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Extraccion Asistida por Enzimas de Compuestos Fenoélicos a Partir
de Cascara de Mango Mangifera indica var. Tommy Atkins

Resumen: La extraccién convencional de compuestos bioactivos presenta bajos rendimientos, esto ha motivado el
desarrollo de métodos mads eficientes. El objetivo de esta investigacion fue evaluar el uso de enzimas en la extraccion
de compuestos fendlicos a partir de cdscara de mango Mangifera indica var. Tommy Atkins. En este trabajo se muestra
el efecto de pardmetros de extraccion en el contenido fendlico total (CFT). La aplicacion de pectinasa y
celulasa:pectinasa (1:1, m/m) increment6 el CFT en un 53 % y 46 %, respectivamente. Los factores temperatura y
tiempo fueron significativos (p < 0,05) en la extraccion asistida por pectinasa, asi como las interacciones entre la
temperatura y tiempo, y entre temperatura y pH. En el perfil de compuestos fendlicos, se observé un contenido
significativamente mayor (p < 0,05) de acido gélico al aplicar la extraccién asistida por pectinasa. En cuanto a las
propiedades antioxidantes, el uso de pectinasa en el proceso de extraccién incrementd aproximadamente un 70 % en la
capacidad antioxidante in vitro determinada mediante ensayo ABTS. No se observé actividad antimicrobiana frente a
Escherichia coli y Staphylococcus aureus. Los resultados sugieren que la EAE permite obtener extractos con
aplicabilidad para la industria, principalmente como antioxidantes.

Palabras clave: cdscara de mango, extraccidn asistida por enzimas, compuestos fendlicos

Enzymatic Assisted Extraction of Phenolic Compounds from Mango
Peel Mangifera indica var. Tommy Atkins

Abstract: The conventional extraction of bioactive compounds shows low yields, this has motivated the development
of more efficient methods. The objective of this investigation was to evaluate the use of enzymes in the extraction of
phenolic compounds from mango peel Mangifera indica var. Tommy Atkins. This article describes the effect of
extraction parameters on the total phenolic content (TPC). The application of pectinase and cellulase: pectinase (1:1,
m/m) increased the CFT by 53 % and 46 %, respectively. The factors temperature and time were significant (p < 0,05)
in the pectinase-assisted extraction, as well as the interaction of temperature and time and temperature and pH. In the
profile of phenolic compounds, a significantly higher content (p < 0,05) of gallic acid was observed when we applied
pectinase-assisted extraction. Regarding the bioactive properties, the use of pectinase in the extraction process increased
approximately 70 % the in vitro antioxidant capacity determined by ABTS assay. No antimicrobial activity was
observed against Escherichia coli and Staphylococcus aureus. The results suggest that EAE makes it possible to obtain
extracts with applicability for industry, mainly as antioxidants.

Key words: mango peel, enzymatic assisted extraction, phenolic compounds

1. INTRODUCCION

Los residuos desechados por agroindustrias pueden ser
valorizados a través de la extraccion de fitocompuestos. Uno
de los residuos agroindustriales con mayor potencial como
fuente de compuestos con actividad bioldgica es la cascara de
mango, que se destaca por su elevado contenido fendlico,
incluso entre 10 y 85 veces superior al cuantificado en semilla
y pulpa, respectivamente (Ruales et al., 2018). La mangiferina
es el compuesto de tipo fendlico predominante en cascara de
mango, principalmente en la variedad Tommy Atkins
(Marcillo-Parra et al., 2021). Estos compuestos presentes en
cdscara de mango puede ser aplicables en la industria
alimentaria, cosmética y farmacéutica por su actividad
antioxidante, antiinflamatoria y antimicrobiana (Huang et al.,
2018).

La extraccion de compuestos de tipo fendlico mediante
métodos convencionales como maceracion, hidrodestilacion y
Soxhlet requiere tiempos prolongados de extraccion, y altas
temperaturas, que ocasionan la descomposiciéon de
compuestos termoldbiles y pérdida de la actividad antioxidante
(Gligor et al., 2019; Soto-Maldonado y Zufiiga-Hansen, 2017).
Los bajos rendimientos de extraccién es otro inconveniente
comiin entre los métodos convencionales (Nadar et al., 2018).

La tendencia actual es la aplicaciéon de métodos alternativos
que permitan superar los inconvenientes de la extraccién
convencional. Para extraer compuestos de tipo fendlico a partir
de cascara de mango se han aplicado métodos alternativos
como extraccién asistida por microondas, ultrasonido y
extraccion supercritica (Dorta et al., 2014; Garcia-Mendoza et
al., 2015; Safdar et al., 2017). A pesar de que estos métodos
han logrado incrementar los rendimientos de extraccién, un
gran contenido de compuestos fendlicos ligados no son
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extraidos por estos procesos (Pérez-Jiménez y Torres, 2011).
El contenido de compuestos fenélicos ligados en cédscara de
mango es alto (hasta 29,52 mg/g) (Ajila y Prasada Rao, 2013).
Considerando esto, es necesaria la aplicacion de una
metodologia que libere compuestos fendlicos ligados, mejore
los rendimientos de extracciéon y mantenga las propiedades
bioactivas de los extractos.

La extraccion asistida por enzimas (EAE) es un método
eficiente utilizado para extraer compuestos bioactivos
mediante el uso de enzimas hidroliticas que degradan las
paredes celulares (Puri et al., 2012). También, estas enzimas
liberan compuestos ligados al hidrolizar sus enlaces
glicosidicos con compuestos estructurales de la pared celular
(Yadav et al., 2013).

Las principales ventajas de aplicar EAE son menor tiempo de
extraccién, mayor rendimiento y menor uso de solventes
orgdnicos téxicos (Marathe et al., 2019). Ademds, las
condiciones de operaciéon de este proceso no afectan la
capacidad antioxidante de compuestos extraidos (Soto-
Maldonado y Zuiiga-Hansen, 2017).

La EAE ya ha logrado mejorar la extraccién de compuestos
fendlicos en otros residuos agroindustriales provenientes de
frambuesa (Laroze et al., 2010), granada (Mushtaq et al.,
2015), uva (Gémez-Garcia et al., 2012) y cereza (Dominguez-
Rodriguez et al., 2021). También, estas investigaciones han
observado que el tipo de enzima, concentracién enzimadtica,
pH, tiempo y temperatura de incubacién, influyen en la
liberacién de compuestos. No existe informacion bibliogréfica
sobre la aplicacion de EAE en residuos de mango.

Teniendo esto en cuenta, el objetivo de este trabajo de
investigacidn fue evaluar el uso de enzimas en la extraccién de
compuestos fendlicos a partir de cascara de mango Mangifera
indica var. Tommy Atkins.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Muestra

Se usaron mangos Tommy Atkins cultivados en una finca de
la provincia de Imbabura - Ecuador, (0°27'06,4"N
77°59'22,6"W), adquiridos localmente en febrero de 2 019. De
acuerdo a la gravedad especifica de los frutos, se seleccionaron
aquellos considerados como maduros (densidad > 1 g.cm™)
(Rungpichayapichet et al., 2015). A éstos se realiz6 un proceso
de lavado con agua potable y desinfeccidn con hipoclorito de
sodio (50 ppm). La céscara se separé de la pulpa utilizando un
cuchillo de acero inoxidable. La piel separada se cort en
pedazos de aproximadamente 1cm? y se liofilizé en un
liofilizador (LabFreez FD-100F-R Pilot Freeze Dryer, Hunan,
China). Las cdscaras liofilizadas se trituraron en un molino de
granos (Corona-Universal, Bogotd, Colombia) y se tamizaron
empleando un tamiz (ndmero de malla 40). Las particulas
obtenidas tuvieron un tamafio menor a 0,42 mm. Para obtener
el contenido de humedad de la muestra se aplic6 un método
gravimétrico (AOAC, 2005). Finalmente, las muestras se
empacaron en fundas aluminizadas y se almacenaron a -20 °C

en un congelador (Thermo Scientifics Revco Ult 1 340,
Ashville, Estados Unidos).

2.2 Reactivos, estdndares y enzimas

El reactivo Folin-Ciocalteau y los solventes etanol, metanol,
dimetil sulféxido (DMSO) y acetonitrilo grado HPLC se
compraron de Merck (Darmstadt, Alemania). Los reactivos
carbonato de sodio, 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonato) diamonio (ABTS), fluoresceina sddica, acido (R)-
(+)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico
(Trolox), persulfato de potasio y 2,20-azo-bis(2-
amidinopropano diclorhidrato) (AAPH); y los estandares (+)-
catequina, dcido gélico, (-)-epicatequina, mangiferina,
quercetina y rutina hidrato se compraron a un distribuidor local
de Sigma-Aldrich (Saint Louis, Estados Unidos). Los medios
de cultivo Agar tripteina soya (TSA) y caldo tripteina soya
(TSB) se compraron de Difco (Detroit, Estados Unidos) y TM
media (Delhi, India), respectivamente.

Las enzimas comerciales: pectinasa (P4716) con actividad
enzimdtica > 5 unidades/mg proteina y celulasa (C1184) con
actividad enzimadtica > 0,30 unidades/mg solido se compraron
de Sigma—Aldrich (St. Louis, Estados Unidos). Para las
extracciones enzimaticas se utilizaron tres soluciones: Buffer
acetato 50 mM (pH 5), preparado con acetato de sodio y dcido
acético de Merck (Darmstadt, Alemania); y soluciones Buffer
citrato 50 mM de pH 3 y pH 5, preparadas con citrato de sodio
de J.T. Baker (Dagenham, Inglaterra) y 4cido citrico de Merck
(Darmstadt, Alemania).

2.3 Seleccion de la enzima

Se aplicé un primer experimento para seleccionar la enzima
que maximice el CFT de los extractos. Se aplicaron tres
tratamientos enzimdticos: pectinasa, celulasa y una
combinacién de celulasa y pectinasa (1:1, m/m). Ademads, se
prepar6 un control bajo las mismas condiciones, sin la adicién
de tratamiento enzimatico. Cada extraccion se realizé por
triplicado y se determiné el CFT.

Se colocaron 0,50 g de cdscara de mango liofilizada en una
botella de vidrio &mbar, luego se afiadieron 25 mL de solucién
de la respectiva enzima en Buffer citrato pH 4, siendo 5 % E/S
la concentracién final. La mezcla se mantuvo a una
temperatura de 30 °C por 180 min en un bafio termostitico
(Precision Scientific 66 800 modelo 25, Chicago, Estados
Unidos) con agitacion constante a 150 rpm. Luego, se detuvo
la reaccién enzimadtica enfriando la mezcla en un bafio con
hielo durante 10 min y se centrifugé a 2 512 x g durante 15
min a 4 °C. Posteriormente, se filtré la suspensién usando
papel Whatmann 1 y se recogi6 el sobrenadante. Después, 25
mL de solucién etanol:agua (1:1, v/v) se afiadieron al residuo
y se sometié a una nueva extraccién en un bafio Ultrasénico
(Branson 3210, Danbury, Estados Unidos), con una
frecuencia de 40 Hz. Después de 15 min de extraccién, la
suspensién se centrifugé y se filtré bajo las condiciones
previamente mencionadas. Finalmente, los dos sobrenadantes
se unieron. El extracto final obtenido a partir de los dos
sobrenadantes se almacené a 4 °C para su posterior andlisis.
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2.4 Determinacion del contenido fendlico total

El ensayo de Folin-Ciocalteu empleado para cuantificar el
CFT de los extractos se llevé a cabo de acuerdo al método
descrito por Georgé et al. (2005). A un volumen de 0,50 mL
de extracto diluido, estandar o blanco se afiadieron 2,50 mL de
una solucién del reactivo Folin-Ciocalteu:agua (1:10, v/v).
Después de 2 min, se agregd una solucién de carbonato de
sodio (2 mL), de concentraciéon 75 g/L. La reaccién se llevé a
cabo a una temperatura de 50 °C por 15 minutos manteniendo
la mezcla en un bafio termostatico (Precision Scientific 66 800
modelo 25, Chicago, Estados Unidos). Se construyé una curva
de calibracién con un estandar de dcido galico. Los resultados
se presentaron como mg equivalentes de dcido galico/g en base
seca de cascara de mango (mg EAG/g base seca).

2.5 Experimento de diserio factorial

Luego de seleccionar la enzima que increment6 el CFT de los
extractos, se aplicé un disefio factorial 24 con 4 repeticiones en
el punto central para evaluar los factores que afectan
significativamente el CFT de los extractos. El disefio fue
sugerido por el software Statgraphics Centurion 18 version
18.1.14. Los factores que se evaluaron fueron tiempo de
incubacién, temperatura, % E/S y pH. Para cada factor, el
rango experimental se basé en condiciones de operacién
reportadas por la ficha técnica de las enzimas y datos
reportados en la literatura para otros sustratos (Chamorro et al.,
2012; Fernandez et al., 2015; Goodger et al., 2016; Lotfi et al.,
2015; Mushtaq et al., 2015). El disefio completo que consté de
20 puntos experimentales se muestra en la Tabla 1. Los
experimentos se realizaron en orden aleatorio para minimizar
los efectos de los factores no controlados. La variable de
respuesta fue el CFT, expresada como la media de tres
determinaciones independientes. La extraccién se realizd
segtin el proceso detallado en 2.3.

2.6 Perfil de compuestos fenolicos por UPLC-PDA

Los extractos fueron purificados mediante extraccién en fase
s6lida. Se cargaron lentamente 4 mL de extracto en una
columna Oasis HLB de 3 mL de volumen, 60 mg de peso de
sorbente y 30 um de tamafio de particula (Waters, Milford,
MA, Estado Unidos) previamente acondicionada con 3 mL de
metanol y 3 mL de agua desionizada. Los aziicares fueron
removidos con 2 mL de agua desionizada. Luego, los
compuestos que quedaron unidos a la superficie del adsorbente
se eluyeron con 4 mL de una solucién de metanol:acido
férmico (99:1, v/v). El eluyente obtenido se evapord bajo flujo
de nitrégeno a 35 °C. Para el andlisis, el residuo seco de la
muestra se redisolvié en 1 mL de agua:acido férmico (1 000:1,
v/v). Para lograr la completa disolucién, las muestras fueron
agitadas con un vértex por 1 min y sometidas a sonicacién en
un baflo Ultrasénico (Branson 3210, Danbury, Estados
Unidos) por 5 min. Finalmente, los extractos se pasaron a
través de un filtro de PVDF para jeringa, de tamafio de poro de
0,45 pm y se mantuvieron a una temperatura de -20 °C hasta
el andlisis por UPLC-PDA.

Los perfiles cromatograficos de los compuestos fendlicos
extraidos por EAE se analizaron utilizando un sistema Acquity
Ultra Performance Liquid Chromatograpy (Waters, Milford,
MA, Estados Unidos). Se usé una columna Acquity UPLC
High Strength Silica (HSS) T3 (2,1 mmx100 mm; 1,8 um; 100
A) a una temperatura de 40 °C, bajo las condiciones descritas
por Marcillo-Parra et al. (2021). Los datos espectrales UV-Vis
se registraron en un rango de 210 a 600 nm. El sistema UPLC
fue controlado por el software Empower 3 (Waters, Reino
Unido). Para la identificacién de compuestos, los tiempos de
retencion y espectros UV-Vis de los picos del cromatograma
se compararon con aquellos de los estdndares de mangiferina,
dcido gélico, (+)-catequina, (-)-epicatequina, quercetina y
rutina. La cuantificacién se realizé utilizando curvas de
calibracién de los respectivos estandares.

2.7 Capacidad antioxidante in vitro
2.7.1 Ensayo ABTS™

Se us6 el método detallado por Re et al. (1999) para aplicar el
ensayo ABTS*. Se hicieron reaccionar 10 pL de extracto
diluido, estdndar o blanco con 1 mL de solucién del catién
ABTS (ABTS") previamente preparada. Los cambios en la
absorbancia producidos por la reaccién se midieron a 734 nm,
se realizaron mediciones cada 60 s por 6 min. Se utiliz6 etanol
como blanco. Los resultados se expresaron como pM
equivalentes de Trolox/100 g en base seca de cdscara de
mango (uM ET/100 g base seca).

Tabla 1. Disefio factorial 2* con respuesta observada

Variables independientes Vrae?;‘:;: tge

Ensayo Tiempo Temperatura pH E/S CFT*
1 180 40 3 2 35,61
2 60 40 5 10 28,39
3 180 20 3 2 26,30
4 60 20 3 10 35,45
5 120 30 4 6 34,16
6 180 40 3 10 44,29
7 60 20 5 10 31,61
8 60 40 3 10 36,11
9 180 20 5 2 27,11
10 120 30 4 6 34,53
11 60 20 3 2 29,53
12 60 40 5 2 31,75
13 180 40 5 2 31,92
14 60 20 5 2 32,28
15 180 20 5 10 30,74
16 180 20 3 10 26,76
17 60 40 3 2 32,96
18 180 40 5 10 32,69
19 120 30 4 6 34,49
20 120 30 4 6 3391

*CFT expresado como mg GAE/g base seca (n=3)
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2.7.2 Ensayo ORAC

De acuerdo al método usado por Davalos et al. (2004) se
realizé lo siguiente, se agregaron por triplicado 20 pL del
extracto diluido, estdndar o blanco en una microplaca de 96
pocillos, acto seguido se adicioné una solucién de fluoresceina
de concentracién 1 140 mM (120 uL) y una solucién de AAPH
de concentracién 0,40 mM (60 pL). Una solucién Buffer de
fosfato de potasio se usé como blanco, y se usaron soluciones
de Trolox de concentracion 25, 50, 100, 300, 500, 800, 1 000
y 1500 uM para la curva de calibracién. La fluorescencia se
control6 cada 60 s por 80 min en un equipo de lectura de placas
(FLUOstar Omega, Offenburg, Alemania), usando los filtros
de longitud de onda de 485 nm para excitaciéon y 520 nm para
emision. Se construyé una curva para determinar la pérdida de
fluorescencia con respecto al tiempo y se determiné el area
bajo la curva (ABC) para el blanco, muestra y estandares.
Finalmente, se obtuvieron las diferencias entre el ABC del
blanco y la muestra/estdndar. Los resultados se expresaron
como uM equivalentes de Trolox/100 g en base seca de
céscara de mango (UM ET/100 g base seca).

2.8 Actividad antimicrobiana
2.8.1 Extractos

En este ensayo se utilizaron extractos liofilizados. Para esto,
los extractos hidroalcohdlicos obtenidos como se describe en
2.3 fueron concentrados al vacio en un rotavapor
(Buchi EL 131, Essen, Alemania) por 20 min a 40 °C. Luego,
se liofilizaron (Lyovac GT2, Frenkendorf, Suiza), y se
mantuvieron a -20 °C hasta su analisis.

2.8.2 Microorganismos

En este estudio se usaron dos cepas bacterianas liofilizadas
Kwik-Stik™ de Microbiologics: Staphylococcus aureus con
cédigo de referencia ATCC 25923 y Escherichia coli con
cédigo de referencia ATCC 25922. Los microorganismos
fueron activados en agar TSA mediante incubacién a 37 °C por
24 horas. Para la preparacion y estandarizacion del in6culo, se
tomaron 2 colonias aisladas y se suspendieron en 4 mL del
caldo TSB y se incubaron hasta alcanzar una concentracién de
1E+08 UFC/mL. Esta suspension se diluy6é con caldo TSA
hasta obtener una concentracién de 1E+06 UFC/mL (CLSI,
2015).

2.8.3 Concentracion minima inhibitoria

Para determinar la capacidad de los extractos para inhibir el
crecimiento bacteriano se determind la concentracién minima
inhibitoria (CMI) usando un método de microdilucién en caldo
de la guia M07-A10 del Instituto de Estdndares Clinicos y
Laboratorio (CLSI, 2015).

Se prepar6 una solucién madre de concentracién 5 000 pg/mL
diluyendo los extractos liofilizados en caldo TSB con DMSO
al 1 %. Esta solucién madre se utiliz6 para preparar diluciones
seriadas dobles (100 pL) en una microplaca estéril de 96
pocillos. Luego, a todas las diluciones se afiadieron 100 uL del
indculo estandarizado a una concentracién de 1E+06 UFC/mL

para alcanzar una concentracién final de SE+05 UFC en cada
pocillo. Las concentraciones finales de extractos en los
pocillos fueron desde 2 500 hasta 19,53 pg/mL. Se incluyeron
en el ensayo controles de esterilidad y crecimiento. Se utilizé
ampicilina (Genfar, Colombia) como antibidtico de referencia
a concentraciones de 62,50 a 0,49 pg/mL. Las microplacas se
incubaron durante 24 h a 37 °C. La densidad 6ptica se midid
en un lector de microplacas (BioTek Sinergy H2, Winooski,
VT, USA) a 600 nm. La concentracién més baja del extracto
que produjo una inhibicién del crecimiento del 90 % o mds se
consider6é como la CMI.

2.8.4 Concentracion minima bactericida

De cada dilucién de extracto que inhibié el crecimiento de
organismos bacterianos se tomaron 100 uL y se sembraron en
TSA. Estas placas se colocaron en la incubadora por 24 h a una
temperatura de 37 °C. La concentracién mds baja sin
crecimiento visible se definié como la concentracién minima
bactericida (CMB) (Cendrowski et al., 2020).

2.9 Andlisis estadistico

Para analizar los datos generados por el experimento se utilizé
el software Statgraphics Centurion 18 versién 18.1.14. El
andlisis de varianza multifactorial (ANOVA) se usé para
analizar el efecto de los pardmetros de extracciéon y sus
interacciones. Cuando los pardmetros presentaban un p < 0,05,
se consideraron que influfan significativamente en el CFT.
Todos los demds datos se evaluaron mediante un andlisis de
varianza unidireccional (ANOVA) y la prueba de
comparaciones multiples de LSD de Fisher (p < 0,05), cuando
correspondia.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Seleccion de la enzima

El CFT de los extractos obtenidos mediante la EAE con
enzimas pectinasa, celulasa y celulasa:pectinasa (1;1, m/m) se
muestra en la Tabla 2. El CFT de los extractos varid entre
27,23 +£2,17y41,65 £0,57 mg GAE/g base seca. Estos valores
son comparables con estudios previos que reportan un
contenido fendlico desde 29,31 hasta 41,46 mg GAE/g base
seca de cdscara de mango Tommy Atkins (Marcillo-Parra et
al., 2021). Se evidenciaron incrementos significativos

(p < 0,05) en el CFT al adicionar enzimas en la extraccion, en
comparacién con el control obtenido sin la aplicacién de
enzima. Los valores mas altos de CFT se obtuvieron al usar
pectinasa y celulasa:pectinasa (1:1, m/m). Estos incrementos
fueron del 53 % y 46 %, respectivamente, en comparacioén con

el control.
Tabla 2. Influencia del tipo de enzima en el CFT

Enzima CFT*
Pectinasa 41,65 +0,57 .,
Celulasa 34,62 +1,57
Celulasa:pectinasa 39,76 £ 1,59 ,
Control 2723 +2,17 .

*CFT expresado como mg GAE/g base seca. Los valores medios con letra
diferente son diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05). (n = 3)
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La aplicacién de enzimas en procesos de extraccién a partir de
otras matrices ha logrado incrementos similares en la
liberacién de compuestos fendlicos, segiin datos reportados
por otros investigadores. Gdmez-Garcia et al. (2012) lograron
incrementar en un 25 % el CFT de extractos obtenidos
mediante la extraccién con una enzima comercial, a partir de
residuos agroindustriales de uva. Un mayor incremento en el
CFT (42 %) de extractos obtenidos a partir de cdscara de
Dimocarpus longan fue observado por Rakariyatham et al.
(2020) al aplicar tratamientos enzimdticos para extraer
compuestos de tipo fendlico.

Si bien con la aplicacién de celulasa también se observé un
incremento significativo del 27 % en el CFT respecto al
control, este contenido fue menor comparado con los otros
tratamientos enzimaticos. Esto podria ser atribuido a la
presencia de lignina en la pared celular, ya que la misma puede
inhibir la accién hidrolitica de esta enzima mediante adsorcién
no productiva (Saini et al., 2016).

Varios autores han observado que el uso combinado de
enzimas en la EAE puede incrementar la liberacion de
compuestos fendlicos (Mushtaq et al., 2015; Wang et al.,
2017). Sin embargo, en esta investigacién no se evidenci6
diferencia significativa (p < 0,05) entre los tratamientos con
pectinasa sola y celulasa:pectinasa. Esto podria atribuirse al
hecho de que la enzima comercial pectinasa es una preparacién
enzimdtica que también contiene pequeflas cantidades de
celulasa y hemicelulasa, segtin lo reportado por los fabricantes
(Sigma Aldrich, 2021).

Con base en esto y con el objetivo de optimizar recursos, se
selecciond el tratamiento con pectinasa sola para los siguientes
ensayos.

3.2 Efecto de los pardmetros de extraccion en el CFT

Lavecchia y Zuorro (2016) proponen que después de
seleccionar la enzima adecuada para la extraccion, se deben
evaluar los efectos de otros pardmetros de extraccién en los
rendimientos de extraccion.

En esta investigaciéon se aplicé un disefio experimental
factorial 24 para analizar el efecto de la temperatura, el tiempo,
el % E/S y el pH sobre la EAE. El CFT extraido de cdscara de
mango oscild entre 26,30 y 44,29 mg GAE/g base seca (Tabla
1). Los parametros y las interacciones que influyeron
significativamente en el CFT se presentan en el diagrama de
Pareto (Figura 1).

La interacciéon entre la temperatura y el tiempo fue
significativa (p < 0,05). El factor temperatura también tuvo un
efecto positivo significativo (p < 0,05) en el CFT. Cuando la
temperatura aument6 de 20 °C a 40 °C, el TPC aumenté de
30,42 a 34,55 mg GAE/g base seca (Figura 2B). Estos
resultados son similares a hallazgos anteriores reportados por
Saad et al. (2019), donde el incremento de temperatura tuvo un
efecto positivo al usar un tratamiento enzimatico para liberar
polifenoles a partir de orujo de frambuesa. Incrementar la
temperatura podria acelerar la actividad enzimdtica, sin
embargo, temperaturas mayores a la 6ptima ocasionarian una

desnaturalizacion de la enzima, como se ha observado en la
extraccién de flavonoides a partir de Cajanus cajan (Fu et al.,
2008). Las altas temperaturas también podrian ocasionar la
degradacién de compuestos termolabiles (Prakash Maran et
al., 2014). También, otros mecanismos involucrados en la
extraccion podrian explicar el incremento en el CFT de los
extractos obtenidos cuando se eleva la temperatura. Estos son:
menor tension superficial y viscosidad del solvente, mejor
solubilidad de los compuestos en el medio, incremento en el
coeficiente de difusividad y el debilitamiento de la unién entre
compuestos fendlicos y otras estructuras (Andres et al., 2020;
Muniglia et al., 2014).

La interaccién entre los pardmetros temperatura y pH, y el
factor pH tuvieron un efecto negativo significativo (p < 0,05)
en el CFT (Figura 1). Asimismo, Fu et al. (2008) observé que
la mayor liberacién de apigenina y luteolina se obtuvo cuando
la EAE se realizé a valores de pH 3,50 y 4,00, respectivamente.
El incremento en la extraccién a valores de pH 4cido podria
deberse a que este factor cambia la conformacion estructural
de la enzima y por tanto, aumentaria su actividad; asi como
también a que mejora la plasticidad de la pared de la célula
facilitando la liberacién de compuestos (Bisswanger, 2014;
Muniglia et al., 2014).

No se observé un efecto significativo del tiempo y el % E/S en
los rangos evaluados (p < 0,05) (Figura 1). Otros estudios
tampoco han observado una mejor extraccién cuando se
utilizan dosis elevadas de enzima y se prolonga el tiempo de
extraccion (Le y Le, 2012; Shahram et al., 2019). Esto podria
ser consecuencia del efecto inhibidor de compuestos fendlicos
extraidos sobre enzimas pectinoliticas, lo cual disminuye su
accion enzimatica (Chen et al., 2009).

El resultado obtenido sugiere que 60 min de incubaciény 2 %
E/S son suficientes para liberar compuestos fendlicos por
EAE. Dosis altas de enzimas y tiempos de incubacién
prolongados representan un impacto econémico negativo, por
tanto, estos resultados son relevantes para la reduccién de
costos de produccion a nivel industrial.
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Figura 1. Diagrama de Pareto para CFT
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Figura 2. Efecto del tiempo (A); temperatura de incubacién (B); pH (C) y % E/S (D) en la EAE de compuestos fendlicos de la cdscara de mango

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, los pardmetros
seleccionados para obtener el perfii UPLC-PDA y para
determinar la actividad antioxidante y antimicrobiana son:
incubacién por 60 min a 40 °C, con 2 % E/S y a pH 3. Es
importante destacar que los pardmetros seleccionados de pH y
temperatura no coinciden con los indicados como éptimos por
los fabricantes de las enzimas, esto sugiere que estos efectos
merecen ser estudiados en cada proceso de extraccion.

0.23 Com enzima
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AU

)

0.00 i

-0.02
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3.3 Perfil de compuestos fendlicos por UPLC-PDA

Los perfiles fendlicos de extractos de cdscara de mango
obtenidos por EAE en las condiciones seleccionadas antes
mencionadas y sin adicidn de enzima (control) se muestran en
la Figura 3. En ambos extractos se identificaron vy
cuantificaron: dcido gélico, mangiferina y rutina (Tabla 3).

2

7.00 8.00 9.00
Minutos

10.00 11.00 12.00 13.00

Figura 3. Cromatograma UPLC-PDA. Linea azul: EAE con pectinasa. Linea roja: extraccién sin enzima. Picos: 1, Acido galico; 2, Mangiferina; 3, No

identificado; 4, Rutina. AU: unidades de absorbancia



Extraccion asistida por enzimas de compuestos fendlicos a partir de cdscara de mango Mangifera indica var. Tommy Atkins

El contenido de 4cido gilico en el extracto de EAE
(359,94 + 25,78 mg/100 g base seca) fue 12 veces superior que
el contenido en el extracto obtenido sin enzima (29,20 + 2,70
mg/100 g base seca). De entre los compuestos de tipo fenélico
analizados, presentes en cdscara de mango, el dcido géalico es
mds abundante. Sin embargo, su extraccién requiere una etapa
de hidrdlisis, ya que éste se encuentra ligado a polisacaridos
de la pared celular o en forma de galotaninos hidrolizables
(Velderrain-Rodriguez et al., 2018). Los resultados sugieren
que la enzima pectinasa hidroliz6 enlaces de la pared celular,
liberando este 4cido fendlico. Esto se ha observado en el
trabajo reportado por Martins et al. (2016), donde las enzimas
tanasa, pectinasa y celulasa incrementaron la extraccién de
dcido gdlico a partir de cdscara de uva.

El 4cido gélico es un potente captador de radicales y posee
una mayor biodisponibilidad, en comparacién con otros
polifenoles de mayor peso molecular (Carbonell-Capella et al.,
2014; Marino et al., 2014). Por consiguiente, la cantidad
liberada de este 4cido fendlico por EAE podria considerarse un
hallazgo importante para obtener extractos de mayor calidad.

En cuanto al contenido de rutina y mangiferina, no se observé
una diferencia significativa entre ambos extractos.

En este estudio no se detectaron los flavanoides (+)-catequina,
(+)-epicatequina y quercetina.

3.4 Efecto de la EAE sobre la actividad antioxidante in vitro

Los ensayos ABTS y ORAC son relevantes ya que los
parametros empleados para su obtencién podrian afectar su
actividad (Soto-Maldonado & Ziiiga-Hansen, 2017).

La actividad antioxidante in vitro presentada por los extractos
evaluados estd acorde a estudios previos sobre cdscara de
mango ecuatoriano (Figura 4), donde Marcillo-Parra et al.
(2021) y Ruales et al. (2018) reportaron una actividad
antioxidante de 24 a 34,60 mM Trolox/100 g base seca en el
ensayo ABTS y 29,87 mM Trolox/100 g base seca en el ensayo
ORAUC, respectivamente.

Por otro lado, ensayo ABTS demostr6 una actividad
antioxidante aproximadamente 1,65 veces mayor cuando los
extractos se obtuvieron mediante EAE.

Tabla 3. Compuestos fenélicos identificados mediante UPLC-PDA
* Contenido fendlico total determinado mediante ensayo Folin—Ciocalteu,

Compuestos Concentracion (mg/100 g
base seca)
Extraccion Extraccion sin
asistida por enzima (control)
enzima
*Contenido fendlico total 3500,23 £ 0,44 , 2383,99 +4,66 4,
Acido gilico 359,94 £25,78 , 29,20+£2,7,
Mangiferina 23,04 +£2,29, 19,35+ 1,04 ,
Rutina 13,51 £191, 22,76 £7,14 ,
Quercetina N.d. N.d.
(-)-Epicatequina N.d. N.d.
(+)-Catequina N.d. N.d.

expresado como mg EAG/100 g base seca. Los valores de medias con
diferentes letras son estadisticamente diferentes (p < 0,05). (n = 3). N.d.: no
detectado.

Previamente, otros estudios han demostrado que mediante la
EAE se pueden obtener extractos con mayor actividad
antioxidante. Zhou et al. (2017) aplicé un proceso de EAE
donde obtuvo una mayor actividad antioxidante comparado
con otros métodos. Las condiciones de extraccién que se
emplean en la EAE, asi como la mayor liberaciéon de
compuestos con potencial antioxidante podria explicar el
incremento en la capacidad captadora de radicales libres (Soto-
Maldonado y Ziiiga-Hansen, 2017).

Por otra parte, cuando se emple6 el ensayo ORAC no se
evidenci6 diferencias significativas en la actividad
antioxidante entre la EAE y el proceso sin enzima. Los
diferentes resultados obtenidos en los ensayos ABTS y ORAC
podrian atribuirse al mecanismo de captacién/eliminacién de
radicales detectado por cada método. El mecanismo de accién
del ensayo ORAC se basa en la transferencia de dtomos de
hidrégeno (HAT), mientras que la neutralizacién del radical
ABTS* puede ocurrir tanto por HAT como por transferencia
de electrones (SET) (Craft et al., 2012).

Teniendo esto en cuenta, se podria inferir que la actividad
antioxidante de los extractos obtenidos por EAE sigue
principalmente el mecanismo SET.

3.5 Actividad antimicrobiana

Las muestras diluidas analizadas no presentaron actividad
antibacteriana frente a la cepa usada E. coli, mientras que, la
mayor concentracién analizada del extracto obtenido mediante
extraccion sin enzima (2 500 ug/mL) inhibi6 el crecimiento de
S. aureus. La CMB de este extracto estuvo por encima del
rango de concentracion probado (19,53 a 2 500 ug/mL) (Tabla
4).

70

BABTS
30 ORAC

mg GAE}/100 g base seca

Exfraccion asistida por enzima Extraccion sin enzima

Figura 4. Efecto de la EAE en el CFT
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Table 4. Actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos mediante EAE con enzima pectinasa

Extraccion asistida por

N Extraccion sin enzima Ampicilina
Microorganismo enzima
CMI CMB CMI CMB CMI CMB
(ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL)
Escherichia coli >2500 N.d. >2500 N.d. 1,95 15,63
Staphylococcus aureus >2500 N.d. 2500 >2500 <0,49 62,50

*N.d.: No determinada

Otras investigaciones han atribuido esta actividad inhibitoria
de la cascara de mango principalmente a su contenido fenélico
(Arbos et al., 2013; Huang et al., 2018). Si bien la EAE logré
incrementar el CFT de los extractos, el hecho de que este
extracto no haya mostrado actividad antibacteriana podria
atribuirse al diferente perfil de compuestos fendlicos que se
obtiene al emplear este método. La mangiferina y galotaninos
son compuestos fendlicos presentes en mango que presentan
actividad antimicrobiana relacionada a su capacidad de formar
complejos con iones metdlicos. De igual forma, el dcido gélico
puede complejar iones metdlicos, sin embargo, su capacidad
es menor en comparaciéon a compuestos taninos de mayor
tamafio molecular, lo cual podria justificar la menor actividad
antimicrobiana del extracto obtenido mediante EAE (Engels et
al., 2012).

La mayor resistencia de E. coli frente a compuestos presentes
en mango se ha observado en otras investigaciones y podria
ser atribuida a la estructura poco permeable de su membrana
externa (Engels et al., 2011).

Huang et al. (2018) usaron residuos agroindustriales de mango
y determinaron que éstos tienen actividad antimicrobiana
frente a cepas de E. coli 'y S. aureus, no obstante, usaron otro
método de extraccidn, asi como mayores concentraciones de
los extractos.

4. CONCLUSIONES

La extraccion asistida por enzimas increment6 la liberacién de
compuestos de tipo fendlico a partir de cdscara de mango,
siendo las enzimas pectinasa y celulasa:pectinasa (1:1, m/m)
las que lograron mayores incrementos. Los factores
temperatura y pH fueron significativos en la extraccién
asistida por pectinasa. En cuanto al perfil cromatografico de
compuestos fendlicos (UPLC-PDA), en el extracto obtenido
mediante EAE se identificé mangiferina, rutina y dcido gélico,
siendo el contenido de este acido fendlico significativamente
mayor al control sin enzima. Ademads, los resultados revelaron
que la EAE pectinasa mejoré la actividad antioxidante, pero
no la actividad antimicrobiana. Estos resultados demuestran
que la EAE es un método que podria emplearse en la
extracciéon de compuestos antioxidantes con aplicabilidad la
industria alimenticia, farmacéutica y cosmética. Futuros
estudios deben enfocarse en la optimizacién y el andlisis tecno-
econdmico de este proceso de extraccibn para su
implementacién a gran escala.
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FICHA TECNICA I

CARACTERIZACION DE LA MUESTRA

Muestra: Cascara liofilizada de mango (Mangifera indica) var. Tommy Atkins

Objetivo: Determinar el porcentaje de humedad, contenido fendlico total y actividad

antioxidante de la muestra.

Desarrollo:

e Humedad
Se determiné el porcentaje de humedad mediante el método descrito por la norma
AOAC 925.10 (AOAC, 2005). Los resultados se presentan en la Tabla FTI.1.

Tabla FTI.1 Humedad de la céscara liofilizada de mango

Réplica R(?gs/lll:)t(:)l (;0 Promnfgie(; t(rga/)l 00¢ Desviacion
muestra)
1 8,56
2 8,50 8,58 0,09
3 8,68

e Contenido fendlico total
Se determind el contenido fendlico total mediante ensayo de Folin—Ciocalteau
(Georgé et al., 2005). La curva de calibracion usada para la determinacion del

CFT se presenta en la Figura FTI.1.
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Figura FTI.1 Curva de calibracion para determinar el CFT de la muestra

El CFT se calculd mediante la ecuacién FTI.1

CFT =220 J&Xv [FTI.1]
m 14
Donde:
b: Ordenada en el origen de la ecuacién de la recta para la actividad

antioxidante

m: Pendiente de la ecuacién de la recta para la actividad antioxidante
fd: Factor de dilucion

v: Volumen de solvente (L)

p: Peso seco de la muestra (g)

Los resultados se presentan en la Tabla FTI.2.

Tabla FTL.2 Contenido fendlico total de la cdscara liofilizada de mango

P Resultado (mg Promedio (mg c
Réplica EAG/g base EAG/g base seca) Desviacion
seca)
1 42,80
2 40,98 42,88 1,94
3 44,86

e Actividad antioxidante
Se determind la actividad antioxidante mediante ensayo ABTS* (Re et al., 1999).
La curva de calibracion usada para la determinacion de la actividad antioxidante
se presenta en la Figura FTI.2.
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Figura FTI1.2 Curva de calibracién para determinar la actividad antioxidante de la
muestra

Para determinar el % de inhibicion se utilizé la Ecuacion FTI.2:

% inhibicion =~ x 100 [FTI.2]

Donde:

A,: Absorbancia de la solucién de ABTS+*

Ar: Absorbancia de la mezcla de reaccion después de 6 min

Mediante la ecuacién FTI.3 se calcul6 la actividad antioxidante expresada como

mM Trolox/100 g base seca.

.. .. % inhibicién—b d
Actividad antioxidante = A)mhll:laon x L X:X10 [FTI.3]
Donde:
b: Ordenada en el origen de la ecuacion de la recta para la actividad

antioxidante
m: Pendiente de la ecuacién de la recta para la actividad antioxidante
fd: Factor de dilucion

v: Volumen de solvente (I)



p: Peso seco de la muestra (g)

Los resultados se presentan en la Tabla FTI.3.

Tabla FTL.3 Actividad antioxidante de la cdscara liofilizada de mango

Resultado (uM Promedio (uM
Réplica ET/100 g base ET/100 g base Desviacion
seca) seca)
64,56
1
) 64,45 64,57 0,13
64,70

18
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FICHA TECNICA II

ESPECIFICACIONES TECNICAS DE LAS ENZIMAS

Objetivo: Conocer la actividad enzimatica, condiciones de operacion y

almacenamiento de las enzimas comerciales empleadas.

Desarrollo:
Las especificaciones técnicas de las enzimas declaradas por los fabricantes se

muestran en la Figura FTIl.1 y Figura FTII.2.

SIGMA-ALDRICH pp———

3050 Spruce Street, Saint Louis, MO 63103, USA
Website: www.sigmaaldrich.com

Email USA: techserv@sial.com

Outside USA: eurtechserv@sial.com

Product Specification

Product Name:
Cellulase from Aspergillus niger - powder, =0.3 units/mg solid

Product Number: C1184

CAS Number: 9012-54-8

MDL: MFCD00081510

Storage Temperature: 2-8<C

TEST Specification
units/mg solid > 0.3

Cellulase Activity
Unit Definition: One unit will liberate 1.0 micromole of Glucose from Cellulose in 1 hr at pH 5.0 at 37 deg C (2 hr incubation time).

Specification: PRD.0.ZQ5.10000039029

Figura FTII.1 Ficha técnica de enzima celulasa C1184



S ’ GMA -A L DH l C H v sigma-aldrich.com

3050 Spruce Street, Saint Louis, MO 63103, USA
Website: www.sigmaaldrich.com

Email USA: techserv@sial.com

Outside USA: eurtechserv@sial.com

Product Specification
Product Name:

Pectinase from Aspergillus niger - BioReagent, suitable for plant cell culture, aqueous glycerol solution,
=5 units/mg protein (Lowry)

Product Number: P4716

CAS Number: 9032-75-1

MDL: MFCD00131809

Storage Temperature: 2-8<C

TEST Specification
Appearance (Color) Brown
Appearance (Form) Liquid
Appearance (Turbidity) Clear
Enzymatic Activity > 5

units/mg protein
One unit will liberate 1.0 micromole of galacturonic acid from polygalacturonic acid per minute at pH 4.0 at 25 deg C.

mg protein/ml (Lowry) > 5

with TCA precipitation
Glycerol Content 30 - 50 %
Plant Cell Culture Test Pass

Specification: PRD.2.ZQ5.10000007268

FTII.2 Ficha técnica de enzima pectinasa P4716

20
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FICHA TECNICA III

NIVELES EL DISENO EXPERIMENTAL 2*

Objetivo: Determinar el rango de los niveles para los factores tiempo, temperatura,
% E/S'y pH.

Desarrollo:

Para cada factor, el rango experimental se basé en datos reportados en la literatura
para otras matrices y en la ficha técnica de las enzimas. En la Tabla FTIIl.1 se
muestran los datos de la revisidn bibliografica. En la Tabla FTIIl.2 se muestran los

niveles de los factores usados en el disefio experimental 24.

Tabla FTIIIL.1 Condiciones de operacion de la enzima pectinasa reportadas en bibliografia

Enzima Matriz Rango evaluado Referencia
Tiempo
Pectinex Tépalos de azafran 60 min (Lotfi et al., 2015)
Pectinex Ultra SLP Cascara de uva 180 min (Fernandez et al., 2015)
Temperatura
Pectinasa Sigma-Aldrich-P4716 Hojas de eucalipto 40 °C (Goodger et al., 2016)
Pectinasa Sigma-Aldrich-P4716 - 25 °C (Sigma Aldrich, 2021)
% EIS
Pectinex Ultra SLP Céascara de uva 10 % (Fernandez et al., 2015)
Pectinex Tépalos de azafran 5 % (Lotfi et al., 2015)
Pectinex Ultra SLP Cé4scara de granada 2,8 % (Mushtaq et al.)
pH
Pectinex Tépalos de azafran 3,5 (Lotfi et al., 2015)
Pektozyme Orujo de uva 5,5 (Chamorro et al., 2012)
Pectinasa Sigma-Aldrich-P4716 - 4 (Sigma Aldrich, 2021)

E/S: enzima/sustrato
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En la Tabla FTIIl.2 se muestran los niveles de los factores usados en el diseno

experimental 24.

Tabla FTIIIL.2 Factores evaluados mediante el disefio experimental 2* y sus niveles

Niveles
Factor .
Bajo (-1) | ntermedio |0 ()
(V)
Tiempo 60 120 180
Temperatura 20 30 40
% E/S 2 6 10
pH 2 3 4

E/S: enzima/sustrato
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FICHA TECNICA IV

DOSIFICACION DE LAS ENZIMAS

Muestra: Extractos obtenidos mediante extraccion asistida por enzimas

Objetivo: Calcular la cantidad de enzima a anadir en cada tratamiento.

Desarrollo:

La dosificacion de la enzima celulasa se calcul6 mediante la ecuacion FTIV.1

mg Celulasa = (0,5 X e X 10) [FTIV.1]
Donde:
e: Porcentaje de enzima celulasa

Considerando las especificaciones técnicas de la enzima, la dosificacion de la
enzima pectinasa se calculé mediante la ecuacion FTIV.2

mlL Pectinasa = @ [FTIV.2]
Donde:
e: Porcentaje de enzima pectinasa
d: 40 mg proteina/1 ml enzima (especificada en frasco de enzima)

La dosificacién de las enzimas para el primer experimento de seleccion de la
enzima se muestra en la Tabla FTIV.1. La dosificacion de las enzimas para el
disefo factorial se presenta en la Tabla FTIV.2.

Tabla FTIV.1 Dosificacion de las enzimas para el primer experimento

Tratamiento mg enzima U celulosa/g cascara pL enzima U pectinasa/g cascara
celulasa de mango liofilizada pectinasa de mango liofilizada
Celulasa 25 >15 - -
Pectinasa - - 625 >250
Celulasa:pectinasa 12,5 >7.5 310 >125
Control - - - -
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Tabla FTIV.2 Dosificacion de la enzima pectinasa para el disefio factorial.

U pectinasa/g cascara de mango

Ensayo Tratamiento mL enzima pectinasa liofilizada
1 180 min, 40 °C, pH 3,2 % 0,25 >100
2 60 min, 40 °C, pH 5, 10 % 1,25 >500
3 180 min, 20 °C, pH 3,2 % 0,25 >100
4 60 min, 20 °C, pH 3, 10 % 1,25 >500
5 120 min, 30 °C, pH 4, 6 % 0,75 >300
6 180 min, 40 °C, pH 3, 10 % 1,25 >500
7 60 min, 20 °C, pH 5, 10 % 1,25 >500
8 60 min, 40 °C, pH 3, 10 % 1,25 >500
9 180 min, 20 °C, pH 5,2 % 0,25 >100
10 120 min, 30 °C, pH 4, 6 % 0,75 >300
11 60 min, 20 °C, pH 3,2 % 0,25 >100
12 60 min, 40 °C, pH 5,2 % 0,25 >100
13 180 min, 40 °CpH 5,2 % 0,25 >100
14 60 min, 20 °C, pH 5,2 % 0,25 >100
15 180 min, 20 °C, pH 5, 10 % 1,25 >500
16 180 min, 20 °C, pH 3, 10 % 1,25 >500
17 60 min, 40 °C, pH 3,2 % 0,25 >100
18 180 min, 40 °C, pH 5, 10 % 1,25 >500
19 120 min, 30 °C, pH 4, 6 % 0,75 >300
20 120 min, 30 °C, pH 4, 6 % 0,75 >300
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FICHA TECNICA V

CONTENIDO FENOLICO TOTAL DE EXTRACTOS OBTENIDOS
EN LA SELECCION DE LA ENZIMA

Muestra: Extractos obtenidos mediante extraccion asistida por enzimas

Objetivo: Determinar el CFT de los extractos obtenidos en la seleccion preliminar

de la enzima.

Desarrollo:
Se determin6 el contenido fendlico total mediante ensayo de Folin—Ciocalteau
(Georgé et al., 2005). La curva de calibracion usada para la determinacién del CFT

se presenta en la Figura FTV.1.

0.9 y = 0,0104x + 0,0067.-®

R2=0,999 "
0.8 et

0,7
0,6
0,5

Absorbancia

0,4
03 .
0.2 .
0,1 o

0 20 40 60 80 100

Concentracién de Acido gélico (ppm)

Figura FTV.1 Curva de calibracion para determinar el CFT de la muestra

El CFT se calculdé mediante la ecuacién FTV.1

CFT =222 % de [FTV.1]

Donde:
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b: Ordenada en el origen de la ecuaciéon de la recta para la actividad
antioxidante
m: Pendiente de la ecuacién de la recta para la actividad antioxidante
fd: Factor de dilucion
v: Volumen de solvente (L)

p: Peso seco de la muestra ()
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FICHA TECNICA VI

ANALISIS ESTADISTICO DEL CONTENIDO FENOLICO TOTAL
DE EXTRACTOS OBTENIDOS EN LA SELECCION DE LA ENZIMA

Muestra: Extractos obtenidos mediante extraccion asistida por enzimas

Objetivo: Realizar el analisis estadistico de los datos obtenidos en la seleccion de

la enzima

Desarrollo:

El andlisis estadistico se realizé en el Software Statgraphics Centurion 18 versidon
18.1.14. Se aplicé un analisis ANOVA de una via. Los resultados se presentan en
la Tabla FTVI.1.

Tabla FTVI.1 Tabla ANOVA para CFT por enzima

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos |3,7402E6 3 1,25E6 49,73 0,0000
Intra grupos |200782, 8 2,51E4

Total (Corr.) |3,9448E6 11

Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia
estadisticamente significativa entre la media de CFT entre un nivel de Tratamiento
y otro, con un nivel del 95 % de confianza. Para determinar cuales medias son
significativamente diferentes de otras se aplicd la prueba LSD de Fisher. Los
resultados se presentan en la Tabla FTVI.2 y la Figura FTVI.1.



Tabla FTVI.2 Prueba de Multiple Rangos para CFT por Tratamiento

Tratamiento Casos |Media |Grupos Homogéneos
Control 3 27,23 X

Celulasa 3 34,62 X
Celulasa:pectinasa 3 39,76 X

Pectinasa 3 41,65 X

(LSD, p < 0,05)

Medias y errores estandar

43 =

s — J

T :
37l il

b o - 3 -
31— —

25 ]

Celulasa Celulasa:Pectinasa  Control Pectinasa

Figura FTVI.1 Grifica de medias para el CFT
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FICHA TECNICA VII

CONTENIDO FENOLICO TOTAL DE EXTRACTOS OBTENIDOS
EN EL DISENO EXPERIMENTAL FACTORIAL

Muestra: Extractos obtenidos mediante extraccion asistida por enzimas en el

diseno experimental factorial

Objetivo: Determinar el CFT de los extractos obtenidos en el disefio experimental

factorial.

Desarrollo:
Se determiné el contenido fendlico total mediante ensayo de Folin—Ciocalteau
(Georgeé et al., 2005). La curva de calibracién usada para la determinacion del

CFT se presenta en la Figura FTVII.1.
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Concentracién de acido galico (ppm)

FTVIIL1 Curva de calibracion para determinar el CFT de la muestra

El CFT se calculd mediante la ecuaciéon FTVII.1

CFT = 22570, v [FTI.1]
m 14
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Donde:

b:

total
m:

fd:

Ordenada en el origen de la ecuacién de la recta para el contenido fendlico

Pendiente de la ecuacidn de la recta para el contenido fendlico total

Factor de dilucion

Volumen de solvente (L)

Peso seco de la muestra (g)
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FICHA TECNICA VIII

ANALISIS ESTADISTICO DEL DISENO EXPERIMENTAL

Muestra: Extractos obtenidos mediante extraccion asistida por enzimas

Objetivo: Realizar el analisis estadistico de los datos obtenidos en la seleccion de

la enzima.

Desarrollo:

El analisis estadistico de los datos generados por el disefio experimental se realiz6
en el Software Statgraphics Centurion 18 version 18.1.14. Los resultados se
presentan en la Tabla FTVIII.1.

Tabla FTVIII.1. Tabla ANOVA

Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
A:Temperatura 68,39 1 68,39 12,43 0,0065
B:Tiempo 0,20 1 10,20 0,04 0,8523
C:pH 28,61 1 (28,61 5,20 0,0485
D:E/S 23,58 1 (23,58 4,29 0,0683
AB 72,61 1 (72,61 13,20 0,0055
AC 51,74 1 (51,74 9,40 0,0134
AD 0,04 1 (0,04 0,01 0,9373
BC 0,01 1 (0,01 0,00 0,9690
BD 3,67 1 (3,67 0,67 0,4349
CD 18,07 1 (18,07 3,29 0,1033
Error total 49,51 9 15,50

Total (corr.) 316,42 19

R-cuadrada = 84,35 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.1.) = 66,97 porciento
Error estandar del est. = 2,34

Error absoluto medio = 1,45

Estadistico Durbin-Watson = 2,10 (P=0,4599)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0,08

La tabla ANOVA particiona la variabilidad del Contenido fendlico total en piezas
separadas para cada uno de los efectos, entonces prueba la significancia
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estadistica de cada efecto comparando su cuadrado medio contra un estimado del
error experimental. En este caso, 4 efectos tienen una valor-P menor que 0,05,
indicando que son significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza
del 95 %.

El estadistico R-Cuadrado indica que el modelo, asi ajustado, explica 84 % de la
variabilidad en Contenido fendlico total. El estadistico R-cuadrado ajustado, que es
mas adecuado para comparar modelos con diferente numero de variables
independientes, es 67 %. El error estandar del estimado muestra que la desviacion
estandar de los residuos es 2,34. El error medio absoluto (MAE) de 1,44 es el valor
promedio de los residuos. No hay indicacion de autocorrelacion serial en los
residuos con un nivel de significancia del 5 %, segun el estadistico de Durbin

Watson.
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FICHA TECNICA IX
CUANTIFICACION DE ACIDO GALICO MEDIANTE UPLC-PDA

Muestra: Extractos obtenidos mediante extraccion asistida por enzimas y extracto

obtenido sin aplicacién de enzima

Objetivo: Cuantificar el contenido de acido galico en los extractos

Desarrollo:
La curva de calibracion usada para determinacion de la concentracién de acido

galico en los extractos se presenta en la Figura FTIX.1.

3500000

3000000 y = 13256x - 40850
R?=0,9999
2500000
2000000

1500000

Area bajo la curva

1000000
500000

0
0 50 100 150 200 250 300

Concentracién de acido galico (ppm)

Figura FTIX.1 Curva de calibracién para determinar el contenido de 4cido gélico en la
muestra

El contenido de acido gélico expresado como mg/100 g base seca se calcul6
mediante la ecuacion FTIX.1

Contenido de acido galico = Aui_b X —¢ [FTIX.A]

Dy XPX10

Donde:
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AUC: Areabajo la curva

b: Ordenada en el origen de la ecuacién de la recta para la actividad

antioxidante

m: Pendiente de la ecuacién de la recta para la actividad antioxidante
v.:  Volumen de extraccion (mL)

v,:  Volumen de extracto cargado en el cartucho OASIS (mL)

p: Peso seco de la muestra (g)



ANALISIS ESTADiSTICO DE LA CUANTIFICACION DE ACIDO
GALICO MEDIANTE UPLC-PDA

Muestra: Extractos obtenidos mediante extraccion asistida por enzimas y extracto

obtenido sin aplicacién de enzima

Objetivo: Realizar el analisis estadistico del contenido de acido gélico cuantificado

mediante UPLC-PDA.

Desarrollo:

El analisis estadistico se realiz6 en el Software Statgraphics Centurion 18 version

18.1.14. Se aplico un analisis ANOVA de una via. Los resultados se presentan en

la Tabla FTX.1.

Tabla FTX.1. Tabla ANOVA para la cuantificacién de 4cido gédlico

FICHA TECNICA X

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Medio [Raz6n-F Valor-P
Cuadrados

Entre grupos | 150705 1 |150705 359,31 0,0000

Intra grupos |1677,73 4 (419,43

Total (Corr.) [152383 5

Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia
estadisticamente significativa entre la media del contenido de &cido galico entre un
nivel de Tratamiento y otro, con un nivel del 95 % de confianza.
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FICHA TECNICA XI

CUANTIFICACION DE MANGIFERINA MEDIANTE UPLC-DAD

Muestra: Extractos obtenidos mediante extraccion asistida por enzimas y extracto

obtenido sin aplicacién de enzima

Objetivo: Cuantificar el contenido de mangiferina en los extractos

Desarrollo:
La curva de calibracién usada para determinacidn de la concentracién de
mangiferina en los extractos se presenta en la Figura FTXI.1.
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Figura FTXI.1 Curva de calibracion para determinar el contenido de mangiferina en la
muestra

El contenido de mangiferina expresado como mg/100 g base seca se calculd
mediante la ecuacion FTXI.1

Contenido de mangiferina = AUCTD o Ve [FTXI.1]
m Vi XpX10

Donde:
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AUC: Areabajo la curva

b: Ordenada en el origen de la ecuacién de la recta para la actividad

antioxidante

m: Pendiente de la ecuacién de la recta para la actividad antioxidante
v.:  Volumen de extraccion (mL)

v,:  Volumen de extracto cargado en el cartucho OASIS (mL)

p: Peso seco de la muestra (g)
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FICHA TECNICA XII
ANALISIS ESTADISTICO DE LA CUANTIFICACION DE

MANGIFERINA MEDIANTE UPLC-PDA

Muestra: Extractos obtenidos mediante extraccion asistida por enzimas y extracto

obtenido sin aplicacién de enzima

Objetivo: Realizar el andlisis estadistico del contenido de mangiferina cuantificado
mediante UPLC-PDA.

Desarrollo:

El andlisis estadistico se realizé en el Software Statgraphics Centurion 18 versidon
18.1.14. Se aplicoé un analisis ANOVA de una via. Los resultados se presentan en
la Tabla FTXII.1.

Tabla FTXII.1. Tabla ANOVA para la cuantificacion de mangiferina

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos |141,44 1 141,44 6,10 0,0901
Intra grupos 69,59 3 23,20

Total (Corr.) |211,03 4

Puesto que el valor-P de la prueba-F es mayor que 0,05, no existe una diferencia
estadisticamente significativa entre la media del contenido de mangiferina entre un nivel de

Tratamiento y otro, con un nivel del 95 % de confianza.
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FICHA TECNICA XIII

CUANTIFICACION DE RUTINA MEDIANTE UPLC-PDA

Muestra: Extractos obtenidos mediante extraccion asistida por enzimas y extracto

obtenido sin aplicacién de enzima

Objetivo: Cuantificar el contenido de rutina en los extractos

Desarrollo:
La curva de calibracién usada para determinacién de la concentracién de rutina

en los extractos se presenta en la Figura FTXIII.1.
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FTXIIIL.1 Curva de calibracion para determinar el contenido de rutina en la muestra

El contenido de rutina expresado como mg/100 g base seca se calculé mediante
la ecuacion FTXIII.1

AUC-D Ve
VmXpX10

Contenido de rutina = [FTXII.1]

Donde:
AUC: Area bajo la curva

b: Ordenada en el origen de la ecuacioén de la recta para el contenido de rutina



Pendiente de la ecuacidn de la recta para el contenido de rutina
Volumen de extraccion (mL)
Volumen de extracto cargado en el cartucho OASIS (mL)

Peso seco de la muestra (g)

40
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FICHA TECNICA XIV

ANALISIS ESTADISTICO DE LA CUANTIFICACION DE RUTINA
MEDIANTE UPLC-PDA

Muestra: Extractos obtenidos mediante extraccion asistida por enzimas y extracto

obtenido sin aplicacién de enzima

Objetivo: Realizar el analisis estadistico del contenido de rutina cuantificado
mediante UPLC-PDA.

Desarrollo:
El analisis estadistico se realizo en el Software Statgraphics Centurion 18 version
18.1.14. Se aplico un analisis ANOVA de una via. Los resultados se presentan en
la Tabla FTXIV.1.

Tabla FTXIV.1. Tabla ANOVA para la cuantificacion de rutina

Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P
Entre grupos |142,49 1 (142,49 4,04 0,1379
Intra grupos 105,71 3 135,24

Total (Corr.) |248,20 4

Puesto que el valor-P de la prueba-F es mayor que 0,05, no existe una diferencia
estadisticamente significativa entre la media del contenido de rutina entre un nivel

de Tratamiento y otro, con un nivel del 95 % de confianza.
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FICHA TECNICA XV
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE MEDIANTE ENSAYO ABTS*

Muestra: Extractos obtenidos mediante extraccion asistida por enzimas y extracto

obtenido sin aplicacién de enzima

Objetivo: Determinar la actividad antioxidante in vitro de los extractos mediante
ensayo ABTS+

Desarrollo:
Se determind la actividad antioxidante mediante ensayo ABTS*(Re et al., 1999). La
curva de calibracién usada para la determinaciéon de la actividad antioxidante se

presenta en la Figura FTXV.1.

100

90 y =0,0386x-2,9006
R?=0,994
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40
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Concentracién Trolox uM

Figura FTXV.1 Curva de calibracion para determinar la actividad antioxidante de la
muestra

Para determinar el % de inhibicion se utilizé la Ecuacion FTXV.1:

% inhibicion =~ x 100 [FTXV.1]

o

Donde:
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A,: Absorbancia de la solucién de ABTS*

Ar: Absorbancia de la mezcla de reaccion después de 6 min

Mediante la ecuacién FTXV.2 se calculé la actividad antioxidante expresada como

mM Trolox/100 g base seca

.. , , % inhibicién—b d
Actividad antioxidante = /Omhll;:wn x L szw [FTXV.2]
Donde:
b: Ordenada en el origen de la ecuacién de la recta para la actividad

antioxidante

m: Pendiente de la ecuacién de la recta para la actividad antioxidante
fd:  Factor de dilucion

v: Volumen de solvente (l)

p:  Peso seco de la muestra (g)



ANALISIS ESTADISTICO DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
MEDIANTE ENSAYO ABTS*

FICHA TECNICA XVI
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Muestra: Extractos obtenidos mediante extraccion asistida por enzimas y extracto

obtenido sin aplicacién de enzima

Objetivo: Realizar el andlisis estadistico de los datos obtenidos del ensayo ABTS*

Desarrollo:

El analisis estadistico se realiz6 en el Software Statgraphics Centurion 18 version

18.1.14. Se aplicé un analisis ANOVA de una via. Los resultados se presentan en
la Tabla FTXVI.1.

Tabla FTXVI.1. Tabla ANOVA para ensayo ABTS*

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre 8,86E4 1 8,88E4 48,98 0,0022

grupos

Intra grupos |7,25E3 4 1,81E4

Total 9,60E4 5

(Corr.)

Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia

estadisticamente significativa entre la media de CFT entre un nivel de Tratamiento

y otro, con un nivel del 95 % de confianza.
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FICHA TECNICA XVII

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE MEDIANTE ENSAYO ORAC

Muestra: Extractos obtenidos mediante extraccion asistida por enzimas y extracto

obtenido sin aplicacién de enzima

Objetivo: Determinar la actividad antioxidante in vitro de los extractos mediante
ensayo ORAC

Desarrollo:
Se determiné la actividad antioxidante mediante ensayo ORAC (Davalos et al.,
2004). Para determinar el area bajo la curva se usé la ecuacién FTXVII.1

80 .
Area bajo la curva = 1 + Z /1 [FTXVII1]

i=1f0
Donde:

fi: Fluorescencia inicial (t= 0)
fo:  Fluorescencia obtenida al tiempo t=i (min)

El calculo del area neta se realiz6 mediante la ecuacién FTXVII.2
Area neta = Area bajo la curva,,.sirq — Area bajo la curvaygne, [FTXVIL.2]

Se elabord una curva de calibracion con concentraciones conocidas de Trolox. La
curva de calibracién usada para la determinacion de la actividad antioxidante se

presenta en la Figura FTXVII.1.
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FTXVII.1 Curva de calibracion para determinar la actividad antioxidante de la muestra
mediante ensayo ORAC
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FICHA TECNICA XVIII
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ANALISIS ESTADISTICO DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

MEDIANTE ENSAYO ORAC

Muestra: Extractos obtenidos mediante extraccion asistida por enzimas y extracto

obtenido sin aplicacién de enzima

Objetivo: Realizar el andlisis estadistico de los datos obtenidos del ensayo ORAC

Desarrollo:

El analisis estadistico se realiz6 en el Software Statgraphics Centurion 18 version

18.1.14. Se aplico un analisis ANOVA de una via. Los resultados se presentan en

la Tabla FTXVIII.
Tabla FTXVIII Tabla ANOVA para ensayo ORAC
Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos [63,02 1 63,02 0,03 0,8725
Intra grupos [8,62E3 4 2,16E3
Total (Corr.) |8,69E3 5

Puesto que el valor-P de la prueba-F es mayor que 0,05, no existe una diferencia

estadisticamente significativa entre la media de CFT entre un nivel de Tratamiento

y otro, con un nivel del 95 % de confianza.
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FICHA TECNICA XIX

DETERMINA CION DE LA CONCENTRACION MINIMA
INHIBITORIA (CMI) DE LOS EXTRACTOS FRENTE A Escherichia

coli 'y Staphylococcus aureus

Muestra: Extractos obtenido mediante extraccion asistida por enzimas y extracto

obtenido sin aplicacién de enzima
Objetivo: Determinar la concentracién minima inhibitoria (CMI) los extractos
Desarrollo:

Se determiné la actividad bacteriostatica mediante ensayo de microdilucion en
placa. Se determiné el % de inhibicion mediante la ecuacion FTXIX.1.

% inhibicién = 100 — 22omuestra ~4bSbianco , 1) [FTXIX.1]

AbScontrol crecimiento

Donde:

AbSuesira:  Absorbancia de la muestra medida a 600 nm después de 24 h de

incubacion

Abspianco:  Absorbancia del correspondiente blanco, medida a 600 nm después

de 24 h de incubacién

AbS ontrol de crecimiento - Absorbancia del correspondiente control de crecimiento,

medida a 600 nm después de 24 h de incubacién

Los porcentajes de inhibicidén para cada concentracidon evaluada se muestran en la
tabla FTXIX.1. Se defini6 CMI como la concentracion mas baja que inhibe el 90 %
del crecimiento. Ninguna concentracion evaluada inhibié el 90 % del crecimiento.
Ninguna concentracion de los extractos inhibi6 el crecimiento de los

microrganismos evaluados.
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Tabla FTXIX Porcentaje de inhibicion frente E. coli 'y S. aureus

Concentracion del

% Inhibicion frente a E. coli

% Inhibicion frente a S. aureus

extracto (ug/mL) Extraccion Extraccién sin Extraccion Extraccién sin
asistida por . asistida por .
. enzima (control) . enzima (control)
enzima enzima
2500 21,50 £ 7,58 41,87 £3,21 84,94 + 0,59 97,87 £2.92
1250 23,22 +£242 25,97 £ 7,25 75,29 £ 4,80 70,85 + 0,89
625 15,16 £ 6,38 20,99 + 3,51 53,06 £ 1,77 52,28 £ 5,00
312,50 9,95+2,79 21,65 + 4,45 19,90 + 2,81 55,59 +2.81
156,25 9,34 + 3,66 23,01 + 3,63 22,00 + 4,14 24,20 £ 0,53
78,13 429 +5,11 11,80 + 3,58 11,38 £ 0,84 23,09 £ 0,71
39,06 6,09 + 1,04 13,21 +3,44 13,77 £ 2,61 22,22 +1,95
19,53 1,13 £2,86 8,51 5,77 7,90 £ 0,86 17,19 £2.21




50
FICHA TECNICA XX

DETERMINA CION DE LA CONCENTRACION MINIMA
INHIBITORIA DEL ANTIBIOTICO DE REFERENCIA FRENTE A

Escherichia coli y Staphylococcus aureus

Muestra: Antibiotico ampicilina (GENFAR)

Objetivo: Determinar la concentracién minima inhibitoria (CMI) del antibiético de

referencia

Desarrollo:
Se determiné la actividad bacteriostatica mediante ensayo de microdilucién en
placa (CLSI, 2015). Se determiné el % de inhibicién mediante la ecuacién FTXX.1.

% inhibicién = 100 — “2Smuestra ~AbSpianco ¢ 1)) [FTXX.1]

AbScontrol crecimiento

Donde:

AbSuesira:  Absorbancia de la muestra medida a 600 nm después de 24 h de
incubacion

Abspianco:  Absorbancia del correspondiente blanco, medida a 600 nm después

de 24 h de incubacién

AbS ontrol de crecimiento - Absorbancia del correspondiente control de crecimiento,

medida a 600 nm después de 24 h de incubacién

Los porcentajes de inhibicidon para cada concentracidén evaluada se muestran en la
tabla FTXX.1. Se defini6 CMI como la concentracion mas baja que inhibe el 90 %
del crecimiento. La CMI de ampicilina frente a E. coli fue 78,13 pug/mL.



Tabla FTXX Porcentaje de inhibicion frente E. coli y S. aureus

Concentracion del E coli S aureus
extracto (ug/mL)
2500 99,25 +0,18 98,63 + 1,12
1250 100,42 £0,08 | 101,48 £0,41
625 99,63 + 0,27 99,33 + 1,62
312,50 101,05 £0,10 | 99,20 +2,89
156,25 97,29 +3,73 | 102,03 +0,98
78,13 88,27 £5,71 100,20 £0,31
39,06 15,15 £ 5,10 99,80 +0,23
19,53 3,69 £2,29 100,56 + 1,51
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