2014).
Liquido presurizado
Para este procedimiento se cargd un extractor con unos 30 g de muestra y se procedio
a alimentar un flujo de etanol 99,5 %, se mantuvo el flujo de etanol hasta que la presion
aumente a 120 bar a una temperatura de 60 °C, el flujo de solvente a la presibn mencionada
se mantuvo durante 3 horas, posteriormente se despresuriz6 el extractor. El extracto liquido
se evaporoé en un rotavapor BUCHI Rv-B2 a 35 °C para obtener el extracto y almacenarlo en
refrigeracion (Benitez, 2020).
Extraccion supercritica co-solvente
La metodologia de extraccion supercritica con co-solvente se cargé el extractor con
30 g de muestra deshidratada y triturada. Se acondicionaron las variables de funcionamiento
del equipo de extraccion con fluidos supercriticos, temperatura 45 °C y presion 150 bar. El
flujo de CO; en mezcla con etanol se realiz6 a través de la bomba de alta presién, asegurando
gue la mezcla de CO, (99.9 %)-Etanol (99.5 %) molar. La extraccion se realiz6 durante 3
horas con un flujo de etanol a 2 ml/min y un flujo de CO, a 20 ml/min (condiciones
ambientales). El extracto liquido obtenido se evapor6 en un rotavapor BUCHI Rv-B2 a 35 °C
para obtener el extracto y almacenarlo en refrigeracion para su posterior andlisis (Fernandez

& Casas, 2011).
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2.3 Seleccion del método cromatografico

Para elegir el método cromatografico que permita la mayor elucidacion de los
componentes quimicos y que presente los cromatogramas mas cercanos a aquellos tomados
como referencia, fue necesario realizar una blusqueda bibliogréfica en bases de datos como:

= Scopus: https://www.scopus.com/home.uri

= |S| Web: https://www.webofscience.com/wos/alldb/basic-search

=  PubMed: https://pubmed.ncbi.nim.nih.qgov/

= ScienceDirect: https://bit.ly/2BL9yul

Para ello, se utilizaron palabras claves, tales como: HPLC, Mango leaves,
antioxidantes, mangiferina realizando filtros para mejorar la busqueda de informacién como
es el afio:2012-2022, el area de investigacion: Ingenieria Quimica, Alimentos.

2.3.1 Preparacion de las muestras

Los extractos obtenidos se diluyeron con etanol grado HPLC 30 mg/10 ml, esto es, a
una concentracion de 3.000 ppm para identificar los compuestos. Posteriormente, se procede
a resolver bien en el vortex Labnet modelo VX 100 durante 5 minutos a 2000 rpm, pasar al
bafio ultrasonido para homogeneizar por 10 minutos, filtrar con un Filtro de jeringa de PTFE
(hidrofébico) Thermo Scientific™ Titan3™, 0,45 ym para trasvasar a un vial de HPLC para su
posterior inyeccion y analisis correspondiente (Torres et al., 2017).

2.3.2 Preparacion de los estandares

Para su preparacion se hizo una solucion de 1000 ppm el cual de dicha solucién madre
se hizo 5 distintas concentraciones (500-250-125-60-30) ppm, para ello se pesaron 10 mg de
cada estandar y se afadieron 10 ml de metanol. Ahora para preparar la soluciéon de 500 ppm
se colocé 1 ml el cual se lo obtuvo con la férmula C1V1=C2V2 en donde se despejo V1 siendo
C2(500 ppm), V2(2 ml), C1(1000 ppm) y se le complet6 con etanol para tener 2 ml en el vial
de HPLC para su posterior inyeccion y andlisis. Este procedimiento se hizo el mismo para las

demdas concentraciones.


https://www.scopus.com/home.uri
https://www.webofscience.com/wos/alldb/basic-search
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/
https://bit.ly/2BL9yu1
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2.3.3 Andlisis por cromatografia liguida de alta resolucién (HPLC)

Una vez seleccionado el método cromatogréafico mas adecuado para la separacion de
componentes, se aplicé las condiciones para la inyeccion y la columna.
2.3.4 Andlisis estadistico

Para el analisis de datos, se realiz6 un andlisis de varianza para determinar las
diferencias en el contenido de compuestos quimicos debido a los métodos de extraccion, para

ello se utiliz el programa estadistico Statgraphics 19.
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Capitulo tres

Resultados y Discusion

Para la presente investigacion se hizo el andlisis de 35 articulos cientificos buscados

en las distintas plataformas (PubMed, ScienceDirect, Scopus, Web of Science, Google

Académico). Se aplicaron filtros correspondientes como palabras claves; HPLC, mango

leaves, antioxidantes, mangiferina, el afio 2012-2022, el area de investigacion: Ingenieria

Quimica, Alimentos, esto con el fin de mejorar la basqueda de informacién. De los mismos se

escogieron 4 articulos con su método investigativo, ya que se adaptan mas por la informacion

gue ofrecian, como se describe en la Tabla 3, pero de todas se eligié la investigacién de

Fernandez Ponce, asi mismo basandonos en los estandares disponibles en laboratorio.

Tabla 3

Comparacién de Métodos para HPLC

Comparacién

7. Guaman-
Balcazar et
al,2018,

Nanoparticulas

8. Fernandez
Ponce et al,2015,

Hojas de mango

4.Lingfeng Wu
et al,2020
Compuestos

fendlicos en

1. Dorta et al
,2014 Cribado

de compuestos

(etanol, etanol —
agua 50:50,

agua

antioxidantes a compuestos ] fendlicos HPLC-
_ _ i variedades de
partir de hojas fendlicos ) ESI-QTOF-MS,
o . hojas de mango,
de mango, antioxidantes, ifset b foodres
Jpba
supflu
Extraccién
subcritica:
CO2/min de
El etanol y la
caudal de COz2y o
El acido férmico acetona de
1-15gde agua, etanol y la o
] ] y el acetonitrilo grado HPLC
Solvente disolvente/min | Mezcla etanol/agua .
en grado metanol: &cido
de caudal de 50:50 o o
cromatografico | férmico (99:1, v:
etanol. PLE:

v)




separacion a

20%-22% B

B [t (min), %B]: (0,
0), (0,2, 0), (0,3, 7),
(14.7, 8.5), (40,

0-5 min, 15 % B;
5-20 min, 15-25
% B; 20-40 min,
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50 %
acetonitrilo, 40
% metanol (que

contiene 0,05 %

(disolvente B).

: (0-10 min), 22 25-50 % B; 40-
Gradiente 19), (45, 33), (48, ] de TEAy 0,05 M
%—22 % B 55 min, 80 % B;
50), (50, 95), (57, . de AA), 5 % de
y 55-60 min, 15
0)y (63, 0) cloroformoy 5 %
% B.
de n-heptano.
ACN (0,1 %BHT
Butil-
A (0,1 % de . .
agua/0,1 % de o hidroxitolueno)
] ] acido foérmico-
A (0,1 % (viv) acido férmico /MeOH (0,05 M
o . agua) y la
. de &cido formico | (disolvente A) y = NH40ac, 0,05 %
Fase movil o elucién B (0,1 %
enagua)y B acetonitrilo/acido . TEA) /CHCI3
o o de &cido
(acetonitrilo) férmico al 0,1% o (0,1 % BHT) /n-
férmico-

acetonitrilo)

heptano (0,1 %
BHT) (50:40:5:5,

VIVIVIV)

Nota. Comparaciones de cuatro métodos de HPLC de distintas investigaciones.

3.1 Resultado de la busqueda bibliografica del método para HPLC

Estas son las siguientes: Columna C18(250 x 4.6 mm,5 um) a 25 °C. La fase movil

consistié en agua/0,1 % de &cido férmico (disolvente A) y acetonitrilo/acido férmico al 0,1 %

(disolvente B).

Antes de la inyeccién en el HPLC los extractos se filtraron, el volumen de inyeccion

para todas las muestras fue de 2 ml para cada vial. Para la fase mavil con un caudal de 0.5

ml/min utilizando un perfil de gradiente lineal con las siguientes proporciones de disolvente B

[t (min), %B]: (0, 0), (0,2, 0), (0,3, 7) (14.7, 8.5), (40, 19), (45, 33), (48, 50), (50, 95), (57, 0) y

(63, 0), como se puede ver en la Figura 5 (Fernandez et al., 2015).
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Figura 5
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3.2 Identificacion de compuestos fenédlicos

Las muestras extraidas por distintas extracciones se analizaron en el equipo de HPLC
para conocer los compuestos fendlicos como son mangiferina, acido galico y quercetina.

El analisis HPLC-UV a partir de extractos de etanol de hoja de mango mostré
diferentes familias de compuestos fendlicos (acido galico), flavonoides (Quercetina) y
xantonas (Mangiferina).

Permitiendo obtener la elucion de acido galico a 9.6 min, mangiferina a 35.74 min y
guercetina a 53.6 min. El espectro UV del estandar de mangiferina, quercetina y acido galico
resalta un pico a longitudes de onda del detector UV-VIS 278 — 200 nm de gran area
representativa, asi mismo con respecto a cada extracto de maceracion, ultrasonido, liquido
presurizado y co-solvente.

Una vez obtenidas las areas de las distintas concentraciones de los estandares se
llevé a cabo el andlisis de datos, ver Apéndice A, para realizar una recta patron, ver Apéndice
B representando el area en el gje frente a la concentracion de mangiferina, quercetina, acido

gélico.
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Las ecuaciones obtenidas de las gréaficas de los compuestos a estudiar y el coeficiente

de correlaciéon se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4

Calibracién de las curvas de los compuestos fendlicos

Coeficiente de

Compuesto Ecuacion Correlacion (r?)
Mangiferina y =12411x + 314,42 R2=0,998
Quercetina y = 35723x + 414,18 R? =0,9913
Acido Galico y = 33135x — 197,5 R2 =0,9862

Nota. En esta tabla se observa las ecuaciones de la recta con su coeficiente
de correlacion.
Los resultados de los compuestos quimicos para las diferentes técnicas de extraccion

se muestran en la Tabla 5 donde podemos ver la cantidad de concentracion de las muestras

mas la desviacion estandar.

Tabla b

Resultados de los compuestos quimicos para las diferentes técnicas de extraccién

Técnicas de Extraccion Compuestos Quimicos

Mangiferina Quercetina  Acido Galico
Maceracién 441,14 + 190,07 4,85+0,19 12,13+7,55
Co-solvente 166,12 + 149,18 1,64 + 0,66 1,53+1,40
Ultrasonido 411,47 +32,23 7,49+444 13,82+1261
Liquido Presurizado 184,74 £+ 35,28 2,25+2,17 4,75+ 3,79

Nota: Todos los valores son la media de 3 réplicas en mg/g + la desviacion estandar.

3.2.1 Mangiferina

Bajo el disefio experimental aplicado a los datos en el programa Statgraphics 19 del
estudio se hizo un andlisis de varianza ANOVA (aplicando andlisis de varianza) (Apéndice A)
se comprobé que existe una diferencia significativa (P<0,05), como se puede ver en la prueba
de multiple rango realizada Tabla 6 y Figura 6, con un nivel de 95,0 % confianza. El contenido
de mangiferina fue el compuesto quimico predominante de las hojas estudiadas por las

diferentes extracciones, resultando el de mejor extraccion por maceracion, ya que presenta
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441,147 mg/g muy cercano por ultrasonido de 411,47 mg/g, liquido presurizado con 184,743
mg/g y co-solvente 166,12 mg/g como se puede observar en la Tabla 5.

Tabla 6

Pruebas de Mdltiple Rangos para Mangiferina

Técnicas de Casos Media  Grupos
Extraccién Homogéneos
Co-solvente 3 166,12 X

Liquido 3 184,74 XX
Presurizado

Ultrasonido 3 411,47 XX
Maceracion 3 441,15 X

Nota. En esta tabla se observa las cantidades de
mangiferina en mg/g de extracto.
Figura 6

Mangiferina Medias y 95.0% de Fisher LSD
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En el estudio realizado por Jara, (2014) sobre el potencial antioxidante de los
subproductos agroindustriales de mango (Mangifera indica L.) donde los extractos fueron
obtenidos utilizando etanol — metanol encontré una menor concentracién de mangiferina 166
mg/kg ms obtenido por el método de maceracion dinamica, sin embargo en el estudio
realizado por Banchén & Palma, (2018) donde los extractos fueron obtenidos utilizando
metanol encontré una concentraciébn mayor de 15,66 g/g por extraccion por soxhlet. En la
investigacion realizada por Fernandez et al., (2015) sobre el uso de técnicas de alta presion

para producir extractos de hojas de Mangifera indica L. enriquecidos en potentes compuestos
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fendlicos antioxidantes, obtuvo igualmente mayor concentracion de 23,78 g/100 g extracto
seco usando etanol puro como solvente de extraccion por liquido presurizado y por extraccion
co-solvente obtuvieron de la misma manera mayor concentracion de 13,42 g/100 g extracto
seco. Mientras que en el estudio realizado por (Zou et al., 2014) obtuvo una menor
concentracion de 58,46+1,27 mg/g en extraccion por ultrasonido utilizando disolvente etanol
acuoso. Para el estudio realizado de Guaman et al., (2018) por extraccion co-solvente
obtuvieron menor concentracion de 276.91+014(mg compuestos/g precipitado), en extraccion
por liquido presurizado obtuvieron cantidades menores de 94.36+0.18(mg compuestos/g
precipitado) utilizando agua-etanol como solvente. En otro de los estudios realizados por
Dorta et al., (2014) obtuvieron mayor concentracion de 4.15+0.18 g/100 g de muestra seca
por extraccién asistida por microondas con etanol - agua como solvente. Siendo menor en
algunas, mientras que en otras investigaciones es mayor la concentracion en comparacion a
la obtenida en este estudio.

Esto puede ser debido a la variedad de mango que se utilizé, incluso las condiciones
fisicas de las hojas y por el solvente de extraccién utilizado.

3.2.2 Quercetina

Bajo el disefio experimental aplicado a los datos en el programa Statgraphics 19 del
estudio se hizo un analisis de varianza ANOVA (Apéndice A) se comprobd que no existe una
diferencia significativa (P>0,05) como se puede ver en la prueba de multiple rango realizada
Tabla 7 y Figura 7, con un nivel de 95,0 % confianza. El contenido de quercetina, un
flavonoide, también estuvo presente para las diferentes extracciones, pero fue bajo lo que se
encontré para todos los extractos, con la extraccion por ultrasonido 7,50 mg/g y 4,85 mg/g,
en la extraccién cosolvente 2,27 mg/g, muy similar con la extraccion liquido presurizado 2,25
mg/g, como se observa en la Tabla 5.

Tabla 7

Pruebas de Multiple Rangos para Quercetina

Técnicas de Casos Media  Grupos

Extraccion Homogéneos
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Liquido 3 2,25 X
Presurizado

Co-solvente 3 2,27 X
Maceracion 3 4,85 XX
Ultrasonido 3 7,50 X

Nota. En esta tabla se observa las cantidades de quercetina
en mg/g de extracto.
Figura 7

Quercetina Medias y 95.0% de Fisher LSD

9,9

7.9

5.9

3,9

Quercetina

Co-solvente Liquido Presurizado Maceracién Ultrasonido
Factor_A

En el estudio realizado por Jara, (2014) sobre el potencial antioxidante de los
subproductos agroindustriales de mango (Mangifera indica L.) donde los extractos fueron
obtenidos utilizando etanol — metanol encontr6 una menor concentracion de quercetina
presentando 77 mg/kg ms por maceraciéon dinAmica. Sin embargo, en la investigacion
realizada por Fernandez et al., (2015) sobre el uso de técnicas de alta presién para producir
extractos de hojas de Mangifera indica L. enriquecidos en potentes compuestos fendlicos
antioxidantes, no detectaron quercetina usando etanol puro como solvente en la extracciéon
por liquido presurizado y por extraccion co-solvente. Para el estudio realizado de Guaman et
al.,, (2018) por extraccion co-solvente obtuvieron mayor concentracion de 40.55+014(mg
compuestos/g precipitado), en extraccion por liquido presurizado obtuvieron igualmente
cantidades mayores de 53.58+0.45(mg compuestos/g precipitado) utilizando agua-etanol

como solvente. En otro de los estudios realizados por Dorta et al., (2014) obtuvieron de la
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misma manera mayor concentracion de 33.38 + 0.94 g/100 g de muestra seca por extraccion
asistida por microondas con etanol-agua como solvente. Siendo en la mayoria de los estudios
analizados mayor cantidad de quercetina que la analizada en esta investigacion.

Esto puede ser debido a la variedad de mango que se utilizo, incluso las condiciones
fisicas de las hojas y por el solvente de extraccion utilizado.

3.2.3 Acido Galico

Bajo el disefio experimental aplicado a los datos en el programa Statgraphics 19 del
estudio se hizo un andlisis de varianza ANOVA (Apéndice A) se comprobd6 que no existe una
diferencia significativa (P>0,05) como se puede ver en la prueba de multiple rango realizada
Tabla 8 y Figura 8, con un nivel de 95,0 % confianza. El contenido de &cido galico que es un
flavonoide, el cual muestra muy poco en comparacion a la mangiferina y un poco mas que la
guercetina, resultando por extraccién por ultrasonido 13,82 mg/g, seguido la extraccién por
maceracion 12,13 mg/g asi mismo la extraccién por liquido presurizado con 4,75 mg/g y por

ultimo la extracciéon por co-solvente con 1,53 mg/g como se puede observar en la Tabla 5.
Tabla 8

Pruebas de Muiltiple Rangos para Acido Galico

Técnicas de Casos Media  Grupos
Extraccién Homogéneos
Co-solvente 3 1,86333 X

Liquido 3 4,75333 X
Presurizado

Maceracion 3 12,1333 X
Ultrasonido 3 13,8233 X

Nota. En esta tabla se observa las cantidades de acido galico

en mg/g de los extractos.
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Figura 8

Acido Galico Medias y 95.0% de Fisher LSD
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Acido Galico

w
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|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|

Co-solvente Liquido Presurizado Maceracion Ultrasonido
Factor_A

En el estudio realizado por Jara, (2014) sobre el potencial antioxidante de los
subproductos agroindustriales de mango (Mangifera indica L.) donde los extractos fueron
obtenidos utilizando etanol — metanol encontré una mayor concentracion de acido galico
presentando 1471 mg/kg ms por maceracion dinamica. Mientras que en el estudio realizado
por Banchén & Palma, (2018) donde los extractos fueron obtenidos utilizando metanol,
encontré igualmente una mayor concentracion de acido gélico de 276,24 mg/ml por extraccion
soxhlet. De la misma manera, en la investigacion realizada por Fernandez et al., (2015) sobre
el uso de técnicas de alta presién para producir extractos de hojas de Mangifera indica L.
enriquecidos en potentes compuestos fendlicos antioxidantes, usando etanol puro como
solvente de extraccion por liquido presurizado obtuvieron una mayor concentracion de 4,48
g/100 g seco y por extraccion co-solvente igualmente mayor de 3,02 g/100 g seco. Para el
estudio realizado de Guaman et al., (2018) por extraccién co-solvente obtuvieron 44.67 +
010(mg compuestos/g precipitado), en extraccién por liquido presurizado obtuvieron del
mismo modo con cantidades mayores de 21.54+0.11(mg compuestos/g precipitado)
utilizando agua-etanol como solvente. En otro de los estudios realizados por Dorta et al.,
(2014) obtuvieron mayor concentracion de 36.09 + 2.24 g/100 g de muestra seca por

extraccion asistida por microondas con etanol-agua como solvente. Siendo en todos los
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estudios analizados es mayor la cantidad de concentracion de acido galico en comparacion
a nuestra presente investigacion.
Esto puede ser debido a la variedad de mango que se utilizo, incluso las condiciones

fisicas de las hojas y por el solvente de extraccion utilizado.
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Conclusiones

El extracto de hojas de Mangifera indica L. exhibe efectos antioxidantes, gracias al
contenido de compuestos polifendlicos como derivados de benzofenonas, flavonas y
xantonas gue se pudo cuantificar por el método HPLC que consistio en la mezcla agua/0,1 %
de &cido formico como (disolvente A) y la mezcla de acetonitrilo/acido férmico al 0,1 % como
(disolvente B) Los extractos estudiados fueron por diferentes extracciones como: maceracion,
ultrasonido, liquido presurizado y co-solvente, esto en orden de mayor cantidad de
concentracion a menor cantidad de concentracién de los compuestos quimicos estudiados
utilizando etanol como solvente.

Las condiciones cromatograficas de HPLC UV utilizado permiti6 identificar la
mangiferina con una mayor cantidad de concentracion extraida por maceracion fue 441,14
mg/g, acido galico de 13,82 mg/g por ultrasonido y quercetina 7,49 mg/g mediante la

extraccién por ultrasonido en los extractos de las hojas de Mango.
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Recomendaciones

Validar el método analitico utilizado para asegurar la calidad de los resultados y tener
claro el solvente a utilizar durante todo el proceso del estudio.

A patrtir de los altos valores de mangiferina detectados se pudieran establecer estudios
preclinicos para evaluar el potencial en uso de biopeliculas comestibles y asi mismo en la
rama de la farmacoetnologia, nutracéuticas, cosméticas e industria alimentaria, ya que son

una fuente rica de potentes antioxidantes fendlicos.
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Apéndice
Apéndice A. Tablas
Tabla Al
Mangiferina con sus concentraciones, areay
tiempo de retencién

Mangiferina es una xantona PM:422,3

Concentracion Area # del
mg/ml (100%) cromatograma R
0,500 6491,02 15 35,7
0,250 3459,65 12 35,8
0,063 1223,86 11 35,8
0,031 554,72 9 35,7

Nota. En esta tabla se observan las areas y
tiempos de retencién de cada concentracion del
estandar de mangiferina.

Tabla A2

Quercetina con sus concentraciones, areas y
tiempo de retencion

Quercetina Flavonoide PM: 302,24 Antioxidante

Concentracion Area # del
mg/ml (100%) cromatograma TR
0,500 18069,44 16 53,6
0,125 5973,04 10 53,6
0,050 1740,91 10 53,6
0,025 879,16 8 53,6

Nota. En esta tabla se observan las areas y
tiempos de retencién de cada concentracion del
estandar de quercetina.

Tabla A3

Acido gélico con su concentracion, areay
tiempo de retencion

Acido Galico acido organico PM: 170,13

34



Concentracién Area # del

TR
mg/ml (100&) cromatograma
0,500 16869,62 7 6,4
0,050 1286,20 7 9,2
0,025 812,49 6 9,8
0,013 245,02 7 9,7

Nota. En esta tabla se observan las areas y
tiempos de retencion de cada concentracion del

estandar de &cido galico.



Tabla A4

Céalculos de concentraciones de los estandares

C1*V1=C2*Vv2

Mangiferina V1=C2*V2/C1 V2 2 mi
concentracion= Cl |ppm
14 mg 14 |mg| 1000 |ppm
14 ! mi 0,014 | L C2 |ppm|V1=C2*V2/C1l |ml|V1=C2*V2/C1 |uL completar vial ml completar vial uL
con etanol con etanol
0,500 | mg/mi 500 |ppm 1,00 ml 1000 uL 1,00 mi 1000 uL
0,250 | mg/mi 250 |ppm 0,50 ml 500 uL 1,50 mi 1500 uL
0,063 | mg/ml 62,5 |ppm 0,125 ml 125 uL 1,88 mi 1875 uL
0,031 | mg/mi 31,25 | ppm 0,0625 ml 62,5 uL 1,94 mi 1938 uL
C1*V1=C2*V2
Quercetina V1=C2*Vv2/C1 V2 2 ml
concentracion= Cl |ppm
14 mg 14 |mg| 1000 |ppm
14 ! mi 0,014 | L C2 |ppm|V1=C2*V2/C1l |ml|V1=C2*V2/C1 |uL completar vial ml completar vial uL
con etanol con etanol
0,500 | mg/mi 500 |ppm 1,00 ml 1000 uL 1,00 mi 1000 uL
0,125 | mg/ml 125 | ppm 0,25 ml 500 uL 1,50 ml 1500 uL
0,050 | mg/mi 50 |ppm 0,10 mi 100 uL 1,90 mi 1900 uL
0,025 | mg/mi 25 | ppm 0,05 mi 50 uL 1,95 mi 1950 uL
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C1*Vv1=C2*Vv2

Acido Galico V1=C2*Vv2/C1l V2 2 ml
concentracion= Cl |ppm
14 1 mg 14 |mg| 1000 |ppm
14 ml 0,014 | L C2 |ppm|V1=C2*V2/C1l | ml|V1=C2*V2/C1 |uL | completar vial | ml | completar vial | uL
0,500 | mg/mi 500 |ppm 1,00 ml 1000 uL 1,00 ml 1000 uL
0,050 | mg/mi 125 | ppm 0,25 ml 250 uL 1,75 mi 1750 uL
0,025 | mg/ml 62,5 |ppm 0,125 mi 125 uL 1,88 mi 1875 uL
0,013 | mg/ml 31,25 | ppm 0,0625 mi 62,5 uL 1,94 mi 1938 uL
Tabla A5
Preparacion de fase mévil
Agua (destilada
HPLC 40 A= -
filtrada) hplc
Va a fluir o
Muestras (12) ]
efluye a hplc ) 0,1% de acido
, ml/min +estandares (15) = 27 )
férmico (CH202)
muestras
. : B
Tiempo(min) A (%) A(ml) B(ml)
(%)
0 0 100 0 0 0 B= Acetonitrilo
0,1% de acido
0,2 0,2 100 0,1 0 0 ]
férmico (CH202)
0,3 0,1 93 0,0465 7 0,0035
14,7 14,4 91,5 6,588 8,5 0,612 % v/v= volumen de soluto  100% | 10/100
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volumen de
40 25,3 81 10,2465 19 2,4035 . y 0,10% 0,6
disolucién
volumen
(% v/v) *volumen de
45 5 67 1,675 33 0,825 de soluto . . 0,2
_ disolucién/100%
48 3 50 0,75 50 0,75
enun _
50 2 5 0,05 95 0,95 ) 63 min
tiempo
57 7 100 3,5 0 0 315 ml
Suma
63 6 100 3 0 0
total
63 25,956 5,544 31,5 ml
Para unas 40 muestras redondeando 519,12 110,88 630 ml
para la limpieza porque en si son 27 _ Acetonitrilo
Agua H20 destilada hplc 630 mi
muestras C2H3CN
Volumen
de redondeando 600 ml 150 mi 750 mi total

disolucién

A acido
férmico
CH202
B acido
Formico
CH202
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Tabla A6

Calculos de las concentraciones de las muestras o extractos.

ml
Tom
ar
Pesos Pesos Concentra
Muestra . alicu C1*v1=C
muest | Muestras( | etanol( cion
S otay 2*V2
ras (g) mg) ml) mg/ml
pone
rel
vial
Macerac V1=C2*V
0,03 30,00 10 3,00 2 | ml
i6n 1 2 2/C1
Macerac
) 0,03 30,00 10 3,00
i6n 2 2
Macerac
) 0,03 30,00 10 3,00
i6n 3 2
Ultrason
0,03 30,00 10 3,00
ido 1 2
Ultrason C1*vi=C
0,03 30,00 10 3,00
ido 2 2 2*\V/2
Ultrason Acido V1=C2*V
) 0,03 30,00 10 3,00 ) V2 ml
ido 3 2 Galico 2/C1
Liquido
Presuriz | 0,03 30,00 10 3,00 C1 PP
m
ado 1 2 concentracion=
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Liquido
: 10 | pp
Presuriz | 0,03 30,00 10 3,00 10 mg 10
00 | m
ado 2 2 1
Liquido compl compl
. 0,0 pp | V1=C2*V |m| V1=C2*V |u u
Presuriz | 0,03 30,00 10 3,00 10 mi Cc2 etar etar
1 m 2/C1 I 2/C1 L ) . L
ado 3 2 vial vial
Co-
0,5 50 | pp m u u
solvente | 0,03 30,00 10 3,00 mg/ml 1,00 1000 1,00 1000
00 0 | m I L L
1 2
Co-
0,2 25 | pp m u
solvente | 0,03 30,00 10 3,00 mg/ml 0,50 500 1,50 1500
50 0 | m I L L
2 2
Co-
0,1 12 | pp m u u
solvente | 0,03 30,00 10 3,00 mg/ml 0,25 250 1,75 1750
25 5| m I L
3 2
0,0 62, | pp m u u
Total 0,03 360,00 120 36,00 24 mg/ml 0,13 125 1,88 1875
63 5| m I L L
0,0 31, | pp m u u
mg/ml 0,06 62,5 1,94 1938
31 3| m I L L
Concentracion u
3000 ppm 10 ml etanol 8,06 8062,5
de las muestras L
3000 mg/L
2 mg/ml
0 mi TOTA
etanol L, 138,06 mi




ml de
inyecci
on

ETAN
oL

150 ml
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Tabla A7

Cantidad de Muestra de Mangiferina

Mangiferina
m b
Muestras Area _ _ o
Ecuacién 12411 314,42 Cantidad Mangiferina/Extracto
100%

Maceracion

. 24807,73 X= 1,97 mg/ml 657,84 mg/g
Maceracion

) 13828,76 X= 1,09 mg/ml 362,97 mg/g
Maceracion

3 11582,42 X= 0,91 mg/ml 302,63 mg/g
Ultrasonido

1 14425,87 X= 1,14 mg/ml 379,00 mg/g
Ultrasonido

) 16825,24 X= 1,33 mg/ml 443,45 mg/g
Ultrasonido

3 15652,82 X= 1,24 mg/ml 411,96 mg/g
Liquido
Presurizado 6589,63 X= 0,51 mg/ml 168,54 mg/g

1

Liquido
Presurizado 6289,76 X= 0,48 mg/mi 160,48 mg/g

2

Liquido
Presurizado 8699,79 X= 0,68 mg/ml 225,21 mg/g

3
Co-solvente

1 12872,87 X= 1,01 mg/ml 337,29 mg/g
Co-solvente

5 3935,85 X= 0,29 mg/mi 97,26 mg/g
Co-solvente

2690,28 X= 0,19 mg/ml 63,81 mg/g




Tabla A8

Cantidad de Muestra de Quercetina

43

Muestras

Maceracion
1
Maceracion
2
Maceracion
3
Ultrasonido
1
Ultrasonido
2
Ultrasonido
3
Liquido
Presurizado
1
Liquido
Presurizado
2
Liquido
Presurizado
3
Co-solvente
1
Co-solvente
2
Co-solvente
3

Quercetina
m b
Area Ecuacion 35723 414,18 Cantidad Mangiferina/Extracto
944,64 X= 0,01 mg/ml 4,95 mg/g
909,93 X= 0,01 mg/ml 4,63 mg/g
947,75 X= 0,01 mg/ml 4,98 mg/g
1766,30 X= 0,04 mg/ml 12,62 mg/g
945,49 X= 0,01 mg/ml 4,96 mg/g
940,17 X= 0,01 mg/ml 4,91 mg/g
924,33 X= 0,01 mg/ml 4,76 mg/g
527,13 X= 0,00 mg/ml 1,05 mg/g
516,22 X= 0,00 mg/ml 0,95 mg/g
739,06 X= 0,01 mg/ml 3,03 mg/g
614,25 X= 0,01 mg/ml 1,87 mg/g
617,35 X= 0,01 mg/ml 1,90 mg/g




Tabla A9

Cantidad de Muestra de Acido Galico

44

Acido Galico
m b
Muestras ; » ) o
Area Ecuacion 33135 197,5 Cantidad Mangiferina/Extracto

Maceracion

. 2265,31 X= 0,06 mg/ml 20,80 mg/g
Maceracion

) 1057,57 X= 0,03 mg/ml 8,65 mg/g
Maceracion

3 888,25 X= 0,02 mg/ml 6,95 mg/g
Ultrasonido

. 876,89 X= 0,02 mg/ml 6,83 mg/g
Ultrasonido

) 3018,13 X= 0,09 mg/ml 28,38 mg/g
Ultrasonido

3 819,93 X= 0,02 mg/mi 6,26 mg/g
Liquido
Presurizado 974,93 X= 0,02 mg/ml 7,82 mg/g

1

Liquido
Presurizado 786,12 X= 0,02 mg/ml 5,92 mg/g

2

Liquido
Presurizado 249,55 X= 0,00 mg/ml 0,52 mg/g

3
Co-solvente

. 500,56 X= 0,01 mg/ml 3,05 mg/g
Co-solvente

) 326,99 X= 0,00 mg/ml 1,30 mg/g
Co-solvente

320,33 X= 0,00 mg/ml 1,24 mg/g

3




Tabla A10

ANOVA de Mangiferina
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Fuente Suma de Gl Cuadrado Razo6n-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre 190659, 3  63552,9 4,19 0,0467
grupos
Intra grupos 121329, 8 15166,1
Total (Corr.) 311987, 11
Tabla A11
ANOVA de Quercetina
Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre 56,4628 3 18,8209 3,03 0,0935
grupos
Intra grupos 49,7539 8 6,21923
Total (Corr.) 106,217 11
Tabla A12
ANOVA de Acido Gélico
Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre 297,339 3 99,113 1,71 0,2412
grupos
Intra grupos 462,92 8 57,865
Total (Corr.) 760,259 11




FiguraB1
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Apéndice C. Nomenclatura

NOMENCLATURA

EtOH: Etanol absoluto

MeOH: Metanol

ACN: Acetonitrilo

HCOOH: Acido Férmico
C19H18011: Mangiferina
C15H1007: Quercetina
C6H2(OH)3COOH: Acido Galico
0.1 M: Molar

ml: Mililitro

pL: Microlitro

g: Gramo

mg: Miligramo

HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucién
MS: Espectrometria de masas
C: Concentracion.

V: Volumen

PPM: Partes por millon.

TR: Tiempo de Retencion

ANOVA (Analisis de varianza)
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