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RESUMEN 

Los polifenoles son metabolitos secundarios, que poseen una estructura química 

que les proporciona capacidades antioxidantes y antimicrobianas y, por esto, son 

de gran interés para la industria agroalimentaria. Ante la gran incidencia de con-

taminación de granos por micotoxinas, el empleo de polifenoles como método 

para la inhibición del crecimiento de hongos que producen micotoxinas es una 

técnica que poco a poco está despertando el interés de las personas investiga-

doras. En esta tesis se realizó la determinación del perfil de polifenoles en los 

frutos de palma aceitera, marañón, nance, guanábana, jocote y pitahaya roja de 

plantas nativas de Costa Rica por medio de cromatografía líquida de alta resolu-

ción. Se llevó a cabo la extracción de polifenoles de fracciones solubles e inso-

lubles en cada uno de los frutos, así como la validación de la metodología analí-

tica. Se logró identificar y cuantificar alrededor de 12 tipos de polifenoles en 

palma aceitera, 9 tipos en marañón, 11 tipos en nance, 8 tipos en guanábana, 7 

tipos en pitahaya roja y 5 tipos en jocote. El análisis de componentes principales 

demostró similitudes entre el perfil de compuestos fenólicos entre el fruto de ma-

rañón y nance compartiendo la presencia de ácido gálico y quercetina. También 

se encontraron similitudes en los frutos de guanábana, jocote y palma aceitera 

al presentar los polifenoles de ácido 4-hidroxibenzoico, ácido siríngico, ácido 

ferúlico, ácido clorogénico y rutina. La pitahaya roja, en cambio, mostró un perfil 

más particular debido a que fue el único fruto en presentar los polifenoles de 

epigalocatequina, naringenina y ácido p-coumárico. Con base en los resultados 

de concentración y tipo de polifenol determinado en cada fruto se sugiere que el 

fruto de marañón, el cual presentó la concentración más alta de polifenoles tota-

les (3472 µg/g), es el que puede tener mayor potencial antifúngico en pruebas in 

vitro posteriores. En segundo lugar, estaría el fruto de nance que presentó una 

concentración de polifenoles totales de 1046 µg/g mientras que el fruto de pi-

tahaya roja y la guanábana presentaron una concentración de 462 µg/g y 

400 µg/g respectivamente. Los frutos que presentaron la menor concentración 

de polifenoles totales fueron la palma aceitera (257 µg/g) y el jocote (218 µg/g). 



 

xv 

Palabras clave: perfil de polifenoles, cromatografía liquida de alta resolución, 

análisis de componentes principales, extractos de polifenoles, validación, con-

centración. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Las micotoxinas son metabolitos fúngicos secundarios, producidos princi-

palmente por los hongos de Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Alternaria, Clavi-

ceps, entre otros (Santillán et al., 2017). Su producción está asociada con el pro-

ceso de esporulación del hongo, relacionado estrechamente con las condiciones 

ambientales y la concentración de nutrientes en el medio (Ledezma, 2004). 

La contaminación de granos por micotoxinas puede ocurrir en el campo, 

durante la cosecha o en los lugares de almacenamiento, los granos afectados 

comúnmente son el trigo, maíz, arroz, cebada, frijoles, café y cacao. Por lo tanto, 

el control de la presencia de micotoxinas durante el cultivo, poscosecha y alma-

cenamiento de granos es importante, ya que la ingesta de granos contaminados 

puede resultar en enfermedades agudas. Este es el caso de las aflatoxinas con-

sideradas como agentes cancerígenos y mutagénicos, asociados con cáncer y 

daño hepático en humanos y animales (Aasa et al., 2022). 

Uno de los principales objetivos de la industria agrícola y alimentaria es 

reducir la contaminación de alimentos por micotoxinas, ya que se espera un au-

mento en el consumo de granos en los siguientes años y de ahí la importancia 

de asegurar la inocuidad de estos alimentos (OECD-FAO, 2018). Es en este 

punto en el que los polifenoles se vuelven un objeto de estudio y adquieren rele-

vancia en la industria de alimentos, pues debido a sus propiedades antioxidantes 

son capaces de tener un efecto antimicrobiano y antimicotoxigénico. 

El empleo de nuevos métodos para aprovechar el potencial antifúngico de 

los polifenoles en alimentos sin comprometer su calidad es importante, ya que 

algunos resultados de investigaciones han llegado a la conclusión de que, para 

tener algún efecto positivo, es necesario emplear grandes cantidades de extrac-

tos de polifenoles de las plantas. Sin embargo, esto puede generar que se altere 

la aceptabilidad sensorial de los granos (Samapundo et al., 2007). 
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1.2. JUSTIFICACIÓN DE LA INVESTIGACIÓN 

Los polifenoles son de gran interés debido a sus propiedades antioxidan-

tes, tanto en la industria médica como en la farmacéutica y la alimentaria. Su 

capacidad antioxidante proviene de su estructura química al poseer anillos fenó-

licos que se unen a uno o más grupos hidroxilo. Estos compuestos se dividen en 

varias clases de acuerdo con esa estructura química (Mercado-Mercado et al., 

2013). 

En las plantas los polifenoles cumplen funciones en el metabolismo se-

cundario, lo que da características como el olor, sabor, reproducción y también 

funciones protectoras contra depredadores y el estrés fotosintético (Alvarado, 

2015). Investigaciones en la industria médica como estudios in vitro, intervencio-

nes en humanos y en animales indican que, gracias a estos efectos antioxidantes 

de los polifenoles se ha logrado la inhibición de crecimiento de tumores, se han 

prevenido daños a nivel celular y subcelular, activación del sistema de elimina-

ción de sustancias a nivel hepático y bloqueo de rutas metabólicas que puedan 

ocasionar cáncer (Mercado-Mercado et al., 2013). 

En el caso de la industria agroalimentaria estudios demuestran que las 

concentraciones totales de polifenoles pueden rondar los 92-133 mg/L en pi-

tahaya (Esquivel et al., 2007), los 165-23 mg/L en marañón (Marc et al., 2012) y 

entre 5030-9040 mg/L en palma aceitera (Neo et al., 2010). En un estudio elabo-

rado por Zabka y Pavela (2013) los autores probaron la eficacia antifúngica de 

21 componentes fenólicos de aceites esenciales y sustancias vegetales para in-

hibir el crecimiento de hongos como Fusarium spp, Penicillium spp y Aspergillus 

spp. 

El presente estudio se enmarca en el proyecto de investigación C1-453 

titulado Desarrollo de nanopartículas acarreadoras de polifenoles naturales para 

controlar la contaminación de granos por micotoxinas que se desarrolla en el 

Centro para Investigaciones en Granos y Semillas (Cigras). En el marco de ese 

proyecto, esta tesis determinó el perfil de polifenoles con potencial antifúngico 
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presentes en los frutos de seis plantas nativas de Costa Rica, los cuales son 

palma aceitera (Elaeis guineensis), marañón (Anacardium occidentale L.), nance 

(Byrsonima crassifolia), guanábana (Annona Muricata), jocote (Spondias purpu-

rea L.) y pitahaya roja (Hylocereus costaricensis). 

Se escogieron estos frutos porque existen investigaciones en donde se 

reporta la presencia de polifenoles (Schweiggert et al., 2016; Irías Mata et al., 

2018; Jiménez et al., 2014; Engels et al., 2012; Esquivel et al., 2007; Neo et al., 

2010). No obstante, estas investigaciones no se enfocaron solo en el análisis de 

polifenoles, sino que también de flavonoides, carotenoides y antocianinas, por lo 

que en algunos de estos estudios el análisis de polifenoles se enfocó en deter-

minar la capacidad antioxidante e identificar algunos polifenoles que según la 

literatura predominan. 

Además, en el caso del marañón y de la pitahaya se analizó el jugo de la 

fruta y en el caso del jocote se usó la cáscara. En esta tesis se usó el mesocarpio 

de los frutos a excepción del marañón que se analizó el pedúnculo (falso fruto). 

Asimismo, es un estudio del perfil empleando alrededor de 19 estándares de 

polifenoles para determinar la predominancia de estos en cada fruto. De esta 

forma, generó conocimiento nuevo a la comunidad científica sobre el perfil de 

polifenoles presente principalmente en la cáscara y mesocarpio de los frutos en 

estudio. 

Con base en lo anterior, algunos de los polifenoles que se caracterizaron 

son: ácido cafeico, ácido gálico, ácido 4-hidroxibenzoico, ácido ferúlico, ácido p-

coumárico, ácido o-coumárico, ácido protocatecuico, epigalocatequina, querce-

tina, ramnetina, ácido siríngico, ácido elágico, ácido vanílico, naringenina, 

transresveratrol, kaempferol, ácido 5-cafeolquínico, ácido clorogénico y rutina. 

Para identificar y cuantificar estos compuestos se utilizó la técnica instrumental 

de cromatografía líquida de alta resolución (HPLC), pues es una técnica de alta 

eficiencia y sensibilidad, ya que la concentración de estos compuestos ronda los 

µg/ml e incluso trazas, por lo que se requiere de tecnologías modernas para su 

análisis. 
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Asimismo, se aplicó la misma metodología de extracción de polifenoles a 

los seis frutos en estudio, con base en el análisis de polifenoles en maíz (Lux et 

al., 2020). Esta metodología se validó en el presente estudio para comprobar 

que cumple con los requisitos mínimos de desempeño para que se emplee para 

el análisis de estos compuestos en estas nuevas matrices. Este estudio brinda 

información sobre un mismo método, no utilizado previamente para el análisis de 

polifenoles en estos frutos. 

El aporte de los resultados de esta tesis sirve como base para las siguien-

tes etapas del proyecto sobre la encapsulación de polifenoles en nanopartículas 

poliméricas para reducir la contaminación de granos por micotoxinas. 

1.3. ANTECEDENTES 

Existen diversos estudios en el ámbito internacional que han reportado la 

presencia de polifenoles en frutos de plantas no tradicionales como el nance, el 

marañón, el jocote, la palma aceitera, la guanábana y la pitahaya roja. De igual 

manera, se ha reportado el efecto antifúngico de estos metabolitos secundarios 

como se ve a continuación. 

En el caso de la pitahaya roja (Hylocereus costaricensis), un estudio rea-

lizado en Alemania por Esquivel et al. (2007), determinó que, las concentracio-

nes de polifenoles totales que se obtienen rondaron los 92-133 mg/L, cuantifica-

dos por espectrometría ultravioleta-visible (UV-Vis) usando el método de Folin-

Ciocalteu. Se investigó por primera vez el perfil de compuestos fenólicos me-

diante HPLC al identificar ácido gálico, tirosina y acetilcumarina. La capacidad 

antioxidante provenía principalmente del contenido de betalaínas y de los fenoles 

mencionados (Esquivel et al., 2007). 

En el caso de la palma aceitera (Elaeis guineensis), se encuentra el estu-

dio que se lleva a cabo en Malasia por Neo et al. (2010), el cual reportó una 

concentración total de polifenoles con capacidad antioxidante o antimicrobiana 

de 5030-9040 mg/L, analizada con el método de Folin-Ciocalteu. Los ácidos fe-

nólicos que se identifican por medio de cromatografía líquida de alta resolución 
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acoplada a masas (HPLC-MS/MS) con mayor concentración fueron el ácido p-

hidroxibenzoico con 376 µg/g peso en seco (DW por sus siglas en inglés), el 

ácido p-cumárico 55 µg/g DW y el ácido ferúlico con 114 µg/g DW (Neo et al., 

2010). 

En un estudio realizado por Maldini et al. (2011), en Italia, lograron aislar 

8 compuestos fenólicos conocidos como ácido 5-O-galoilquínico, ácido 3-O-ga-

loilquínico, 3,4-di-O-galoilquínico, ácido, ácido 3,5-di-O-galoilquínico, ácido 

3,4,5-tri-O-galoilquínico, (+)-epicatequina-3-galato junto con (+) -catequina y (+)-

epicatequina en el extracto metanólico de la corteza del fruto del nance (Byrso-

nima crassifolia). El análisis se llevó a cabo mediante el método de HPLC-MS/MS 

y se determinó que la corteza de este fruto es una fuente rica en compuestos 

fenólicos, particularmente compuestos derivados de galoilo (Maldini et al., 2011). 

En un estudio realizado en Costa de Marfil al fruto marañón (Anacardium 

occidentale L), de dos variedades, rojas y amarillas, se determinó el contenido 

total de fenoles, flavonoides y antocianinas por espectroscopía ultravioleta-visi-

ble y la concentración individual de cada polifenol por HPLC. El contenido fenó-

lico total de las variedades rojas y amarillas se encontró entre 23 y 165 mg/L 

analizadas por el método de Folin-Ciocalteu. Cabe mencionar que para este aná-

lisis se usó el jugo de la fruta a partir del mesocarpio (Marc et al., 2012). 

En el primer reporte publicado referente a la composición fenólica del jo-

cote (Spondias purpurea L), se menciona que estos compuestos fueron caracte-

rizados por medio de la técnica analítica HPLC con detección por arreglo de dio-

dos y detección de LC-MS/MS. El estudio se realizó en Canadá y se identificaron 

alrededor de 21 compuestos fenólicos en las muestras del exocarpio liofilizado 

del jocote. Algunos de estos compuestos fueron: ácido gálico, quercetina y sus 

derivados, además de kaempferol y sus derivados (Engels et al., 2012). 

Seguidamente, se encuentra la investigación de Jiménez et al. (2014), 

efectuada en Alemania, que fue el primer estudio sobre la identificación de com-

puestos fenólicos en la pulpa de guanábana (Annona muricata) utilizando LC-
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MS/MS. Los autores lograron identificar alrededor de 16 compuestos fenólicos 

que se basan en patrones de fragmentación, donde los compuestos que predo-

minaron fueron derivados del ácido cinámico y ácido p-coumárico (Jiménez et 

al., 2014). 

Existen diversos trabajos que reportan la inhibición del crecimiento micro-

biano utilizando extractos de polifenoles presentes en plantas. Este es el caso 

de un estudio realizado en República Checa, el cual reportó que, concentracio-

nes alrededor de los 1000 mg/L se han empleado para la inhibición de hasta un 

100 % en el crecimiento de hongos como Fusarium spp, Penicillium spp y Asper-

gillus spp. Además, se probó la eficacia antifúngica de 21 componentes fenólicos 

de aceites esenciales y sustancias vegetales contra estos hongos filamentosos, 

el timol y el carvacrol son los más efectivos (Zabka y Pavela, 2013). 

En un estudio realizado por Barral et al. (2017), se inoculó directamente 

F. ananatum en frutos de piña para monitorear el crecimiento de manchas ne-

gras. Asimismo, evaluaron la actividad antifúngica de compuestos fenólicos y 

ácido ascórbico frente al crecimiento micelial de F. ananatum. El ácido p-cumá-

rico exhibió una inhibición total del crecimiento micelial a 1000 μg g-1. El ácido 

ferúlico inhibió 64 % del crecimiento micelial a una concentración de 1000 μg g-

1. El ácido cafeoilquínico, el ácido sinápico y el ácido ascórbico también mostra-

ron una actividad antifúngica. 

Existen otros estudios que han reportado esta actividad antifúngica de los 

metabolitos secundarios de las plantas atribuido a la presencia de polifenoles. 

Como lo indican Carvalho et al. (2011), en su estudio realizado en Brasil para 

identificar las especies de plantas con propiedades antifúngicas contra Alternaria 

alternata el agente causal de la mancha marrón. Se obtuvo que, de 105 especies 

de plantas, el extracto de huilco redujo la enfermedad en frutas de mandarina a 

los niveles que se obtienen con fungicidas comerciales (Carvalho et al., 2011). 

En Costa Rica se realizan estudios sobre la identificación y cuantificación 

de polifenoles, así como de su actividad antioxidante y actividad citotóxica, 
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utilizando como fuente de estos compuestos frutos de anona, ciruelo y en jugo 

de huiscoyol. En el estudio efectuado en frutos de anona y ciruelo, se caracteri-

zaron compuestos como flavonas, diterpenos oxidados, ácidos polihidroxilados 

(Navarro-Hoyos et al., 2014) y en el caso del estudio en jugo de huiscoyol se 

determinó el efecto del procesamiento sobre el contenido de compuestos bioac-

tivos, capacidad antioxidante y perfil de compuestos polifenólicos. Esto da como 

resultado la presencia de componentes polifenólicos como los taninos hidroliza-

bles y condensados, procianidinas, derivados de catequinas y galocatequinas, 

además de derivados mono- y diglicosidados de kaempferol, así como antocia-

ninas (Cortés, 2019). 

En conclusión, la mayoría de la información que se encuentra en donde 

se reporta la presencia de polifenoles en los frutos de palma aceitera, marañón, 

nance, guanábana, jocote y pitahaya roja son investigaciones que tienen en co-

mún que se evalúa primero el contenido fenólico total por el método de Folin-

Ciocalteu, después se identifican, caracterizan o cuantifican por técnicas de 

HPLC/MS-MS con base en el patrón de fragmentación de los iones que presen-

tan los estándares de polifenoles, así que son técnicas empleadas comúnmente 

para determinar el perfil de polifenoles. Además, se sugiere que los polifenoles 

presentes en estos frutos pueden presentar potencial antifúngico, con base en 

los estudios en donde evalúan la capacidad de inhibición del crecimiento de hon-

gos empleando polifenoles. 

1.4. OBJETIVOS 

1.4.1. Objetivo general 

Determinar el perfil de polifenoles en frutos de plantas de guanábana, jo-

cote, nance, marañón, pitahaya roja y palma aceitera nativas de Costa Rica con 

potencial antifúngico. 
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1.4.2. Objetivos específicos 

1. Implementar una metodología para el pretratamiento de extracción de los 

frutos de guanábana, jocote, nance, marañón, pitahaya roja y palma acei-

tera de plantas nativas de Costa Rica. 

2. Verificar la metodología analítica para el análisis de polifenoles mediante 

la evaluación de los parámetros de linealidad, precisión, veracidad y re-

cuperación de matriz. 

3. Implementar la extracción de los polifenoles solubles e insolubles de los 

frutos de guanábana, jocote, nance, marañón, pitahaya roja y palma acei-

tera que se basa en el protocolo de extracción de Lux et al. (2020). 

4. Identificar mediante cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) los 

polifenoles presentes en guanábana, jocote, nance, marañón, pitahaya 

roja y palma aceitera de plantas nativas de Costa Rica. 
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2. MARCO TEÓRICO 

2.1. CARACTERÍSTICAS Y CLASIFICACIÓN DE LOS POLIFENOLES 

Los polifenoles son metabolitos secundarios producidos por las plantas. 

Entre estos metabolitos secundarios destacan los terpenos, glicósidos, alcaloi-

des y los compuestos fenólicos. Estos últimos incluyen los flavonoides, fenilpro-

panoides, cumarinas, ligninas y taninos (Ávalos y Pérez, 2009). Los ácidos fenó-

licos son los principales polifenoles producidos por las plantas y estos metaboli-

tos secundarios se relacionan con el sistema de defensa ante patógenos (Man-

dal et al., 2010). 

Los ácidos fenólicos se caracterizan por tener anillos aromáticos hidroxi-

lados. Mandal et al. (2010), mencionan que la vía del ácido siquímico está invo-

lucrada en la síntesis de la mayoría de los compuestos fenólicos en las plantas, 

hongos y bacterias y en el caso de la vía del ácido manólico tiene menos impor-

tancia en la formación de ácidos fenólicos en plantas superiores en comparación 

con hongos y bacterias. En la Figura 1 se muestra la ruta de síntesis de estos 

metabolitos secundarios en plantas. 
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Figura 1. Ruta de síntesis de compuestos fenólicos en plantas 

Fuente: Adaptado de Ávalos y Pérez (2009). 

En resumen, el ácido siquímico es el compuesto base para la biosíntesis 

de una gran cantidad de metabolitos secundarios. A partir de este se forma el 

aminoácido fenilalanina (como se puede observar en la Figura 1) y desde este 

los otros compuestos aromáticos más complejos. 

Asimismo, estos metabolitos desempeñan distintas funciones y no se en-

cuentran en todas las plantas. Es decir, que según género, especie o familia de 

plantas producirán diferentes tipos de metabolitos secundarios que le brindan 

propiedades ecológicas específicas como pigmentación y funciones protectoras 

ante patógenos actuando como pesticidas naturales. Esta función en el meca-

nismo de defensa de la planta convierte a los polifenoles en objeto de estudio de 

suma importancia, además de poseer propiedades antioxidantes, antimutagéni-

cas y anticancerígenas (Cabrera-Soto et al., 2009). 

Las propiedades antimicrobianas y antifúngicas de los polifenoles se ba-

san en la capacidad de estos compuestos de inhibir funciones vitales como la 

respiración, el crecimiento o la reproducción de los microorganismos mediante 
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mecanismos de oxidación de enzimas específicas (Martín Gordo, 2018). De la 

misma forma, la capacidad antioxidante de los compuestos fenólicos proviene 

de su capacidad para secuestrar radicales libres debido a los anillos aromáticos 

y los grupos hidroxilos de su estructura (Zamudio Cuevas, 2011). 

Existen diversas clases y subclases de polifenoles, los principales grupos 

de compuestos fenólicos son: los ácidos fenólicos, flavonoides, lignanos y estil-

benos y alcoholes fenólicos (Quiñones et al., 2012). En el Cuadro 1, es posible 

observar algunos de estos principales compuestos. Según cómo aumente el nú-

mero de anillos así aumentará la complejidad de su estructura. 

Cuadro 1. Clasificación general de polifenoles 

Clase Estructura Ejemplo 

Fenol simple C6 Catecol 

 

Ácidos hidroxibenzoicos C6-C1 Ácido gálico 

 

Ácidos fenilacético C6-C2 Ácido 2-hidroxifenilacético 

 

Ácido hidroxicinámico C6-C3 Ácido cafeico 
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Fuente: Adaptado de Mercado-Mercado et al. (2013). 

Los fenoles simples como el fenol, el cresol y timol están presentes en la 

mayoría de las especies vegetales al igual que los ácidos fenólicos como el va-

nílico, el p-hidroxibenzoico y el ácido gálico. Los taninos se dividen en hidroliza-

bles y condensados, estos últimos también se conocen como antocianinas. Los 

lignanos son de bajo peso molecular y por lo general tienen un puente de cuatro 

carbonos mientras que los flavonoides se pueden dividir en flavonas, flavonoles, 

flavononas, flavonololes, chalconas e Isoflavonoides (Porras-Loaiza y López-

Malo, 2009). 

2.2. INFORMACIÓN Y CLASIFICACIÓN BOTÁNICA DE LOS FRUTOS 

2.2.1. Palma aceitera 

La palma aceitera (Elaeis guineensis Jacq.) es una planta cultivada para 

la extracción de aceite y existen tres variedades; Duras, Psiferia y Tenera (Tech-

noserve, 2009). Esta especie conocida como palma africana es nativa de las 

áreas de mayor humedad de África tropical (Forero Hernández et al., 2012). 

 

Estilbenos C6-C2-C6 Resveratrol 

 

Flavonoides C6-C3-C6 Quercetina 
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Pertenece a la familia Palmaceae, de la división de fanerógamas del tipo angios-

perma, al orden de las palmales y al género Elaeis (Technoserve, 2009). 

Para este estudio se analiza la variedad Avalanche, que es un híbrido a 

partir del entrecruzamiento de palmas madres (Duras) entre líneas paternas ori-

ginarias de Nigeria. Esta variedad se introdujo en Costa Rica en 1979 y en la 

actualidad se usan de la variedad Psiferia (ASD Costa Rica, 2020). 

2.2.2. Marañón 

El marañón (Anacardium occidentale L.) es nativo de la costa de Brasil y 

crece en suelos pobres y bajo diversas condiciones climáticas (Marc et al., 2012). 

En Costa Rica se cultiva desde hace más de 60 años en diferentes cantones 

como Esparza, Puriscal, Orotina y San Mateo y en la provincia de Guanacaste 

(Saborío, 2012). El fruto se distingue por sus características de color, tamaño y 

producción. En el caso de los marañones criollos se diferencian en tres tipos de 

acuerdo con el color: rojos, amarillo y color salmón. Este fruto pertenece a la 

familia Anacardiaceae, al género Anacardium y a la especie Occidentale (Cáce-

res, 2004). 

2.2.3. Nance 

El nance, (Byrsonima crassifolia (L.) Kunth), pertenece a la familia Mal-

pighiaceae y al género Byrsonima (Zamora, 2000). Este es un árbol frutal que se 

cultiva desde el sur de México, pasando por el Pacífico de América Central, hasta 

Perú y Brasil (Irías-Mata et al., 2018). En Costa Rica se encuentra en sitios con 

una estación seca definida. 

2.2.4. Guanábana 

La guanábana (Annona muricata L.), pertenece a la familia Annonacea y 

al género Annona (Jiménez et al., 2014). Es originaria de las áreas cálidas de 

América del Sur y del Norte y ahora distribuida a diferentes regiones de América 

Central, África Occidental y Asia (Orak et al., 2019). En Costa Rica, las principa-

les plantaciones se encuentran en los cantones de San Carlos, Upala, Guácimo, 
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Limón, Matina, Siquirres, Garabito, Parrita, Pococí y Pérez Zeledón (Tacán Pé-

rez, 2007). 

2.2.5. Jocote 

El jocote (Spondias purpurea L.), es un fruto tropical de origen Mesoame-

ricano (Venegas, 2005). En Costa Rica se puede encontrar en la Vertiente del 

Pacífico, desde Guanacaste hasta la Península de Osa y en el Valle Central (Ji-

ménez, 2001). Pertenece a la familia Anacardiaceae, al género Spondias y a la 

especie Purpurea L (Venegas, 2005). 

2.2.6. Pitahaya roja 

La pitahaya roja (Hylocereus costaricensis), es originaria de regiones tro-

picales del norte, central y sur de América (Esquivel et al., 2007). Pertenece a la 

división Magnoliophyta, a la clase Magnoliopsida, al orden Caryophyllales, a la 

familia Cactaceae y al género Hylocereus. En las zonas secas es el cactus más 

común y sus frutos son los que se conocen como pitahayas. En Costa Rica se 

encuentra distribuida a lo largo del país en la provincia de Guanacaste, en el 

Pacífico Central, Valle del Tárcoles, Valle de la Candelaria, Acosta, Fila Busta-

mante, Cerros de Escazú, Valle Central y Valle del Térraba (Morales, 2001). 

2.3. EXTRACCIÓN DE POLIFENOLES EN MATRICES VEGETALES 

Para la extracción de polifenoles existen diferentes metodologías que va-

rían según la naturaleza química de estos compuestos, principalmente de su po-

laridad. Se sabe que en las matrices vegetales los fenoles se pueden agrupar en 

solubles o insolubles. Existen distintas técnicas de extracción como la extracción 

asistida por ultrasonido, la extracción asistida por microondas y la extracción con 

fluidos supercríticos, estos métodos proporcionan selectividad y rapidez, pero el 

uso de técnicas modernas representa costos elevados (Núñez Moreira et al., 

2019). 

El método tradicional de extracción sólido-líquido con disolventes orgáni-

cos es una alternativa que es muy empleada. Para esto, se debe escoger el 
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disolvente adecuado, según la polaridad, por lo general, se usan mezclas acuo-

sas de metanol, etanol o acetona y la extracción debe llevarse a cabo a tempe-

ratura ambiente para evitar algún tipo de degradación. Además, se usan otras 

técnicas de extracción combinadas como el uso de agitadores, vortex o baños 

ultrasónicos, de esta forma, se intensifica el proceso de extracción de los com-

puestos (Cortés, 2019). 

No obstante, antes de aplicar la extracción de los polifenoles se requieren 

pasos previos para el tratamiento de la muestra, que son fundamentales para 

eliminar sustancias que pueden interferir. Este es el caso de la palma aceitera 

cuyo pretratamiento requiere un desaceitado del mesocarpio mediante el método 

de extracción por Soxhlet. La extracción de grasa por el método de Soxhlet es 

una técnica de separación sólido-líquido empleada usualmente para la determi-

nación del contenido graso en diferentes tipos de muestra (Valencia, 2018), el 

cual ayuda a remover la mayor cantidad posible de contenido graso que pueda 

interferir en la extracción de polifenoles. 

En el caso de la guanábana, jocote, nance, marañón y pitahaya roja una 

alternativa es el empleo de una liofilización. Según Abdelwahed et al. (2006), la 

liofilización consiste en eliminar el agua de una muestra congelada mediante su-

blimación y desorción al vacío, es decir, esta técnica combina bajas temperaturas 

y vacío, lo que genera la sublimación del agua congelada. De esta forma, se 

logra deshidratar la muestra, pero sin dañar los tejidos ni alterar su composición 

química. 

2.4. MÉTODOS DE IDENTIFICACIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE POLIFENO-

LES 

Para el análisis de polifenoles se emplean diferentes metodologías ya 

sean cualitativas o cuantitativas. Con anterioridad, se mencionó que en la mayo-

ría de los análisis para el contenido fenólico total se emplea la metodología de 

Folin-Ciocalteu. Este método se basa en que los polifenoles reaccionan con un 

reactivo llamado Folin-Ciocalteu, que contiene una mezcla de wolframato sódico 
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y molibdato sódico y a la hora que reacciona con los polifenoles presentes se 

forma un complejo de color azul que se puede determinar espectrofotométrica-

mente a una longitud de onda de 765 nanómetros (nm) (García Martínez et al., 

2015). Asimismo, en este método colorímetro, el contenido fenólico total suele 

expresarse en términos de miligramos (mg) de ácido gálico equivalente (Jurado 

et al., 2016). 

Para la identificación y cuantificación de polifenoles se emplean diferentes 

métodos, como la resonancia magnética nuclear, cromatografía de gases aco-

plado a detector de masas y la cromatografía líquida de alta resolución acoplada 

a detectores de ultravioleta visible con arreglo de diodos o sin arreglo y también 

acoplado a masas (Martín Gordo, 2018). La cromatografía líquida de alta resolu-

ción o presión es una técnica analítica de separación que utiliza una fase esta-

cionaria sólida y una fase móvil líquida y el flujo de la fase móvil se pasa a pre-

siones entre los 1500 a 2000 psi hasta un máximo de 4000 psi. Esta separación 

se logra mediante procesos de partición, adsorción o intercambio iónico según 

el tipo de fase estacionaria que se utiliza (Farmacopea de los Estados Unidos de 

América, 2021). 

Cuando se emplea esta técnica acoplada a espectrometría de masas se 

identifican y cuantifican compuestos gracias a la relación masa/carga (m/z) única 

para cada sustancia (Cocho de Juan, 2008). Lo que la hace una técnica de alta 

sensibilidad y exactitud, sin embargo, al ser una técnica de última tecnología el 

costo de estos equipos es elevado, por lo que el empleo de técnicas con un costo 

menor, pero que proporcionen resultados igual de confiables son vías alternas 

preferidas, tal es el caso de la detección con arreglos de diodos. Como lo indica 

Rubio (2009), el detector de arreglos de diodos es un detector sensible y espe-

cífico que puede brindar un espectro de absorción para cada analito y mucho 

más económico que la espectrometría de masas. 

De la misma forma, los métodos de análisis, ya sea para identificación o 

cuantificación de compuestos se someten a pruebas para comprobar que los 

resultados son confiables y que los métodos son aptos para el propósito 
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requerido. Este proceso se denomina validación de métodos, en el cual se esta-

blece mediante pruebas de laboratorio que las características de desempeño del 

método cumplen con los requisitos para las aplicaciones analíticas previstas 

(Farmacopea de los Estados Unidos de América, 2021). 

Algunas de las características típicas que se utilizan en la validación de 

métodos analíticos son exactitud, precisión, especificidad, límite de detección, 

límite de cuantificación, linealidad, rango y robustez. Como establece la Interna-

tional Conference on Harmonisation (ICH) en su guía para la validación de mé-

todo analíticos (ICH, 2005), la evaluación de todos o solo algunos de estos pa-

rámetros depende del tipo de categoría a la que pertenezca el método analítico. 

Por ejemplo, si es un método analítico para determinación de principio activo, si 

son procedimientos para pruebas límite o de características de desempeño o 

métodos para pruebas de identificación. 

En el marco de esta investigación los parámetros de desempeño que se 

evaluaron fueron linealidad, precisión, veracidad y recuperación de matriz, límite 

de detección y límite de cuantificación. La linealidad de un procedimiento analí-

tico es la capacidad de este para obtener resultados que sean directamente pro-

porcionales a la concentración del analito en la muestra, es una relación entre la 

concentración de la muestra y la medición del ensayo (Castillo Aguilar y Gonzá-

lez Hernández, 1996). 

De acuerdo con el U.S. Food and Drugs Administration (FDA) la evalua-

ción de la exactitud o veracidad, precisión y recuperación es fundamental para 

determinar si el método es adecuado para analizar las muestras en estudio. En 

la exactitud se evalúa el grado de cercanía entre el valor determinado al nominal, 

mientras que en la precisión se determina el grado de dispersión entre una serie 

de mediciones repetitivas de esta muestra homogénea en condiciones prescri-

tas. La recuperación de matriz se refiere a la eficiencia de la extracción de un 

procedimiento analítico, porque se analiza como porcentaje la cantidad conocida 

de un analito transportado a través de la extracción de la muestra tomando en 

cuenta los pasos del procesamiento del método (FDA, 2018). 
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De la misma forma, el análisis estadístico de los datos es una herramienta 

que complementa las investigaciones analíticas. Bauce (2000) menciona al res-

pecto que, durante las investigaciones se busca establecer las causas a cierto 

fenómeno, lo que crea una relación de causa y efecto, que involucra variables 

dependientes e independientes. 

Asimismo, las investigaciones que involucran análisis químicos están su-

jetas a errores de diferentes tipos, como los errores sistemáticos y aleatorios. 

Los primeros involucran errores instrumentales, errores por parte del analista y 

errores provenientes del método de análisis, mientras que en el caso del se-

gundo tipo son errores cuya causa proviene del azar. Miller y Miller (2002) afir-

man que no hay análisis cuantitativos que no involucren la estimación del error 

inherente a estos y que para revelar su presencia es necesario el análisis que 

involucre medidas repetitivas. El análisis de estas medidas repetitivas se puede 

llevar a cabo mediante elementos estadísticos fundamentales como el promedio, 

la desviación estándar, desviación estándar relativa, coeficiente de variación, 

error relativo e intervalo de confianza, entre otros. 

El promedio es un valor numérico que se obtiene al sumar una serie de 

medidas repetitivas entre el número de resultados individuales de la serie, de 

acuerdo con Fernández (2001), se expresa mediante la Ecuación 1. 

Ecuación 1. Fórmula para el cálculo del promedio 

x̄ =
X1 + X2 + X3 + ⋯ . Xn

n
 

Donde x̄ es el promedio de los resultados. X cada uno de los valores indi-

viduales y n la cantidad de muestras analizadas. 

En el caso de la determinación de la exactitud esta se expresa en términos 

de error relativo, es el cociente entre el valor obtenido y el valor verdadero divi-

dido entre el valor verdadero, expresada por la Ecuación 2, según Skoog et al. 

(2014): 
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Ecuación 2. Fórmula para el cálculo del error relativo 

𝐸𝑟 =
Xi − Xt

Xt
𝑥100 

Donde: 

Er: Error relativo. 

Xi: Valor obtenido. 

Xt: Valor verdadero. 

Seguidamente, de acuerdo con Araya (2004), la desviación estándar re-

presenta la variabilidad de los datos muestrales y se expresa mediante la Ecua-

ción 3. 

Ecuación 3. Fórmula para el cálculo de la desviación estándar 

𝑆 = √
∑ (𝑥𝑖 − �̄�)𝑛

𝑖=1

𝑛 − 1
 

Donde: 

S: Desviación estándar. 

Xi: valor individual. 

x̄: Valor promedio. 

n: El número de muestras. 

La desviación estándar relativa (RSD) y el coeficiente de variación son 

otros parámetros de variabilidad. El primero es la desviación estándar dividida 

entre el promedio y el segundo es el RSD expresado en porcentaje (RSD*100) 

(Miller y Miller, 2002). 

Por último, el intervalo de confianza es un límite alrededor del valor pro-

medio obtenido experimentalmente. Estos límites indican los valores en donde 
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se puede encontrar el valor promedio verdadero con cierta probabilidad, de 

acuerdo con Fernández (2001) se expresa mediante la Ecuación 4. 

Ecuación 4. Fórmula para el cálculo del intervalo de confianza 

�̄� ±
S

√𝑛
∗ 𝑡 

En donde, S es la desviación estándar del conjunto de datos, n el número 

de muestras y t es el parámetro estadístico de la t de Student. Todos estos pa-

rámetros describen la precisión y exactitud de un conjunto de datos que se ob-

tienen en una investigación. 
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3. MARCO METODOLÓGICO 

3.1. ORIGEN Y PRETRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS 

Las muestras sometidas al estudio provienen de diferentes zonas del país 

y se recolectaron por personal del Cigras mediante un muestreo aleatorio simple 

durante el periodo de cosecha de cada fruto. A continuación, se describe el lugar, 

ubicación y la fecha de muestreo para cada fruto: 

• Palma aceitera: Lugar de muestreo, Damas de Quepos, (N 

9.494959100911517, W -84.21454548017324). Fecha de muestreo: 9 de 

febrero de 2021. Variedad híbrida denominada Avalanche. 

• Marañón: Lugar de muestreo: Mastate de Orotina (N 10 9°54’47.6’‘, W 

84°32’27.5’‘). Fecha de muestreo: 27 de febrero de 2021. De color ana-

ranjadas y amarillas, variedad desconocida. 

• Guanábana: Lugar de muestro: Jadín, Pococí, Limón (N 

10.392861501038345, W -83.7870812528987). Fecha de muestreo: 19 

de mayo de 2021. Variedad desconocida. 

• Nance: Lugar de muestreo: Mastate de Orotina (N 10 9°54’47.6’‘, W 

84°32’27.5’‘). Fecha de muestreo: 22 de mayo y 5 de junio de 2021. Nance 

amarillo, variedad desconocida. 

• Pitahaya roja: Lugar de muestreo: El salto, Liberia (N 10°35.033’‘, W 

085°22.892’‘). Fecha de muestreo: 4 de junio de 2021. Genotipo Orejona. 

• Jocote: Lugar de muestreo: Chirraca de San Ignacio de Acosta, San José 

(N 9°49’22’‘, W 84°10’60’‘). Fecha de muestreo: 01 de agosto de 2021. 

Variedad desconocida. 

Se colectaron frutos de tamaño mediano en estado fisiológico de madurez 

para cosecha. Todas las muestras recolectadas se llevaron al laboratorio y se 

almacenaron en congelación a -40 °C enteras. Las muestras provienen de 5 
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árboles diferentes escogidos al azar (5 lotes), estos 5 lotes por fruto se analizaron 

en 4 réplicas, las cuales se subdividieron en 4 réplicas para determinar polifeno-

les en fracción soluble y 4 réplicas para fracción insoluble para un total de 40 

submuestras por fruto y 240 submuestras en total. Antes de la extracción de los 

polifenoles se realizó un pretratamiento a cada fruto, el cual dependió de la na-

turaleza de estos. Una vez tratados, se resguardaron en una cámara de refrige-

ración a una temperatura aproximada de 5 °C ± 3 °C y a una humedad relativa 

de 55 % ± 5 %. 

El pretratamiento consistió en lo siguiente: para la palma aceitera se 

realizó primero un desaceitado del mesocarpio con el método de extracción del 

Soxhlet (Neo et al., 2010). Para esto, se peló manualmente el fruto, se cortó en 

pequeños trozos hasta obtener una cantidad de muestra fresca entre los 5 a 10 g 

y se sometió a la extracción con hexano por seis horas a una temperatura alre-

dedor de 30 °C en el sistema Soxhlet. Después, se secó en una mufla por cinco 

horas a 50 °C y se molió. El polvo medio-fino se guardó en refrigeración en las 

condiciones indicadas. 

Para los demás frutos se empleó la técnica de liofilización (Schweiggert et 

al., 2016; Irías Mata et al., 2018; Jiménez et al., 2014; Engels et al., 2012; Esqui-

vel et al., 2007). En el caso del marañón se procesó el falso fruto, es decir, el 

pedúnculo, mientras que para las muestras de nance, guanábana, jocote y pi-

tahaya roja se procesó, tanto la cáscara como el mesocarpio de cada fruto. Cada 

uno de los frutos se cortó en pequeños trozos, se colocaron en el equipo de 

liofilización, para su consecuente deshidratación por cuatro días. La muestra lio-

filizada se molió hasta obtener un polvo fino y seco homogenizado debidamente 

y se guardó bajo refrigeración hasta su análisis posterior. 

3.2. VERIFICACIÓN DE LA METODOLOGÍA ANALÍTICA 

La verificación de la metodología de análisis de polifenoles se realizó en 

términos de linealidad, precisión (repetibilidad o precisión intermedia), veracidad 

y recuperación de la matriz, según lo establecido por la Guía de validación de 
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métodos bioanalíticos de la FDA (Food and Drug Administration) del 2018, utili-

zando estándares de referencia de polifenoles. A continuación, se detalla cómo 

se llevó a cabo y los criterios de aceptación de cada parámetro. 

3.2.1. Linealidad 

Se estimó a partir de 2 curvas de calibración con 10 niveles de concentra-

ción. La primera curva se analizó en un rango de 1 a 45 µg/ml y estaba com-

puesta por 17 polifenoles: ácido cafeico, ácido 4-hidroxibenzoico, ácido protoca-

tecuico, ácido ferúlico, ácido p-coumárico, epigalocatequina, ramnetina, ácido si-

ríngico, ácido elágico, ácido vanílico, naringenina, kaempferol, ácido 5-cafeolquí-

nico, ácido clorogénico, ácido o-coumárico, transresveratrol y rutina. La curva 2 

estaba compuesta por 2 estándares de polifenoles; quercetina y ácido gálico en 

un rango entre 4 a180 µg/ml. 

3.2.1.1. Criterio de aceptación 

Los patrones de la curva debían estar en un ± 15 % de concentraciones 

nominales (teóricas), excepto en LLOQ (límite de detección más bajo) donde el 

calibrador debía ser ± 20 % de las concentraciones nominales en cada ejecución 

de validación. El 75 % y un mínimo de 6 patrones debieron cumplir con el anterior 

criterio, en este caso al menos 8 de los 10 patrones de la curva. 

3.2.2. Precisión (repetibilidad o precisión intermedia) 

Para validar estos parámetros se usaron los resultados de las curvas de 

calibración efectuadas en la sección 3.2.1. Se realizaron 3 medidas independien-

tes de la curva de calibración de la prueba de linealidad, con 3 niveles de control 

por medida durante 3 días diferentes. Para los polifenoles de la curva 1 las con-

centraciones por nivel fueron: nivel bajo 10 µg/ml, medio 25 µg/ml y alto 

40 µg/ml. Para los polifenoles de la curva 2 las concentraciones por nivel fueron: 

bajo 40 µg/ml, medio 100 µg/ml y alto 160 µg/ml. 
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3.2.2.1. Criterio de aceptación 

Como máximo se aceptó un ± 15 % de coeficiente de variación (CV), ex-

cepto en el LLOQ, en donde podía ser de ± 20 % CV. 

3.2.3. Veracidad y recuperación 

Para verificar los parámetros de exactitud y recuperación, se determinaron 

porcentajes de recuperación. Se usaron muestras de guanábana y jocote enri-

quecidas con estándar del polifenol de ácido orto-coumárico a nivel bajo 

(10 µg/ml), medio (80 µg/ml) y alto (160 µg/ml) y se compararon contra blancos 

de las muestras sin enriquecer después de la extracción. Posteriormente, se 

realizó la extracción y análisis como se indica más adelante. 

3.2.3.1. Criterio de aceptación 

La exactitud se aceptó como máximo un ±15 % CV de las concentraciones 

nominales; excepto en el LLOQ, en donde podía ser de ± 20 % CV. Las recupe-

raciones podían encontrarse entre 83 %-115 % y debían ser consistentes y re-

producibles (± 15 % CV). 

3.3. EXTRACCIÓN DE POLIFENOLES 

Para la extracción de los polifenoles se implementó un único protocolo 

para los seis frutos de las plantas de interés, con base en Lux et al. (2020). En 

la Figura 2 se muestra un ejemplo del procedimiento de extracción en palma 

aceitera, el cual se implementó para los demás frutos. 
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Figura 2. Flujo del procedimiento de extracción de polifenoles usando el fruto 
de palma aceitera como ejemplo 

Fuente: Elaboración propia con base en el protocolo de extracción de Lux et al. (2020). 

3.4. IDENTIFICACIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE POLIFENOLES 

El método de identificación y cuantificación de polifenoles es un protocolo 

implementado por el Cigras validado debidamente para el análisis de polifenoles 

que se basa en Fratianni et al. (2014). Una vez que se obtienen los polifenoles 

en los extractos solubles e insolubles después de la evaporación a sequedad, se 

resuspendieron en 500 µl de una mezcla de metanol: agua (1:1) para todos los 

frutos, excepto para los extractos de la palma que se disolvieron en 500 µl de 

metanol grado HPLC. 

El extracto disuelto se homogeneizó en baño ultrasónico y se filtró a través 

de un filtro de 0.20 µm de membrana de politetrafluoroetileno (PTFE) marca Agi-

lent de Estados Unidos (USA) y se colectó en viales ámbar para su consecuente 

inyección en el equipo HPLC Thermo Scientific Ultimate 3000 de Massachusetts 
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USA. En el Cuadro 2, se pueden observar las condiciones de análisis del sistema 

cromatográfico y en el Cuadro 3, la gradiente de la fase móvil que se empleó. 

Cuadro 2. Condiciones de análisis del sistema cromatográfico 

Fuente: Elaboración propia con base en datos del Cigras (2021). 

Cuadro 3. Orden de elución de la gradiente de la fase móvil 

Elemento Condiciones de análisis 

Equipo HPLC Thermo Scientific Ultimate 3000 

Software Chromeleon 7.3 

Detector DAD rango de escaneo de 210-800 nm. 

Columna Waters Acquity C18 (100 x 2,1 mm; 1.7 µm). 

Temperatura de la columna 30 °C 

Flujo 0.250 ml/min. 

Volumen de inyección 5 µl. 

Tiempo de corrida 35 minutos. 

Diluyente Agua y Metanol 1:1(v/v) 

Disolución A Disolución de ácido acético 7.5 mM en agua. 

Disolución B Acetonitrilo 100 % 

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

0 95 5 

3.0 95 5 

6.0 80 20 

9.0 80 20 
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Fuente: Elaboración propia con base en datos del Cigras (2021). 

3.5. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

El análisis estadístico de los resultados se realizó mediante una estadís-

tica descriptiva con la que se calcularon los parámetros básicos de promedio (x̄), 

desviación (s), desviación estándar relativa (RSD) e intervalo de confianza. Este 

último a un nivel de confianza del 95 % y un nivel de significancia del 0.05, to-

mando en cuenta que los datos provienen de una distribución normal. Para el 

descarte de resultados anómalos se empleó el método de Grubbs a un nivel de 

confianza del 95 % y un nivel de significancia del 0.05. Se emplearon hojas de 

cálculo de Microsoft Excel, además del uso del software R para el análisis com-

parativo del perfil de polifenoles de los frutos. 

12.0 70 30 

15.0 70 30 

20.0 50 50 

25.0 0 100 

27.0 0 100 

30.0 95 5 

35.0 95 5 
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4. RESULTADOS 

4.1. PRETRATAMIENTO DE LOS FRUTOS 

Las muestras de la palma aceitera se trataron con un proceso de extrac-

ción de Soxhlet empleando hexano como solvente y durante un periodo prome-

dio de seis horas para eliminar el aceite y otras impurezas que pudieran interferir 

en la etapa de extracción de polifenoles, después fue secada y molida. En el 

caso de los frutos de marañón, nance, guanábana, jocote y pitahaya roja, fueron 

liofilizadas para prevenir la degradación de los polifenoles. A partir de esto se 

logró obtener un polvo fino homogéneo y representativo de los cinco lotes de 

cada fruto para facilitar la manipulación de la muestra en la etapa de extracción 

de polifenoles (Anexo 1). 

En la Figura 3 (A) se muestra un ejemplo del tratamiento de liofilización 

para el fruto de marañón y en la Figura 3 (B) el método de extracción de Soxhlet 

aplicado al fruto de palma aceitera. 
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Figura 3. Ejemplo del uso de la técnica de liofilizado para el pretratamiento en 
el fruto de marañón (A) y del proceso de extracción de grasas por Soxhlet en el 
fruto de palma aceitera (B) 

4.2. VERIFICACIÓN DE LA METODOLOGÍA ANALÍTICA 

4.2.1. Verificación de la linealidad 

Para el análisis de las curvas de calibración, la relación concentración-

respuesta se analizó a partir del modelo de regresión más simple, como lo indica 

la guía de validación de métodos bioanalíticos de la FDA. Por lo tanto, el criterio 

de aceptación estuvo sujeto al cálculo del porcentaje de error relativo entre las 

concentraciones nominales y las teóricas. En el Cuadro 4 se presenta la ecua-

ción de la curva, el coeficiente de determinación (R2), el coeficiente de correla-

ción lineal (r) y el rango del porcentaje de error relativo obtenido para los 10 

puntos de calibración de las curvas. 
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Cuadro 4. Resultados de linealidad de las curvas de calibración 

Estándar de poli-
fenol 

Ecuación de la curva R² R Rango del por-
centaje de error 
relativo 

Ácido 4-hidroxi-
benzoico 

Y= 0,4116x-0,2748 0,9996 0,9998 9 de los 10 pa-
trones cumplen, 
en un rango de 
(-2,7 a 0,9) % 

Ácido 5-o-cafeol-
quínico 

Y=0,3697x-0,5839 0,9935 0,9967 9 de los 10 pa-
trones cumplen, 
en un rango de 
(-14,8 a 6,2) % 

Ácido cafeico Y=0,3244x+0,0432 0,9978 0,9989 9 de los 10 pa-
trones cumplen, 
en un rango de 
(-4,4 a 6,7) % 

Ácido clorogé-
nico/Ácido vanílico 

Y= 0,1697x-0,1287 0,9973 0,9986 8 de los 10 pa-
trones cumplen 
en un rango de 
(-6,6 a 6,9) % 

Ácido ferú-
lico/Ácido elágico 

Y=0,5859x-1,203 0,9981 0,999 8 de los 10 pa-
trones cumplen, 
en un rango de 
(-2,5 a 1,5) % 

Ácido gálico Y=0,3906x-4,9005 0,9934 0,9967 8 de los 10 pa-
trones cumplen, 
en un rango de 
(-10,9 a 2,2) %. 

Ácido p-coumárico Y=1,0325x-0,8217 0,9995 0,9997 9 de los 10 pa-
trones cumplen, 
en un rango de 
(-2,3 a 1,1) % 

Ácido protocate-
cuico 

Y= 0,173x-0,3758 0,9958 0,9979 9 de los 10 pa-
trones cumplen, 
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en un rango de 
(-7,4 a 14,8) % 

Ácido siríngico Y=0,8711x-1,3372 0,9978 0,9989 9 de los 10 pa-
trones cumplen, 
en un rango de 
(-5,8 a 6,2) % 

Ácido-o-coumárico Y=1,8072x-1,1666 0,9997 0,9998 9 de los 10 pa-
trones cumplen, 
en un rango de 
(-1,8 a 0,8) % 

Epigalocatequina Y=0,2641x-0,2585 0,9981 0,999 9 de los 10 pa-
trones cumplen, 
en un rango de 
(-4,4 a 3,3) % 

Kaempferol Y=0,2525x-0,2625 0,9988 0,9994 9 de los 10 pa-
trones cumplen, 
en un rango de 
(-5,5 a 5,1) % 

Naringenina Y=0,6376x-0,169 0,9996 0,9998 10 de los 10 pa-
trones cumplen, 
en un rango de 
(-2,9 a 12,9) % 

Quercetina Y=0,2149x-1,3534 0,9974 0,9987 9 de los 10 pa-
trones cumplen, 
en un rango de 
(-6,1 a 6,9) % 

Ramnetina Y=0,2064x-0,1095 0,9986 0,9992 9 de los 10 pa-
trones cumplen, 
en un rango de 
(-14,5 a 4,6) % 

Rutina Y=0,1405x-0,0095 0,9988 0,9994 10 de los 10 pa-
trones cumplen, 
en un rango de 
(-3,6 a 11,4) % 
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Con respecto a la prueba de linealidad para las 19 curvas de los estánda-

res de polifenoles, para la mayoría de los casos el patrón menos concentrado 

fue el que no cumplió con un valor menor al 15 % de error relativo. En los demás 

patrones al menos 9 de los puntos calibrados cumplen con el criterio y solo en la 

curva de ácido clorogénico/ácido vanílico, ácido ferúlico/ácido elágico y ácido 

gálico solo 8 de los patrones están dentro del criterio de aceptación, pero cum-

plen con la especificación total de que el 75 % de los puntos calibrados deben 

estar dentro del criterio. Además, todas las curvas presentaron un coeficiente de 

correlación lineal superior a 0,995. 

En el Anexo 2 se pueden encontrar los gráficos pertenecientes a estas 

curvas, con su ecuación e información del coeficiente de determinación. La raíz 

cuadrada de este da un coeficiente de correlación lineal superior a 0,995 para 

cada uno. En el Anexo 3 se incluye un ejemplo de un cromatograma de los es-

tándares preparados a la mayor concentración de la curva. De manera adicional, 

se determinó el límite de detección (LD) y el límite de cuantificación (LC) por el 

método de mínimos cuadrados simples. En el Cuadro 5 se muestra el resultado 

obtenido para cada estándar de polifenol. 

Cuadro 5. Resultados del límite de detección (LD) y límite de cuantificación 

(LC) 

Transresveratrol Y=1,0062x-1,0147 0,999 0,9995 9 de los 10 pa-
trones cumplen, 
en un rango de 
(-2,6 a 3,1) % 

Estándar de polifenol LD µg/ml LC µg/ml 

Ácido 4-hidrobenzoico 0,42 1,41 

Ácido 5-o-cafeolquínico 1,24 4,14 

Ácido cafeico 0,70 2,33 
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4.2.2. Verificación de la precisión 

La precisión del método se evaluó en forma de repetibilidad, para un total 

de 9 réplicas que se analizaron durante 3 días diferentes. Cada día se inyectaron 

3 réplicas por nivel. En el Cuadro 6, se muestran los resultados del coeficiente 

de variación (CV) para el promedio de las 9 réplicas de la señal analítica de cada 

polifenol para evaluar la repetibilidad del método entre días y en el mismo día. 

  

Ácido clorogénico/Ácido vaní-
lico 

1,67 5,56 

Ácido ferúlico/Ácido elágico 0,72 2,41 

Ácido gálico 1,50 4,99 

Ácido p-coumárico 0,39 1,30 

Ácido protocatecuico 1,65 5,51 

Ácido siríngico 0,77 2,56 

Ácido-o-coumárico 0,31 1,02 

Epigalocatequina 2,47 8,24 

Kaempferol 0,62 2,07 

Naringenina 0,62 2,10 

Quercetina 1,19 3,96 

Ramnetina 1,33 4,45 

Rutina 0,88 2,92 

Transresveratrol 0,55 1,81 
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Cuadro 6. Resultados de la repetibilidad de método analítico 

Estándar de polifenol Nivel Promedio del área % CV 

 

Ácido 4-hidroxibenzoico 

Bajo 3,854 5,3 

Medio 10,145 1,0 

Alto 16,130 1,4 

 

Ácido 5-o-cafeolquínico 

Bajo 2,368 6,0 

Medio 8,198 9,5 

Alto 13,617 5,2 

 

Ácido cafeico 

Bajo 3,520 7,0 

Medio 8,040 6,8 

Alto 13,064 1,7 

 

Ácido clorogénico/Ácido 
vanílico 

Bajo 1,350 14,9 

Medio 4,536 7,6 

Alto 6,677 5,3 

 

Ácido ferúlico/Ácido elá-
gico 

Bajo 4,782 2,9 

Medio 13,260 2,4 

Alto 22,068 1,7 

 

Ácido gálico 

Bajo 9,455 10,8 

Medio 32,183 8,8 

Alto 59,953 7,1 

 Bajo 9,121 1,8 
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Ácido p-coumárico Medio 24,677 4,2 

Alto 41,000 3,9 

 

Ácido protocatecuico 

Bajo 1,198 11,1 

Medio 3,306 8,9 

Alto 6,340 3,5 

 

Ácido siríngico 

Bajo 7,297 7,2 

Medio 20,641 3,1 

Alto 34,665 3,5 

 

Ácido o-coumárico 

Bajo 16,332 1,7 

Medio 43,347 1,1 

Alto 71,081 1,3 

 

Epigalocatequina 

Bajo 1,359 14,2 

Medio 5,136 11,2 

Alto 8,782 8,1 

 

Kaempferol 

Bajo 2,151 12,3 

Medio 6,075 5,8 

Alto 9,824 5,9 

 

Naringenina 

Bajo 5,886 2,6 

Medio 15,139 2,1 

Alto 24,529 1,8 

 Bajo 5,923 10,8 
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La precisión del método se evaluó con base en la repetibilidad (ver Cuadro 

6), cada uno de los estándares cumplió con el criterio de aceptación al presentar 

un coeficiente de variación menor al 15 % en cada uno de los niveles de concen-

tración medidos. La repetibilidad del método varió y la variabilidad más baja fue 

de 1.0 % para el caso del nivel medio del ácido 4-hidroxibenzoico y la más alta 

de 14.9 % para el caso del nivel bajo de rutina. 

4.2.3. Verificación de exactitud y recuperación 

Para la evaluación de la exactitud a cada nivel de concentración prepa-

rado, se determinó la diferencia entre la concentración obtenida y la nominal en 

las muestras de jocote y guanábana enriquecidas con estándar de ácido o-cou-

márico. En el Cuadro 7, se pueden observar los resultados de exactitud con base 

en el porcentaje de error relativo. La ecuación de la curva para el estándar de 

ácido o-coumárico proviene de la curva obtenida en la prueba de linealidad. Las 

concentraciones obtenidas para los tres niveles de concentración trabajados 

Quercetina Medio 18,357 7,4 

Alto 32,507 6,7 

 

Ramnetina 

Bajo 1,513 14,9 

Medio 4,336 11,4 

Alto 7,075 10,0 

 

Rutina 

Bajo 1,473 14,9 

Medio 3,120 7,4 

Alto 5,018 6,2 

 

Transresveratrol 

Bajo 8,999 2,4 

Medio 24,107 2,4 

Alto 40,112 2,1 
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tienen un porcentaje menor al 15 % de las concentraciones nominales, por lo 

que cumplen con el criterio de aceptación de la prueba. 

Cuadro 7. Resultados para la evaluación de la exactitud durante la validación 
de la metodología analítica. 

En cuanto a la determinación del porcentaje de recuperación, los resulta-

dos se muestran en el Cuadro 8 en donde se especifica el valor obtenido de 

recuperación para cada uno de los niveles, además, la reproducibilidad entre 

ellos. 

Cuadro 8. Resultados del porcentaje de recuperación del estándar de ácido o-
coumárico en la verificación de la metodología analítica 

Como se puede observar, el promedio obtenido en cada nivel de concen-

tración está dentro del intervalo de 83 %-115 % de la especificación, además, 

Estándar ácido o-coumárico/Ecuación de la curva: Y= 1,8072x -1,166 

Exactitud 

Concentra-
ción nominal 

(µg/ml) 

Concentración 
promedio obte-

nida (µg/ml) 

Promedio del % 
de error relativo. 

Criterio de aceptación 

10 9,412 5,9 Se cumple en todas las 
concentraciones evalua-
das en el criterio de exac-
titud porque el error rela-
tivo es menor al 

±15 

80 81,138 11,1 

160 141,962 11,3 

Concentración 
de enriqueci-

miento 

Promedio del por-
centaje de recupe-

ración 

% CV Criterio de aceptación 

10 µg/ml 94,1 3,1 El % de recuperación están 
entre 83 %-115 % y el coefi-
ciente de variación es menor 
al ± 15 %. 

80 µg/ml 101,4 14,2 

160 µg/ml 88,7 3,3 
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son consistentes y reproducibles. En el Anexo 4 se incluye un cromatograma de 

la prueba de exactitud y recuperación de ácido o-coumárico a un nivel medio de 

concentración. 

4.3. EXTRACCIÓN DE POLIFENOLES EN LOS FRUTOS 

Como se mencionó, se extrajeron polifenoles de la fracción soluble y la 

fracción insoluble en cada fruto, provenientes de una muestra inicial de 100 mg. 

Una vez se pesaron las muestras, se extrajo primero los polifenoles de la fracción 

soluble usando metanol al 80 %, con lo que se logró obtener un extracto acuoso 

con color característico para cada fruto y de textura caramelizada. 

Para el caso de la fracción insoluble, el extracto de polifenoles obtenido a 

partir de extracciones con acetato de etilo mostró un residuo más limpio y de 

color característico para cada fruto en la Figura 4 (A) para el fruto de jocote y 4 

(B) para el fruto de pitahaya roja. De la misma manera, en la Figura 4 (C), 4 (D) 

y 4 (E) se presenta un ejemplo de los extractos solubles e insolubles que se 

obtienen para el fruto de marañón, nance y guanábana respectivamente; con la 

misma similitud, la fracción soluble presenta un residuo más acuoso y carameli-

zado y la fracción insoluble un residuo más limpio con un color característico por 

fruto. 

Por último, en la Figura 4 (F) se muestran los extractos de la palma acei-

tera resuspendidos en una mezcla de 0,5 ml de agua: metanol (1:1), notándose 

que el extracto de la fracción insoluble presenta una coloración más intensa. Esta 

característica estuvo presente en la mayoría de las fracciones insolubles de los 

frutos, a excepción de la pitahaya roja, cuya fracción insoluble fue casi transpa-

rente mientras que la fracción soluble fue de una coloración fucsia intenso. 
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Figura 4. Extractos de polifenoles que se obtienen a partir de los frutos de jo-
cote (A), pitahaya roja (B), marañón (C), nance (D), guanábana (E) y palma 
aceitera (F) 

En el caso del jocote (A) predominó una tonalidad verde, en la pitahaya 

roja (B) una tonalidad fucsia solo en la fracción soluble, en el marañón (C) una 

tonalidad morada, en el nance (D) una tonalidad marrón, en la guanábana (E) 

una tonalidad verde y en la palma aceitera (F) predominó una tonalidad amarilla. 

4.4. IDENTIFICACIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE POLIFENOLES POR CROMA-

TOGRAFÍA LÍQUIDA DE ALTA RESOLUCIÓN 

Para identificar los polifenoles se utilizó el tiempo de retención y su espec-

tro de absorbancia en el Uv-Vis, que se obtienen con el uso de estándares au-

ténticos de cada polifenol. En el Cuadro 9 se resumen estos parámetros para 

cada polifenol. 
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Cuadro 9. Tiempo de retención de los estándares de polifenoles y su espectro 
ultravioleta-visible (Uv-Vis) para la identificación de polifenoles en los frutos en 
estudio. 

Estándar de polifenol Tiempo de reten-
ción 

Espectro Uv-Vis 

Ácido 4-hidroxiben-
zoico 

8,597 193 254.66 - 

Ácido 5-o-cafeolquí-
nico 

9,56 217 248 323 

Ácido cafeico 9,437 216 240 322 

Ácido clorogénico 8,97 215 230 - 

Ácido elágico 12,15 196 253.63 366.46 

Ácido ferúlico 12,15 235 323 - 

Ácido gálico 2,34 201 220 270 

Ácido o-coumárico 14,017 211 277 325 

Ácido p-coumárico 11,427 209 310 - 

Ácido protocatecuico 4,933 200 215 260 

Ácido siríngico 9,78 215 274.85 - 

Ácido vanílico 8,97 203 215 260.78 

Epigalocatequina 11,983 203 277 - 

Kaempferol 21,21 193 266 366 

Naringenina 19,89 210 223 290 

Quercetina 18,023 201 255 370 

Ramnetina 22,477 202 257 370 
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Las concentraciones obtenidas en las curvas de calibración en µg/ml se 

reportaron en µg/g. Para esto, la señal de área obtenida para cada polifenol en 

la muestra se despejó de la ecuación de la curva obteniéndose la concentración 

en µg/ml, se multiplicó por el factor de dilución y se dividió entre el peso de la 

muestra para obtener la concentración en µg/g. La fórmula se detalla a continua-

ción: 

𝐶𝑛
µ𝑔

𝑔
= Cn µg/mL

𝐹𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 (𝑚𝐿)

peso de la muestra en gramos (g)
 

Como los extractos de polifenoles que se obtienen se resuspendieron en 

0,5 ml este equivale al factor de dilución y el peso de las muestras fue alrededor 

de 0,1 g. En el Cuadro 10 se presentan los resultados del perfil de polifenoles, 

tanto en la fracción soluble como insoluble que se identificaron y cuantificaron en 

el fruto de palma aceitera. 

Cuadro 10. Polifenoles presentes en el fruto de palma aceitera 

Rutina 11,737 202 256.9 355.23 

Transresveratrol 15,773 215 319 - 

 

Polifenol 

Concentración µg/g promedio ± intervalo de con-
fianza 

Fracción soluble Fracción Insoluble 

Rutina 22,94 ± 8,55 45,31 ± 7,64 

Ácido ferúlico/Ácido elá-
gico 

nd 38,73 ± 4,62 

Quercetina nd 36,36 ±1,38 

Ácido 4-hidrobenzoico 4,60 ± 0,33 31,33 ± 3,51 

Ácido clorogénico/Ácido 
vanílico 

nd 24,36 ± 9,39 
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Los resultados de la identificación y cuantificación de polifenoles presen-

tes en el fruto de la palma aceitera indican que la fracción insoluble presenta 

mayor concentración de polifenoles (176,09 µg/g) en comparación con su frac-

ción soluble (80,87 µg/g), aunque en esta última haya presencia de 9 tipos de 

polifenoles y en la fracción insoluble solo 5 (ver Cuadro 10). Los polifenoles que 

se encuentran en mayor concentración son: rutina, ácido ferúlico, quercetina, 

ácido 4-hidroxibenzoico y ácido vanílico y en menor concentración ramnetina, 

ácido siríngico, ácido 5-o-cafeolquínico, ácido o-coumárico, transresveratrol, ka-

empferol y ácido cafeico. 

Para la palma aceitera también se obtuvo un polifenol que no se identificó, 

con un área promedio de 25.717. Se puede afirmar que de los polifenoles pre-

sentados en el Cuadro 9 este polifenol sin identificar fue el de mayor área com-

parada con la del polifenol cuantificado en mayor concentración (rutina) cuya 

área fue de 1.4602 en promedio. Al tener mayor área se puede afirmar que está 

presente en una mayor concentración que el resto de los polifenoles con áreas 

menores, como se puede observar en el Anexo 5 cromatograma 7. En el Cuadro 

11 se reportan los resultados del perfil de polifenoles presentes en el fruto de 

marañón. 

Ramnetina 11,36 ±1,67 nd 

Siríngico 10,72 ± 1,14 nd 

Ácido 5-o-cafeolquínico 9,87 ± 0,57 nd 

Ácido-o-coumárico 7,39 ± 1,46 nd 

Transresveratrol 7,39 ± 0,61 nd 

Kaempferol 5,78 ± 0,20 nd 

Ácido cafeico 0,82 ± 0,11 nd 

Polifenoles totales 80,87 176,09 
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Cuadro 11. Polifenoles presentes en el fruto de marañón 

En el fruto de marañón la fracción soluble presentó mayor concentración 

total de polifenoles (2093,11 µg/ml) y 8 tipos de polifenoles. La fracción insoluble 

presentó menos concentración (1378 µg/ml) en comparación con la fracción so-

luble y solo se encontraron 2 tipos de polifenoles. Los polifenoles en mayor con-

centración fueron: ácido ferúlico, ácido gálico y quercetina y en menor concen-

traciones los polifenoles de ácido hidroxibenzoico, ácido clorogénico/ ácido va-

nílico, ácido siríngico, kaempferol, ácido p-coumárico y ácido 5-o-cafeolquínico. 

En el Cuadro 12 se reportan los resultados del perfil de polifenoles pre-

sentes en la fracción soluble e insoluble en el fruto de nance. En la fracción so-

luble se identificaron y cuantificaron 8 tipos de polifenoles con una concentración 

 

Polifenol 

Concentración µg/g promedio ± intervalo de con-
fianza 

Fracción soluble Fracción insoluble 

Ácido ferúlico/Ácido elá-
gico 

1826,41 ± 298,50 nd 

Ácido gálico nd 1139,55 ± 259,65 

Quercetina 140,02 ± 28,87 239,36 ± 85,18 

Ácido 4-hidrobenzoico 27,89 ± 3,40 nd 

Ácido clorogénico/Ácido 
vanílico 

27,77 ± 4,41 nd 

Ácido siríngico 26,81 ± 6,64 nd 

Kaempferol 17,28 ± 3,49 nd 

Ácido p-coumárico 14,64 ± 2,40 nd 

Ácido 5-o-cafeolquínico 12,70 ± 2,33 nd 

Polifenoles totales 2093,11 1378,91 
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total de 443,94 µg/ml menor en comparación con la concentración total presen-

tada por la fracción insoluble (602,77 µg/ml) y en la que se identificaron y cuan-

tificaron 7 tipos de polifenoles. Los polifenoles que se encontraron en mayor con-

centración en el fruto independiente de la fracción fueron quercetina, ácido gá-

lico, ácido clorogénico/ ácido vanílico, ácido 5-o-cafeolquínico, ácido 4-hidroxi-

benzoico y epigalocatequina. Los polifenoles en menor concentración fueron: 

ácido protocatecuico, ácido ferúlico/ ácido elágico, ácido siríngico, ácido-o-cou-

márico y ácido cafeico. 

Cuadro 12. Polifenoles presentes en el fruto de nance 

 

Polifenol 

Concentración µg/g promedio ± intervalo de con-
fianza 

Fracción soluble Fracción insoluble 

Quercetina 113,90 ± 6,94 226,55 ± 36,73 

Ácido gálico nd 222,16 ± 25,50 

Ácido clorogénico/Ácido 
vanílico 

114,01 ± 20,57 nd 

Ácido 5-o-cafeolquínico 60,64 ± 21,30 43,19 ± 7,30 

Ácido 4-hidrobenzoico 41,61 ± 2,52 55,46 ± 7,00 

Epigalocatequina 51,08 ± 9,43 nd 

Ácido protocatecuico nd 25,73 ± 2,19 

Ácido ferúlico/Ácido elá-
gico 

31,98 ± 5,50 16,96 ± 3,17 

Ácido siríngico 18,00 ± 4,16 nd 

Ácido-o-coumárico 12,72 ± 0,69 nd 

Ácido cafeico nd 12,72 ± 2,64 
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En el Cuadro 13 se reportan los resultados de los polifenoles que se en-

contraron en la fracción soluble e insoluble en la guanábana. Los polifenoles que 

se identificaron y cuantificaron en el fruto de guanábana fueron 8 en total. La 

fracción insoluble presentó una mayor concentración de compuestos fenólicos 

(260,27 µg/g) que la fracción insoluble (140,41 µg/g). Los polifenoles en mayor 

concentración fueron el ácido siríngico, ácido gálico y el ácido ferúlico/ácido elá-

gico y en menor concentración el ácido protocatecuico, ácido 5-cafeolquínico, 

ácido clorogénico/ácido vanílico, el ácido 4-hidrobenzoico y rutina. 

Cuadro 13. Polifenoles presentes en el fruto de guanábana 

Polifenoles totales 443,94 602,77 

 

Polifenol 

Concentración µg/g promedio ± intervalo de con-
fianza 

Fracción soluble Fracción insoluble 

Ácido siríngico 102,72 ± 15,18 7,83 ± 0,10 

Ácido gálico 65,87 ± 3,21 65,88 ± 1,80 

Ácido ferúlico/Ácido elá-
gico 

43,67 ± 2,45 16,60 ± 0,94 

Ácido protocatecuico nd 26,89 ± 6,81 

Ácido 5-o-cafeolquínico nd 8,72 ± 0,31 

Ácido clorogénico/Ácido 
vanílico 

31,82 ± 6,97 5,16 ± 0,72 

Ácido 4-hidrobenzoico 16,19 ± 5,57 6,21 ± 0,91 

Rutina nd 3,12 ± 0,52 

Polifenoles totales 260,27 140,41 
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De la misma forma, en la guanábana se obtuvieron 3 picos que no se 

identificaron porque su tiempo de retención no coincidió con ninguno de los es-

tándares, pero que al igual que en el fruto de palma aceitera presentaron áreas 

considerables (en comparación con el área del polifenol cuantificado en menor 

concentración, ácido cafeico, cuya área fue de 1.061 aproximadamente). Estos 

picos que no se identificaron tuvieron áreas de 1.402, el segundo 2.420 y el ter-

cero de 7.426 (Anexo 5 cromatograma 8). 

En el Cuadro 14 se presentan los resultados de polifenoles que se identi-

ficaron y cuantificaron en pitahaya roja. Además, en el Anexo 5 cromatograma 

9, se puede apreciar la presencia de 2 picos no identificados al minuto 24 y 25 

aproximadamente, el primero con un área promedio de 2.639 y el segundo de 

3.075. En comparación con el área del polifenol de epigalocatequina que fue en 

promedio de 1.198, se puede sugerir que estos 2 picos no identificados andan 

en una concentración parecida a la epigalocatequina. 
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Cuadro 14. Polifenoles presentes en el fruto de pitahaya roja 

Para el fruto de pitahaya roja se determinó la presencia de 7 tipos de com-

puestos fenólicos. En la fracción soluble predominó la presencia de ácido cloro-

génico/ácido vanílico, ácido cafeico, ácido 5-o-cafeolquínico y ácido o-coumárico 

con una concentración total de 429,75 µg/g. En cambio, en la fracción insoluble 

predominó la presencia de epigalocatequina, ácido p-coumárico y naringenina 

sumando una concentración total de 31,95 µg/g. 

Para el caso del jocote, en el Cuadro 15 se reportan los resultados del 

perfil de polifenoles presentes en el fruto. Se reporta la presencia en la fracción 

soluble de 5 tipos de polifenoles, los cuales son: ácido siríngico, ácido clorogé-

nico/ácido vanílico, ácido 4-hidroxibenzoico, ácido p-coumárico y 

 

Polifenol 

Concentración µg/g promedio ± intervalo de con-
fianza 

Fracción soluble Fracción insoluble 

Ácido clorogénico/Ácido 
vanílico 

225,99 ± 21,81 nd 

Ácido cafeico 124,88 ± 26,03 nd 

Ácido 

5-o-cafeolquínico 

70,23 ± 10,79 nd 

Epigalocatequina nd 21,54 ± 3,69 

Ácido 

O-coumárico 

8,65± 1,28 nd 

Ácido p-coumárico nd 7,78 ± 0,87 

Naringenina nd 2,63 ± 0,18 

Polifenoles totales 429,75 31,95 
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transresveratrol sumando una concentración total de 213,47 µg/g. En el caso de 

la fracción insoluble solo presentó ácido p-coumárico a una concentración de 

4,43 µg/g. 

Cuadro 15. Polifenoles presentes en el fruto de jocote 

En algunos casos, fue necesaria la aplicación de la prueba de Grubbs 

para el descarte de resultados anómalos, para hacer esta eliminación de datos 

se parte del hecho de que las muestras poseen una distribución normal. En el 

Anexo 6 se presenta un ejemplo de la aplicación de la prueba, en este caso para 

el polifenol rutina presente en la fracción soluble de la palma aceitera. En ese 

caso, el valor t de la tabla para 20 datos es de 2,56 y el t obtenido es de 2,74 por 

lo que el dato 103,11 se considera dato atípico y, por ende, se puede eliminar. 

Este fue el enfoque que se aplicó cada vez que se tuvo la sospecha de un dato 

atípico. 

Por último, en la Figura 5 y la Figura 6 se presenta el resultado del análisis 

de componentes principales (PCA por sus siglas en inglés, Principal Component 

Analysis) realizado con el software estadístico R para observar una diferencia-

ción en el agrupamiento de los frutos según su contenido de polifenoles. El 

 

Polifenol 

Concentración µg/g promedio ± intervalo de con-
fianza 

Fracción soluble Fracción insoluble 

Ácido siríngico 90,34 ± 15,92 nd 

Ácido clorogénico/Ácido 
vanílico 

65,18 ± 13,63 nd 

Ácido 4-hidrobenzoico 27,64 ± 2,80 nd 

Ácido p-coumárico 18,59 ± 3,14 4,43 ± 0,16 

Transresveratrol 11,72 ± 0,69 nd 

Polifenoles totales 213,47 4,43 
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análisis de PCA para los polifenoles solubles e insolubles se realizó por sepa-

rado. El PCA indica que los componentes 1 y 2 explican el 42 % de la variación 

de los datos de los polifenoles solubles y el 54.5 % de la variación de los datos 

de los polifenoles insolubles. 
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Figura 5. Análisis de componentes principales de polifenoles solubles en 
los frutos 
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Figura 6. Análisis de componentes principales de polifenoles insolubles 
en los frutos 
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En el análisis de componentes principales (PCA) de la fracción soluble e 

insoluble de los extractos de los frutos en estudio se resume toda la información 

del perfil de cada fruto (ver Figura 5 y Figura 6). 

Para la fracción soluble se pueden observar diferentes agrupaciones entre 

los frutos (ver Figura 5). Los polifenoles del fruto de palma aceitera, guanábana 

y jocote son cercanos entre sí, esto indica cierta similitud en el perfil, en este 

caso estos 3 frutos comparten la presencia de ácido 4-hidroxibenzoico y ácido 

siríngico; la guanábana y el jocote están más cercanos debido a la presencia de 

ácido clorogénico en ambos. Además, se puede observar cuál es el polifenol que 

los diferencia, por ejemplo, la palma aceitera es el único fruto que presenta ram-

netina y rutina en su fracción soluble, la guanábana fue el único fruto que pre-

sentó ácido gálico en su fracción soluble y en el caso del jocote, la presencia de 

transresveratrol. 

Para el análisis de PCA del perfil de polifenoles en la fracción insoluble de 

los frutos (ver Figura 6), se puede apreciar la formación de 3 agrupaciones. En 

el cuadrante inferior izquierdo se ubicó el fruto de pitahaya roja, alejado comple-

tamente de los demás frutos, indicativo de que su perfil es diferente al resto de 

los frutos, este fue el único fruto que presentó los polifenoles de epigalocate-

quina, naringenina y ácido p-coumárico. El fruto de jocote presentó una pequeña 

cantidad de ácido p-coumárico, pero no fue posible ubicarlo en el plano dimen-

sional del PCA, pues solo se identificó un polifenol insoluble en ese fruto, por lo 

que la información no es suficiente para atribuirle similitudes con el resto de los 

frutos y agruparlo en un análisis de PCA. 
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5. DISCUSIÓN 

5.1. TRATAMIENTO DE LOS FRUTOS 

La implementación del método de Soxhlet (ver Figura 3B) para la elimina-

ción de impurezas de aceites y grasas en la palma aceitera como un pretrata-

miento, permitió remover la mayor cantidad posible de contenido graso en la 

muestra. A pesar de que se trató de homologar las condiciones de extracción 

para los 5 lotes de palma aceitera a un tiempo promedio de 6 horas de extracción 

con solvente, se pudo observar, en el momento de la obtención de los extractos, 

tanto en la fracción soluble como insoluble, la presencia de contenido graso en 

todas las muestras. Shahidi (2001) menciona que, cuando se utiliza hexano para 

extraer grasas un periodo de extracción de 8 horas es lo adecuado. 

Para compensar que la extracción de grasas por Soxhlet fue de aproxi-

madamente 6 horas en lugar del mínimo de 8 horas, fue necesario un paso adi-

cional en el proceso de extracción que fue hacer lavados con hexano, hasta la 

obtención de extractos limpios. Para obtener mejores resultados en la remoción 

de grasas y aceites presentes en la palma aceitera es necesario ampliar el 

tiempo del proceso al mínimo de 8 horas, el tamaño de la muestra debe ser lo 

más pequeño posible, es decir, la muestra debe estar cortada en trozos muy 

pequeños y considerar la cantidad de volumen de solvente empleado. Pérez et 

al. (2009) recomiendan que, cuanto mayor cantidad de solvente y menor tamaño 

de muestra, el proceso de extracción usando la técnica de Soxhlet dará mejores 

resultados. 

En cuanto al pretratamiento de los frutos de marañón, nance, guanábana, 

pitahaya roja y jocote, la técnica de liofilización permitió obtener muestras secas, 

preservando su composición y propiedades químicas. Ramírez (2006) afirma 

que, la liofilización es uno de los mejores métodos de secado para muestras 

orgánicas, ya que permite conservar las características organolépticas y no al-

tera la estructura fisicoquímica del producto. La única desventaja de la técnica 
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fue la duración del proceso de secado, puesto que, para el tratamiento de los 

frutos, se tardó alrededor de 5 días por cada fruto. Esto es necesario para remo-

ver la mayor cantidad de agua libre en el fruto y así evitar el crecimiento de mi-

croorganismos que puedan deteriorarlos (Parzanese, 2022). 

5.2. VERIFICACIÓN DE LA METODOLOGÍA ANALÍTICA 

Para la verificación de la metodología analítica de identificación y cuanti-

ficación de polifenoles se estableció en un principio que los parámetros por eva-

luar eran linealidad, precisión, exactitud y porcentaje de recuperación. No obs-

tante, también se evaluó el límite de detección y cuantificación. 

Para el parámetro de linealidad se puede observar el Cuadro 4, en el que 

se reportan los resultados de la curva de calibración para cada uno de los están-

dares de polifenoles, los cuales cumplieron con el criterio de aceptación del por-

centaje de error relativo ≤ 15 % de las concentraciones nominales que establece 

la FDA (2018). Al menos 8 de los 10 puntos de calibración que equivalen al 75 % 

de los puntos calibrados cumplen con el anterior criterio. 

Además, todas las curvas presentaron un coeficiente de correlación lineal 

superior al 0,995, lo que implica una correlación lineal fuerte y, en este caso, 

positiva entre las 2 variables. Es decir, la señal de área para cada estándar de 

polifenol tiene una correlación directa con la concentración a la que se preparó 

cada estándar, por lo tanto, a valores grandes de área le corresponden valores 

altos de concentración. 

En cuanto a la determinación del límite de detección (LD) y límite de cuan-

tificación (LC), reportados en el Cuadro 5 para el caso del LD, estos valores re-

presentan la menor concentración en µg/ml en la que el polifenol de interés pre-

sente en una muestra puede detectarse, pero no cuantificado necesariamente. 

En el caso del LC, los valores reportados son la concentración en ug/ml en la 

cual el polifenol de interés puede cuantificarse con precisión y exactitud acepta-

bles, como lo indica la USP 43 NF 38 en el capítulo 1225 sobre validación de 

procedimientos (Farmacopea de los Estados Unidos de América, 2022). 
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Estos dos parámetros no poseen valores superiores o inferiores que de-

ban cumplir, sino que más bien son descriptivos al brindar información en el caso 

del LD de la concentración más baja del analito que puede detectarse por el 

método con un nivel de confianza específica y en el caso del LC, la concentración 

más baja a la que el analito puede cuantificarse de manera confiable. Por ejem-

plo, el ácido protocatecuico obtuvo un LD 1,652 µg/ml y un LD de 5,5066 µg/ml 

(ver Cuadro 5). 

Lo anterior lo que indica es que a partir de concentraciones alrededor de 

1,652 µg/ml este analito ya puede identificarse de manera confiable, por el mé-

todo analítico y que a partir de concentraciones de 5,5066 µg/ml se pueden ob-

tener resultados exactos y precisos de cuantificación. En el Cuadro 6 sobre la 

evaluación de la precisión del método, al nivel bajo de concentración de 10 µg/ml 

se obtuvieron resultados precisos para el ácido protocatecuico y así con todos 

los demás estándares de polifenoles. 

En cuanto a la evaluación de los parámetros de precisión, exactitud y re-

cuperación, en el Cuadro 6 se puede observar que cada uno de los estándares 

tuvo resultados consistentes a los 3 niveles de concentración trabajados al pre-

sentar coeficientes de variación menores al 15 %. Seguidamente, en cuanto a la 

determinación de la exactitud del método (ver Cuadro 7), los resultados fueron 

exactos al presentar un porcentaje de error relativo menor al 15 % de las con-

centraciones nominales y para el porcentaje de recuperación (ver Cuadro 8) los 

3 niveles de concentración trabajados presentaron recuperación dentro del crite-

rio de aceptación (83 %-115 %). 

Lo anterior demuestra que la metodología de análisis produce resultados 

precisos, exactos y se garantiza que la recuperación del analito es eficiente y 

reproducible en las condiciones del procedimiento descritas. Esto ya que cumple 

con los criterios establecidos en la guía de validación de métodos bioanalíticos 

de la FDA (FDA, 2018). 
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En resumen, las características de desempeño evaluadas permiten esta-

blecer que el método para identificar y cuantificar polifenoles en estos frutos cum-

ple con los requisitos para la aplicación analítica prevista en cuanto a que el 

método es exacto, preciso y lineal en un rango de 1 a 45 µg/ml para los polife-

noles; ácido cafeico, ácido 4-hidroxibenzoico, ácido protocatecuico, ácido ferú-

lico, ácido p-coumárico, epigalocatequina, ramnetina, ácido siríngico, ácido elá-

gico, ácido vanílico, naringenina, kaempferol, 5-o-cafeolquínico, ácido clorogé-

nico, ácido o-coumárico, transresveratrol y rutina y, en un rango de 4 a 180 µg/ml, 

para la quercetina y ácido gálico. 

La única interferencia considerable en el proceso de validación fue la 

coelución de picos durante la corrida cromatográfica entre los estándares de 

ácido ferúlico y ácido elágico y entre los estándares de ácido clorogénico con el 

ácido vanílico. Se había considerado que era un evento posible, puesto que 

cuando se realizaron inyecciones de prueba para determinar el tiempo de reten-

ción (TR) de los estándares, estos presentaron un TR igual y durante la valida-

ción se vio reflejado. 

En el cromatograma 3 (ver Anexo 3) se puede observar la separación de 

las señales en una mezcla de estándares de polifenoles que se realizó para iden-

tificar el tiempo de retención de cada uno de los polifenoles y donde se evidencia 

un solo pico para los estándares de ácido ferúlico y ácido elágico a un TR de 

12,923 min y un solo pico para el ácido clorogénico y ácido vanílico a un TR de 

9,850 min. Esta coelución de analitos es posible que se deba al tipo de gradiente 

empleado, las características de la columna, la fase móvil y a la gran cantidad 

de analitos por identificar. Intentar hacer cambios de más en las condiciones cro-

matográficas para separar estos compuestos, puede comprometer la separación 

de los demás polifenoles como lo indica la Farmacopea Europea (Ph.Eur) 

cuando la elución es por gradiente se requiere de mayor precaución y solo se 

permiten cambios menores (Ph.Eur, 2022). 

Esta interferencia no hubiera sido un inconveniente con el empleo de tec-

nologías más avanzadas para la identificación de compuestos como la detección 
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por masas, una técnica más selectiva y específica, porque el espectro resultante 

muestra la abundancia de las diversas especies iónicas presentes en función de 

la masa y el número de cargas elementales positivas o negativas de sus iones 

(m/z). Estas características son únicas para cada compuesto y es como una es-

pecie de huella digital, lo que constituye su perfil isotópico (PH.Eur, 2022). 

Por consiguiente, para reportar estos resultados se tomó la decisión de 

unificarlos, por lo que a lo largo del estudio se puede apreciar la creación de una 

sola curva para ácido ferúlico/ácido elágico y otra curva solo de ácido clorogé-

nico/ácido vanílico (ver cromatograma 1, Anexo 3). En el caso de la identificación 

de estos compuestos en los frutos en estudio fue necesaria la ayuda de referen-

cias bibliográficas para descartar la presencia de uno o del otro compuesto, por 

ejemplo, en el fruto de marañón ya se ha reportado la presencia de ácido ferúlico 

(Marc et al., 2012), en el fruto de palma aceitera también ha sido reportada la 

presencia de este compuesto (Neo et al., 2010). No obstante, en el caso del fruto 

de pitahaya roja y guanábana no fue posible descartar entre ácido clorogénico y 

ácido vanílico, porque no se ha reportado la presencia de estos compuestos en 

las primeras investigaciones sobre el perfil de polifenoles en estos frutos (Esqui-

vel et al., 2020; Jiménez et al., 2014). 

5.3. EXTRACCIÓN DE POLIFENOLES 

En cuanto a los extractos de polifenoles que se obtienen en la fracción 

soluble e insoluble, cada fruto presentó un color característico (ver Figura 4). En 

los frutos, Mínguez (2022) menciona que los compuestos secundarios a los que 

se les atribuye funciones de pigmentación son las antocianinas, carotenoides y 

clorofilas. En el caso de la pitahaya roja, de acuerdo con Esquivel et al. (2007) 

posee un gran contenido de betalaínas responsables de la pigmentación rojo 

intenso, característico del fruto. 

Con base en lo anterior, la presencia o ausencia de color en los extractos 

que se obtienen en los frutos en estudio puede ser un indicativo de la existencia 

o no de polifenoles en el extracto, puesto que las antocianinas es un tipo de 
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polifenol. Esto coincide con el resultado obtenido en la fracción insoluble del jo-

cote en donde el extracto no tuvo coloración (ver Figura 4 A) y durante el análisis 

de identificación y cuantificación de polifenoles en esta fracción del jocote, no se 

encontró presencia de estos compuestos. 

5.4. IDENTIFICACIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE POLIFENOLES EN FRUTOS 

Los polifenoles que se identificaron y cuantificaron en palma aceitera fue-

ron rutina, ácido ferúlico, quercetina, ácido 4-hidroxibenzoico y ácido vanílico en 

concentraciones mayores y en menor concentración ramnetina, ácido siríngico, 

ácido 5-o-cafeolquínico, ácido o-coumárico, transresveratrol, kaempferol y ácido 

cafeico. La presencia de estos polifenoles concuerda con las observaciones de 

otros investigadores, que demuestran presencia de ácido ferúlico y vanílico en 

lugar de elágico y clorogénico, porque ya se ha reportado la identificación de 

estos polifenoles en palma aceitera, así como el ácido 4-hidroxibenzoico, sirín-

gico, cafeico o-coumárico (Neo et al., 2010). En el caso de rutina, quercetina, 

transveratrol, kaempferol y ramnetina no se encontraron previamente en palma 

aceitera, sin embargo, otros estudios se realizan con palmas aceiteras cultivadas 

en otras regiones distintas a Costa Rica y de variedades diferentes, lo que puede 

influir en el perfil de polifenoles. 

Asimismo, la palma aceitera presentó un pico con TR de 10,803 min con 

una señal de área considerablemente mayor que las áreas de los polifenoles que 

sí se identificaron y cuantificaron (ver cromatograma 8, en Anexo 5). Al respecto 

es importante que se realicen más investigaciones que incluyan nuevos tipos de 

estándares que no fueron previstos en esta investigación o el empleo de otra 

técnica de detección, para determinar qué tipo de polifenol es el que está pre-

sente, puesto que con la lógica de que a mayor señal de área mayor es la con-

centración del polifenol, este indudablemente es el polifenol predominante en la 

palma aceitera. 

En el caso del fruto de marañón, se identificaron y cuantificaron 9 tipos de 

polifenoles (ver Cuadro 11). En este fruto, la fracción soluble obtuvo una mayor 
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concentración total de polifenoles (2093,11 µg/g), predominando la presencia de 

ácido ferúlico. La fracción insoluble también presentó una alta concentración total 

de polifenoles (1378,91 µg/g) aportada en mayor medida por los polifenoles de 

ácido gálico y quercetina. Los resultados de esta investigación concuerdan con 

otros estudios realizados en jugo y pseudofruto de marañón, los cuales reportan 

la presencia de ácido gálico, quercetina, ácido ferúlico y ácido p-cumárico (Marc 

et al., 2012; Queiroz et al., 2011; Broinizi et al., 2007). 

No se encontró la presencia de naringenina y ácido cafeico que reportaron 

Marc et al. (2012), ni tampoco de ácido protocatecuico y ácido cinámico repor-

tado por Queiroz et al. (2011), en jugo de marañón. Tampoco se identificó ácido 

salicílico, ácido quínico, ácido gentísico y cafeico reportado por Broinizi et al. 

(2007) en el pseudofruto del marañón. Bravo (1998) considera que la variedad 

de los frutos, así como la madurez y factores ambientales son otros posibles 

factores que pueden influir en los resultados, además, a condiciones de cosecha, 

clima, método de extracción y de análisis (Queiroz et al., 2011). 

Por lo tanto, esta tesis contribuye en la detección en marañón de los poli-

fenoles de ácido 4-hidroxibenzoico, ácido clorogénico/ácido vanílico, ácido 5-

caefolquínico, ácido siríngico y kaempferol. El marañón fue el fruto que presentó 

la mayor concentración de polifenoles totales, atribuido principalmente a la pre-

sencia de ácido gálico, quercetina y ácido ferúlico, los restantes 6 polifenoles se 

encuentran en concentraciones mucho más pequeñas (rango entre 12 a 

17 µg/g). 

En cuanto al fruto de nance, los polifenoles en mayor concentración fueron 

quercetina, ácido gálico, ácido 5-o-cafeolquínico, ácido clorogénico/ ácido vaní-

lico y ácido 4-hidroxibenzoico y en menor concentración fueron ácido siríngico, 

epigalocatequina, ácido ferúlico/ácido elágico, ácido-o-coumárico, ácido proto-

catecuico y ácido cafeico. En comparación con el estudio realizado por Maldini 

et al. (2021), los resultados en el presente trabajo difieren, puesto que en ese 

estudio determinaron particularmente compuestos derivados del ácido galoilo. 
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Esta variación de resultados entre un estudio y otro probablemente se vio 

influenciada por diferentes factores como el método de extracción, el origen del 

fruto y el uso de estándares de polifenoles que se tengan a disposición para el 

análisis (Meireles et al., 2008). No obstante, en un estudio realizado en México 

por López et al. (2014), sobre compuestos funcionales en nance, lograron iden-

tificar y cuantificar los polifenoles de ácido gálico, ácido protocatecuico, catequi-

nas y derivados, quercetina y derivados, ácido siríngico, ácido cafeico y ácido 

cumárico, resultados muy similares a los que se obtienen en esta tesis. 

En el caso del fruto de guanábana, los polifenoles en mayor concentración 

fueron el ácido siríngico, ácido gálico y el ácido ferúlico/ácido elágico y en menor 

concentración el ácido protocatecuico, ácido 5-cafeolquínico, ácido clorogé-

nico/ácido vanílico, el ácido 4-hidrobenzoico y rutina. En la investigación reali-

zada por Jiménez et al. (2014), los compuestos que predominaron fueron deri-

vados del ácido cinámico y ácido p-coumárico; como lo indica el autor, son ne-

cesarios más estudios para asignar compuestos no identificados hasta el mo-

mento. Además, Sánchez et al. (2012) mencionan que los estudios efectuados 

hasta el momento para la identificación de los compuestos presentes en la gua-

nábana son poco profundos, porque se basan en la determinación de los com-

puestos mediante un mecanismo específico, por ejemplo, el contenido fenólico 

total (método de Folin Ciocalteu). 

No obstante, en un estudio realizado por Aguilar et al. (2019), identificaron 

un total de nueve compuestos fenólicos (ácido gálico, cumárico, cinámico, ca-

feico, clorogénico, protocatecuico, 4-Hidroxibenzoico, siríngico y neoclorogénico) 

en piel, semilla, culomela y pulpa de guanábana, que resultan muy similares a 

los que se obtienen en este proyecto de investigación. Los autores no reportaron 

la presencia de ácido ferúlico/ácido elágico, ácido 5-cafeolquínico y rutina que sí 

se reporta en el presente estudio. 

Para el fruto de pitahaya roja en la fracción soluble predominó la presencia 

de ácido clorogénico/ácido vanílico, ácido cafeico, ácido 5-o-cafeolquínico y 

ácido o-coumárico, mientras que en la fracción insoluble predominó la presencia 
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de ácido p-coumárico, epigalocatequina y naringenina. Estos resultados son di-

ferentes a los que obtuvieron Esquivel et al. (2020), en pitahaya nativa de Costa 

Rica en donde reportaron la presencia de ácido gálico, tirosina y acetilcumarina. 

Esta diferencia en resultados probablemente se deba a que se aplicaron 

metodologías de análisis diferentes y, además de los estándares que emplearon 

estos autores, como lo sugiere Baxter y Moss (citados en Ignat et al., 2011), 

existen alrededor de 8000 estructuras de compuestos fenólicos que se identifi-

can en la naturaleza, por lo tanto, cuanto mayor sea la cantidad de estándares 

de polifenoles a disposición mayor es la capacidad de identificar estos compues-

tos y así evitar la presencia de picos sin identificar. Esta situación se puede ob-

servar en el cromatograma 10 (ver Anexo 5), en donde no se identificaron 2 pi-

cos, uno al minuto 24 y el otro al minuto 25. 

Por otra parte, el fruto de jocote presentó en mayor concentración el poli-

fenol de ácido siríngico, seguido por el ácido clorogénico, ácido hidroxibenzoico, 

ácido p-cumárico y transresveratrol, de todos estos compuestos el ácido cloro-

génico es el que ya ha sido reportado en jocote (Engels et al., 2012). Asimismo, 

fue el fruto que presentó menor concentración de compuestos fenólicos que se 

identificaron y cuantificaron con el método que se utiliza. 

De la misma forma, en un estudio realizado por Sabino (2017), se reportó 

la presencia de kaempferol, ácido p-coumárico, quercetina, rutina, ácido cafeico 

y ácido elágico. La diferencia de compuestos fenólicos reportados en esta tesis 

para el jocote se puede atribuir al método empleado y a la variedad del fruto. 

Cabe destacar que en el estudio realizado por Sabino se analizaron dos tipos de 

especies (la Spondia purpurea y la S. mombin) y alrededor de nueve variedades, 

que presentaron diferencias de contenido de polifenoles entre una y otra. No 

obstante, la presencia de ácido p-coumárico predominó en la mayoría de las va-

riedades de jocote que se estudian, lo que también coincide con esta investiga-

ción. 
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En cuanto al análisis de PCA, se puede confirmar que el fruto de marañón 

y nance comparten un perfil de compuestos fenólicos muy similar, con la diferen-

cia de que, el fruto de marañón posee una mayor concentración de polifenoles 

totales. Asimismo, el perfil de polifenoles del fruto de palma aceitera, jocote y 

guanábana presentan similitud en el tipo de polifenoles presentes y en la con-

centración en que se encuentra. Por otra parte, el fruto de pitahaya roja presenta 

un perfil más único, pero con cierta similitud al fruto de nance. 

Como se puede observar en la Figura 5 en cuanto al perfil de polifenoles 

en la fracción soluble de los frutos se formaron tres agrupaciones, en el cua-

drante superior derecho se ubicó el fruto del marañón, en el cuadrante superior 

izquierdo los frutos de pitahaya roja y nance y en los cuadrantes inferiores se 

agruparon los frutos de palma aceitera, guanábana y jocote. Como lo indican 

Urrunia y Palomino (2010) en el PCA las relaciones entre las variables, en este 

caso entre frutos y los polifenoles, se basan en la distancia en la que se encuen-

tre uno de otros, es decir, si se agrupan es porque comparten similitudes en su 

perfil de polifenoles. 

De la misma forma cada vector (polifenol) ejerce su influencia en cada 

fruto, si el vector es muy cercano a 0 significa que no tiene influencia en el fruto 

y si es muy cercano a 1 o -1, el polifenol afecta considerablemente al fruto en el 

plano dimensional del PCA (Suárez, 2007). Por ejemplo, en el caso del fruto de 

pitahaya roja, en la Figura 5 se puede apreciar cómo el vector de ácido cafeico 

afecta de manera considerable a este fruto, ya que en la fracción soluble fue el 

único fruto en presentar este compuesto. Lo mismo con el vector del polifenol de 

epigalocatequina para el fruto de nance, afecta únicamente a este fruto porque 

fue el único en presentar este compuesto en su fracción soluble. 

Para la fracción insoluble en la Figura 6 se puede apreciar la formación de 

tres agrupaciones también, en el cuadrante inferior izquierdo el fruto de pitahaya 

roja, en el cuadrante inferior derecho los frutos de nance y marañón y en el cua-

drante superior derecho los frutos de palma aceitera y guanábana. Siguiendo el 

mismo comportamiento descrito para la fracción soluble, los frutos que se 
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agrupan presentan similitud en su perfil de polifenoles y, en este caso, la pitahaya 

roja no comparte ninguna similitud con los polifenoles presentes en su fracción 

insoluble con el resto de los frutos. El fruto de palma aceitera y guanábana com-

parte la presencia de ácido ferúlico, ácido 4-hidroxibenzoico, ácido clorogénico y 

rutina y los frutos de nance y marañón coinciden con la presencia de ácido gálico 

y quercetina. 

Para finalizar, conocer el perfil de polifenoles de cada uno de estos frutos 

no es suficiente para afirmar cuál extracto tendría un mejor desempeño como 

inhibidores del crecimiento de hongos mediante pruebas in vitro. Diferentes es-

tudios han evidenciado el efecto antifúngico de polifenoles que se encontraron 

en este estudio como catequina, quercetina, ácido p-coumárico, rutina, ácido 

ferúlico, ácido gálico (Báidez et al., 2006; Zabra y Pavela, 2013) y ácido clorogé-

nico (Martínez et al., 2017). Sin embargo, los polifenoles presentes en los frutos 

pueden contribuir, de manera individual o en conjunto, como lo afirman Neo et 

al. (2010). 

Por lo tanto, si se complementa el perfil de compuestos fenólicos con la 

concentración total obtenida para cada fruto, se puede sugerir que el fruto de 

marañón, con una concentración total de aproximadamente 3472 µg/g (sumando 

el contenido de la fracción soluble e insoluble), es el fruto que presenta mayor 

potencial antifúngico en pruebas in vitro posteriores. En segundo lugar, se en-

cuentran los extractos del fruto de nance (1046 µg/g), seguido por los extractos 

del fruto de pitahaya roja (462 µg/g), guanábana (400 µg/g), palma aceitera 

(257 µg/g) y de último lugar el jocote (218 µg/g). 
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

6.1. CONCLUSIONES 

• La aplicación del método de Soxhlet como pretratamiento para eliminar 

las impurezas de grasas y aceites presentes en el fruto de palma aceitera 

resultó efectivo para remover la mayor cantidad de interferencias por es-

tas sustancias. Con esto se logró obtener muestras fáciles de manipular 

para la extracción de compuestos fenólicos. 

• El empleo de la técnica de liofilización para el pretratamiento de los frutos 

de guanábana, jocote, nance, marañón y pitahaya roja es una alternativa 

óptima para tratar los frutos. Esto evita la degradación de polifenoles por-

que no requiere el uso de altas temperaturas. 

• La validación del método analítico para el análisis de identificación y cuan-

tificación de polifenoles en los frutos en estudio permitió confirmar que la 

metodología analítica es apta para el uso previsto y que los resultados 

que genere son exactos, precisos y confiables. 

• La obtención de extractos de polifenoles a partir de los frutos de palma 

aceitera, guanábana, nance, marañón, jocote y pitahaya roja basada en 

un mismo método (Lux et al., 2020), permitió extraer compuestos fenóli-

cos presentes en fracciones solubles e insolubles en cada fruto. 

• Se observaron similitudes en el perfil de polifenoles entre los frutos de 

nance y marañón; entre guanábana y jocote y palma aceitera y un perfil 

muy diferente y particular en el contenido de polifenoles en la pitahaya 

roja. 

• Se demostró que los polifenoles que predominaron en el fruto de palma 

aceitera fueron: ácido ferúlico, ácido clorogénico, quercetina, rutina y 

ácido 4-hidroxibenzoico. 
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• Se estableció que los polifenoles que predominan en el fruto de marañón 

son ácido gálico, quercetina y ácido ferúlico. 

• Se determinó que para el fruto de nance los polifenoles que predominan 

son ácido gálico, quercetina, ácido 5-o-cafeolquínico, ácido 4-hidroxiben-

zoico y ácido clorogénico/ácido vanílico. 

• Se identificaron y cuantificaron los polifenoles de ácido siríngico, ácido 

gálico, ácido clorogénico/ácido vanílico, ácido 4-hidroxibenzoico, ácido 

ferúlico/ácido elágico, ácido protocatecuico, ácido 5-o-cafeolquínico y ru-

tina en el fruto de guanábana. 

• Se identificaron y cuantificaron los polifenoles de ácido clorogénico/ácido 

vanílico, ácido cafeico, ácido 5-o-cafeolquínico, ácido o-coumárico, ácido 

p-coumárico, epigalocatequina y naringenina en el fruto de pitahaya roja. 

• Los polifenoles presentes en mayor concentración en el fruto de jocote 

fueron el ácido siríngico y el ácido clorogénico/ácido vanílico. 

• En esta investigación se determinó que el fruto con mayor contenido de 

compuestos fenólicos y que, por lo tanto, es posible que presente mejor 

potencial antifúngico es el marañón (3472 µg/g), seguido del nance 

(1046 µg/g), pitahaya roja (462 µg/g), guanábana (400 µg/g), palma acei-

tera (257 µg/g) y de último lugar el jocote (218 µg/g). 

6.2. RECOMENDACIONES 

• Se recomienda que, en próximos pretratamientos de la palma aceitera, se 

amplíe el tiempo de extracción con el método de Sohxlet a un mínimo de 

8 horas. Esto porque es el tiempo recomendado para extracciones 

cuando se usa hexano como solvente. 

• Se recomienda que para evitar la coelución de los estándares de polife-

noles de ácido clorogénico/ácido vanílico y ácido ferúlico/elágico, usar la 

técnica de HPLC acoplado al detector de masas para una mejor 
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detección. Otra alternativa es utilizar otro tipo de columna cromatográfica 

que permita mejorar la resolución de los picos. 

• Se recomienda ampliar la cantidad de estándares de polifenoles disponi-

bles para análisis de perfil de estos compuestos. Esto se debe a que no 

fue posible la identificación de picos con áreas considerables en los frutos 

de palma aceitera, guanábana y pitahaya roja. Se puede usar un detector 

de masas de alta resolución para realizar búsquedas no dirigidas que per-

mitan identificar fragmentos de masas y con esto saber qué estándares 

se pueden adquirir adicionalmente. 
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ANEXOS 

ANEXO 1. RESULTADO DEL PRETRATAMIENTO DE EXTRACCIÓN POR 

SOXHLET Y EL PRETRATAMIENTO DE LIOFILIZACIÓN Y MOLIENDA, APLI-

CADOS A LOS FRUTOS EN ESTUDIO 

 

Figura 7. Resultado final del pretratamiento de los frutos con proceso de ex-
tracción con Soxhlet, secado y molienda para palma aceitera (A) y proceso de 
liofilizado y molienda para los frutos de marañón (B), guanábana (C), nance 
(D), jocote (E) y pitahaya roja (F) 
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ANEXO 2. CURVAS DE CALIBRACIÓN DE LOS ESTÁNDARES DE POLIFE-

NOLES OBTENIDAS DEL PROCESO DE VALIDACIÓN EN LA PRUEBA DE 

LINEALIDAD 

 

Gráfico 1. Curva de ácido protocatecuico 

 

Gráfico 2. Curva de ácido cafeico 

 

Gráfico 3. Curva de ácido siríngico 
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Gráfico 4. Curva de rutina 

 

Gráfico 5. Curva de ácido ferúlico/elágico 

 

Gráfico 6. Curva de ácido clorogénico/vanílico 

 

Gráfico 7. Curva de transresveratrol 
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Gráfico 8. Curva de kaempferol 

 

Gráfico 9. Curva de ácido gálico 

 

Gráfico 10. Curva de ácido 4-Hidroxibenzoico 

 

Gráfico 11. Curva de ácido 5-o-cafeolquínico 
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Gráfico 12. Curva de ácido p-coumárico 

 

Gráfico 13. Curva de epigalocatequina 

 

Gráfico 14. Curva de ácido o-coumárico 

 

Gráfico 15. Curva de naringenina 



 

100 

 

Gráfico 16. Curva de ramnetina 

 

Gráfico 17. Curva de quercetina 
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ANEXO 3. CROMATOGRAMAS DE LAS 2 CURVAS DE CALIBRACIÓN DE 

LOS ESTÁNDARES DE POLIFENOLES PREPARADAS PARA LA EVALUA-

CIÓN DE LA LINEALIDAD DEL MÉTODO EN EL PROCESO DE VALIDACIÓN 

 

Cromatograma 1. Curva de calibración en un rango de 1 a 45 µg/ml llamado 
Mix#1, compuesto por 17 estándares de polifenoles 

 

Cromatograma 2. Curva de calibración preparada en un rango de 4 a 180 µg/g 
denominado Mix 2, compuesto por 2 estándares de polifenoles 

  



 

102 

 

Cromatograma 3. Mezcla de estándares de polifenoles que se utilizan para 
identificar el tiempo de retención de cada uno para la prueba de validación de 
la metodología analítica 
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ANEXO 4. CROMATOGRAMA OBTENIDO DEL ESTÁNDAR DE ÁCIDO O-

COUMÁRICO PARA EVALUACIÓN DE LA EXACTITUD Y RECUPERACIÓN 

DEL PROCESO DE VALIDACIÓN DEL MÉTODO 

 

Cromatograma 4. Recuperación del estándar de ácido o-coumárico preparado 
a una concentración a nivel medio (80 µg/ml) en una muestra de jocote 

 

Cromatograma 5. Recuperación del estándar de ácido O-coumárico preparado 
a una concentración a nivel medio (80 µg/ml) en una muestra de guanábana 
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ANEXO 5. CROMATOGRAMAS DE LA IDENTIFICACIÓN Y CUANTIFICA-

CIÓN DE POLIFENOLES EN LOS FRUTOS DE PALMA ACEITERA, GUANÁ-

BANA, JOCOTE, NANCE, MARAÑÓN Y PALMA ACEITERA POR HPLC 

 

Cromatograma 6. Muestra de la fracción insoluble de polifenoles del fruto de 
nance 

 

Cromatograma 7. Muestra de la fracción insoluble de polifenoles del fruto de 
marañón 
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Cromatograma 8. Muestra de la fracción insoluble de polifenoles del fruto de 
palma aceitera 
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Cromatograma 9. Muestra de la fracción insoluble de polifenoles del fruto de 
guanábana 
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Cromatograma 10. Muestra de la fracción insoluble de polifenoles del fruto de 
pitahaya roja 

 

Cromatograma 11. Muestra de la fracción insoluble de polifenoles del fruto de 
jocote 
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ANEXO 6. EJEMPLO DE APLICACIÓN DE LA PRUEBA DE GRUBBS PARA 

LA ELIMINACIÓN DE DATOS ATÍPICO 

Para el uso de la prueba de Grubbs se debe ordenar la serie de datos que 

se obtienen de menor a mayor, así se puede apreciar mejor si el dato que se 

considera sospechoso se ubica en el extremo inferior o superior del valor prome-

dio. Con ayuda de la herramienta de Microsoft Excel, se verifica la distribución 

de los datos, es decir, que posean una distribución normal, en forma de campana 

de Gauss y se calcula el valor de T para el dato sospechoso, que lo define la 

Ecuación 5. 

Ecuación 5. Fórmula para el cálculo de T para un dato sospechoso que se en-
cuentre en el límite superior de los datos 

𝑇𝑜𝑏𝑡𝑒𝑛𝑖𝑑𝑜 =
Valor máximo − promedio (X)

desviación estándar (S)
 

Si el T obtenido es mayor al T crítico proveniente de la tabla de la prueba 

de Grubbs, el dato se considera anómalo y se puede eliminar. En este caso, se 

puede observar en el extremo superior que el dato que se considera sospechoso 

está de color rojo (113), después se determina la distribución normal del conjunto 

de datos tomando en cuenta el valor promedio y la desviación estándar. Se ve-

rifica la distribución normal en forma de campana de Gauss en el gráfico adjunto 

y se calcula el T, el cual fue de 2,74; el T teórico para una cantidad de muestras 

de 20 es de 2,56. Esto se debe a que el T calculado es mayor al T teórico, se 

confirma que el dato sospechoso es atípico y se puede eliminar. 
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Figura 8. Aplicación de la prueba de Grubbs para la eliminación de datos atípi-
cos del polifenol de rutina presente en la palma aceitera 




