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L RESUMEN

Ante el gran interés que se ha mostrado en los ultimos aiios, no solo del area cientifica sino de la
sociedad en general, en los compuestos con propiedades antioxidantes, por el efecto benéfico
que se les atribuye en la salud y a los estudios diversos que han demostrado que algunos
antioxidantes sintéticos que son utilizados como aditivos en alimentos tales como BHA y BHT
pueden tener propiedades carcinédgenas; surge la inquietud de investigar fuentes alternas de

antioxidantes a las que ya se conocen. Aunado a esto, la tendencia por utilizar y consumir

compuestos de fuentes naturales y los avances tecnoldgicos en técnicas de purificacidon de

laboratorio, ha fomentado la investigacién de productos naturales y la seleccion de materias

primas para la identificacién de nuevos antioxidantes.

En este trabajo se estudid lo capacidad antioxidante y secuestrante de seis compuestos aislados
de plantas mexicanas, pertenecientes a tres grandes grupos de compuestos naturales. Se trabajo
con 1,3,5,6-tetrahidroxi-2(3-3-dimetilalil)xantona (X1) y 1,3,5-trihidroxi-2(3-3-dimetilalil)xantona

Xantonas; con Catalpol (CP), Catalpol acetilado (CP-A) y boschnaldsido

(X2), del grupo de las
El estudié se

(BSH) del grupo de Iridoides y con cafeato de bornilo (CB) de los Fenilpropanoides.
llevé a cabo en tres partes, en la primera se realizdé la purificacién y caracterizacion de algunos
de los compuestos mediante métodos de separacion como cromatografia en columna y en capa
fina, recristalizaciones y andlisis de espectroscopia IR, EM y RMN H' y C'3. En la segunda parte se
evalud cualitativa y cuantitativamente la actividad antioxidante y secuestrante de los seis

compuestos por tres diferentes métodos: Radical DPPH, ABTS enzimdtico hidrofilico y blanqueo
con PB-caroteno/acido linoléico; en la tercera parte, fueron seleccionados X1, X2 y CB que
mostraron mayor actividad en las pruebas cualitativas y fueron adicionados por aspersiéon en
cacahuate tostado molide a concentracién de 200 ppm y en mezclas 150:50 ppm con
Butithidroxianisol (BHA) como estandar y para evaluar propiedades sinérgicas. El seguimiento de
la oxidacién de la grasa del cacohuate se realizé midiendo el indice de perdxidos y de Kreis
durante 35 dias. CB resulto el compuesto con mayor capacidad antioxidante prolongando el
periodo de induccién mas de 35 dias en comparacion con la muestra control, que fue de 14 dias

y generando una menor produccién de hidroperéxidos que las muestras que contenian X1 y X2.
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El estudio de productos naturales es un drea que ha adquirido gran importancia en los Oltimos
afios debido a la rapidez con la que se ha desarrollado la tecnologia y que ha facilitado el
andlisis de plantas y extractos, permitiendo desarrollar nuevas técnicas para purificacion e

identificacion de uno amplia variedad de nuevos compuestos y para determinar su actividad
zar productos naturales que

biolégica. Ademas, la tendencia cada vez mdas generalizada de uti
sustituyan a los sintéticos, ha propiciado la bisqueda de fuentes alternas a la sintesis orgdnica.

Muchas investigaciones en productos naturales han revelado que existe una gran variedad de
compuestos naturales (flavonoides, dcidos fendlicos, terpenocides, etc.) que poseen importantes
propiedades antioxidantes ¥ en ocasiones mayores que muchos antioxidantes sintéticos.

Los antioxidantes son compuestos que juegan un papel muy importante en sistemas susceptibles a
la oxidacién. Diversos trabajos de investigacién afirman que muchos productos de oxidacién son
considerados como téxicos, ya que se les atribuyen propiedades oxidativas, mutagénicas y
carcindgenas, porque pueden reaccionar con algunas proteinas, causando pérdida de la
actividad de muchas enzimas, escisién de polipéptidos, dafio celular y de ADN, factores que

pueden influir en el desarrollo de enfermedades como cdncer, arterosclerosis y alzhaimer.

El desarrollo de sustancias antioxidantes a partir de fuentes naturales es de gran importancia
para la industrio quimica, especialmente en el area de alimentos, ya que los cambios producidos
en el alimento por deterioro oxidativo, generan graves pérdidas econémicas. Aunado a esto, el
alto consumo de los antioxidantes sintéticos como el butilhidroxianisol (BHA), terbutilhidrxiquinona
(TBHQ) y el butilhidroxitolueno (BHT), que se emplean actualmente en alimentos, ha sido
considerado como riesgoso para la salud, ya que diversos estudios han demostrado que poseen
propiedades carcindgenas. De acuerdo con esto, la identificacién y purificacidon de compuestos
antioxidantes naturales con caracteristicas de inocuidad, bajo costo, adecuada incorporacién y

estabilidad térmica y quimica, es esencial para un mejor uso comerciol de aditivos antioxidantes.

Muchos productos naturales que poseen alta actividad antioxidante son ampliamente utilizados
como aditivos en alimentos como: el B-caroteno, el dcido rosmarinico, tocoferoles, acido ascérbico
entre otros. Esta situacién alienta la busqueda de compuestos con caracteristicas especiales en su

estructura que permitan obtener nuevas alternativas de aditivos antioxidantes.
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Es por esto que este trabajo se enfoca a evaluar lo capacidad antioxidante de seis compuestos
naturales: 2 xantonas, 1,3,5-trihidroxi y 1,3,5,6-tetrahidroxi-2-(3,3-

aislados de fuentes
iridoides, catalpol (CP), catalpol acetilado (CP-A) y

dimetilalil)-xantona (X1) y (X2); tres
boshnalésido (BHS); ¥y un fenilpropanoide, cafeato de bornilo (CB), que por la estructura quimica

que presentan y estudios previos que se han realizado, muy probablemente presenten actividad
antioxidante considerablemente alta. Asi mismo serd evaluado su comportamiento como aditivos
en cacahuate tostado, un alimento, que por su alto contenido de grasa (50%) sobretodo en dcidos
grasos insaturados y el proceso de tostado al que es sometido, es altamente susceptible a la

oxidacion, esto lo hace un modelo de estudio adecuado para la evaluacién de actividad

antioxidante.
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1 ANTECEDENTES

3.1 Oxidacién Lipidica en Alimentos

Los lipidos son uno de los componentes principales en casi todos los alimentos, y junto con
proteinas y carbohidratos constituyen el grueso de los componentes estructurales de todas las
células vivientes, ya que estan presentes en plantas y animales formando parte de las membranas
celulares o como lipidos de reserva. Por esta razén, los lipidos requieren de especial atencién, ya
que debido a su gran reactividad afectan directamente la calidad de los alimentos. En las
condiciones en las que generalmente se almacenan los alimentos y los procesos a los que
comuUnmente son sometidos, la oxidacién es una de las reacciones que frecuentemente afectan a
los lipidos y por tanto, una de las principales causas de deterioro de los alimentos; ya que al
reaccionar con oxigeno del medio, provoca en los dcidos grasos, principalmente los insaturados,
cambios en la estructura de los mismos, que se manifiestan en el desarrollo de una gran variedad
de compuestos voldtiles que tienen una actividad olfatoria extraordinariamente grande que

modificon las caracteristicas sensoriales del alimento y que a menudo son juzgadas como

desagradables por los consumidores. Ademas, la oxidacion de lipidos y los productos que se
forman a portir de ella, genera también la disminucién de la calidad nutricional del alimento por
la oxidacién de algunas vitaminas y reacciones con proteinas y aminodcidos que resultan en
compuestos que son potencialmente téxicos. Por estas razones, el control de la oxidacién de

lipidos representa un gran interés econémico para la industria alimentaria.

La oxidacién de los dcidos grasos esta ligada a reacciones como la lipdlisis o hidrélisis de

triacilgliceroles. En la mayoria de los aceites y grasas vegetales los dcidos grasos se encuentran

esterificando al glicerol como triacilgliceroles; la lipdlisis, ya sea enzimdtica o quimica, da lugar o

la liberacién de dcidos grasos por hidrdlisis de los enlaces éster, haciendo que los acidos grasos

queden mds expuestos a los procesos de oxidacién. (Fig. 3.1)

o
H,c——o——“—R CH,OH RCOOH
| g OH/H;O7 + R'COOH
HT_O o Enz GHOH R"COOH
c—o——p" CH,OH
H?
glicerol ac. grasos libres

Triacilglicerol

Figura 3.1. Hidrdlisis de un triacilgicerol generando glicerol y acidos grasos libres.
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Una vez liberados los acidos grasos, las reacciones de oxidaciéon ocurren con mayor facilidad.
Estas reacciones pueden darse por tres causas: 1. presencio de enzimas lipooxigenasas, que son
metaloproteinas con un ion Fe en el centro active y que catalizan la oxigenacién de ciertos acidos
grasos insaturados a monohidroperéxidos; 2. reacciones de autooxidacion, en donde ocurre el
ataque de oxigeno triplete a los dcidos grasos catalizado por temperatura, luz y iones metalicos
del medio, formando radicales de estas moléculas y generando una serie de reacciones en
cadena que dardan origen a los compuestos responsables del enranciamiento de la grasa; y 3.
reacciones de fotooxidacidn, donde el oxigeno en estado triplete pasa a singulete mediante un
fotosensibilizador (generalmente clorofila) y posteriormente reacciona con los dcidos grasos
dando productos de oxidaciéon mediante reacciones “ene”, que son similares a los productos
generados en la autcoxidacién y que también afectan la calidad de la grasa. En el proceso de
fotooxidacién la presencia de antioxidantes fendlicos no tiene efecto alguno, a diferencia de la
autooxidacién, en donde este tipo de antioxidantes actdan deteniendo las reacciones en cadena

de radicales libres e impiden la formacién de hidroperdxidos. (3.8.31)

En este trabajo se evalia la actividad antioxidante de compuestos con estructuras similares a los
antioxidantes fendlicos y por esta razén se estudiard con mayor puntualidad el fendmeno de

auvtooxidacién tomdandose en cuenta como el principal causante del deterioro de las grasas en

alimentos.

3.1.1 Autooxidacién de lipidos

La autooxidacién de lipidos es una serie de reacciones en cadena que tienen lugar por un

mecanismo tipico de radicales libres, que al entrar en contacto con oxigeno molecular y en
presencia de algin catalizador como luz, temperatura o iones metdlicos, forman radicales
intermediarios que actdan autocataliticamente. El proceso de autooxidaciéon depende de muchos

factores, tales como: 1. la composicion de los dcidos grasos, ya que el nimero, posicion y
de la misma manera, los

geometria de los dobles enlaces influye en la velocidad de oxidacién,
Aacidos grasos se oxidan a una velocidad mayor cuando estan en forma libre que cuando estan
esterificando al glicerol; 2. la concentracién del oxigeno, si el suministro de oxigeno es ilimitado la
velocidad de oxidaciéon es independiente, pero si la presiéon de oxigeno es muy bajo, la

velocidad es aproximadamente proporcional a ella; 3. la temperatura, la velocidad de oxidacion
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aumenta al incrementarse la temperatura, ademas es importante por el efecto que tiene sobre la
presiéon parcial de oxigeno: a medida que la temperatura aumenta, el oxigeno es menos soluble
y por tanto el aumento de la velocidad de oxidacién es menos importante, a pesar de que se
incremente la concentracién de oxigeno; 4. la superficie de contacto, la velocidad de oxidacién
aumenta proporcionalmente con el drea expuesta al oxigeno; 5. la humedad, el incremento del
contenido de humedad retarda la oxidacién lipidica, este efecto de proteccién del agua puede
producirse por reduccién de la actividad de los catalizadores metdlicos, por destruccién de los
radicales favoreciendo el pardeamiento no enzimdtico (que da lugar a compuestos con actividad
antioxidante) y/o impidiendo el aumento de la movilidad de los catalizadores; 6. presencia de
pro-oxidantes, tales como cobailto, cobre, hierro, manganeso y niquel que aceleran el periodo de
inducciéon aumentando la velocidad de oxidacién, incluso a concentraciones inferiores a 0.2 ppm;
7. la energia radiante, las radiaciones visibles, UV y ¥ son también promotores de la oxidacién,

debido a que son absorbidas por un fotosensibillizador, el cual, reacciona para formar productos

intermedios que a su vez reaccionan con oxigeno dando los productos de oxidacién; 8.

antioxidantes, que retardan o disminuyen la velocidad de oxidacién al inhibir la formacién de

radicales libres que desencadenan las reacciones de auvtooxidacién y cominmente se encuentran

de forma natural en los alimentos.

Debido a la gran variedad de factores que intervienen en la oxidacién de los lipidos y las
numerosas reacciones que ocurren, se ha descrito el proceso de autooxidacién por etapas para

facilitar su estudio. Etapas en las cuales se pueden apreciar los cambios que sufren los dcidos

grasos y los productos que se van generando a partir de ellos.

3.1.1.1 Etapas de la autooxidacién

La avutooxidacién de los dcidos grasos consta de cuatro etapas: iniciacién, propagacién,
multiplicacion y terminacién. La etapa de iniciacién comienza con la generacion de radicales libres
(R*), a partir de moléculas de los acidos grasos (RH) por medio de algin catalizador (iones

metdlicos, metaloproteinas) o una fuente de energia externa {calor, luz, o energia radiante).

Iniciador + RH —— R-
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En la etapa de propagacién, el radical li re producido (R+) reacciona con oxigeno y genera
radicales alcoxi (RO-) o peroxi (ROO-); los cuales, sustraen de modo selectivo el Gtomo de
hidrogeno mdas dé ilmente unido en la molécula del &cido graso, formando hidroperéxidos

(ROOH). Esta reaccién genera otro radical lire alquilo (R¢) provocando un fenémeno de

autopropagacion.
R-+ O —> ROO-

ROO-+ RH —™> ROOH + R-
RO+ RH —> ROH + R-

Generalmente los dtomos de hidrégeno suscepti les al ataque de radicales, son hidrégenos
a-alilicos unidos a dos do les enlaces en la cadena. El radical de car ono formado es

esta ilizado por deslocalizaciéon del electrén, formando un sistema conjugado.

Dada la esta ilidad relativa de los radicales peréxi, lao propagaciéon de la reaccién en cadena
por sustraccion de un dtomo de hidrégeno transcurre muy lentamente, por lo tanto esta fase

determina la velocidad de la reaccién en cadena de los radicales.

En la etapa de multiplicacidn, la peroxidacién de los dacidos grasos insaturados se acelera

autocataliticamente, porque se forman radicales por escisiSn monomolecular de los

hidropéréxidos.
ROOH —> RO- + -OH

Y pasado un cierto tiempo en el que la concentracién de hidroperéxidos alcanza un nivel alto, se

produce la formacién de radicales por reacciéon imolecular del hidroperéxido.

2 ROOH —> RO:y + RO- + H,O

Por Gltimo comienzan las reacciones de terminacién, en donde dos radicales se com inan para

dar productos esta les que no favorecen la propagacion. (1,2.3.8)

2R —> R-R
R- + RO-; —> ROOR
2RO:; —> ROOR + O,

10
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Los hidroperéxidos formados hasta este momento contindan reaccionando en oxidaciones

posteriores, dando lugar a una amplia variedad de productos de descomposicién. Cada
hidroperoxido origina una serie de productos de ruptura iniciales tipicos de cada uno de ellos,
que depende de su posicién en la molécula del dacido graso original. Estos productos son
comunmente llamados “productos secundarios” y son de gran importancia en el estudio de la

oxidacién lipidica ya que son un pardmetro muy importante para evaluar el grado de deterioro

del alimento.

3.1.1.2 Productos Secundarios

Los hidroperédxidos, productos primarios procedentes de la autooxidacién de los dacidos grasos,

son compuestos inodoros e insipidos y sumamente inestables que reaccionan facilmente con otros

radicales u oxigeno del medio sufriendo reacciones de descomposicion. Cuando ocurren estas

reacciones, la calidad del alimento comienza a alterarse por la generacién de una gran variedad

de compuestos voldtiles secundarios con umbrales de deteccién muy bajos, que modifican

considerablemente el olor y el sabor del alimento, a pesar de que se produzcon en pequefas

cantidades (desde 2 hasta 900ug/g de dacido graso).

Los hidroperéxidos se descomponen segin se van formando. Al inicio de la autooxidacion, la
velocidad de formacién es mayor que la velocidad de descomposicién, pero al final ocurre lo
contrario. Esta descomposicion de hidroperéxidos ocurre por etapas; en la primero, se da la
ruptura del enlace oxigeno-oxigeno del grupo hidroperéxido, dando lugar a un radical alcoxilo
(RO-) y a un radical hidroxilo (+OH); en la segunda etapa se la da la ruptura del enlace carbono-
carbono a uno y otro lado del grupo alcoxilo, por lo tanto cada hidroperéxido da lugar a minimo
cuatro productos de descomposicién y estos a su vez generan una gran variedad de compuestos

que son resultado de oxidaciones, condensaciones y dimerizaciones posteriores (Fig. 3.2).

Los compuestos que se forman con mayor frecuencia son: aldehidos, cetonas, dacidos, epdxidos,
alcoholes, alcanos y algquenos. La mayoria de estos compuestos poseen aromas caracteristicos

como: sebo, picante, metdlicos, amargos, hierba, etc; que le confieren al alimento la caracteristica

de rancio.
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La deteccidn, identificacion y cuantificaciéon de productos secundarios es de suma importancia
para el estudio de la oxidacion de las grasas, ya que son utilizados en muchos experimentos
como indicadores del deterioro de la grasa, para determinar periodos de induccién, y en general
como un parametro de control de calidad. Generalmente se utiliza cromatografia de gases para
su identificacién, pero existen muchos métodos cualitativos y cuantitativos para la medicién directa

o indirecta de productos secundarios y que son parte importante de las técnicas que se utilizan

para evaluar la oxidacién lipidica en alimentos. (3.8)

12
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Figura 3.2 Esquema general del proceso de autooxidacién de lipidos
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3.1.2 Técnicas para evalvar oxidacién lipidica

Dada la gran influencia que tiene la oxidacién de las grasas en la calidad de los alimentos, se
han ideado una gran variedad de técnicas para evaluarla, pero debido a lo complejo del
proceso de autooxidacion, no se ha encontrado hasta el momento, ninguna prueba que pueda
determinar el grado de oxidacion de los acidos grasos en todas las etapas del proceso. Muchas
de las pruebas que se han desarrollado se basan en reacciones donde participan alguno de los
productos intermediarios o secundarios de la autocoxidacién que permiton cuantificarlos y tener
una idea de la etapa en la que se encuentra el proceso y que tan deteriorado esta el alimento.
Existen también otras técnicas para evaluar la resistencia de la grasa a la oxidacion, este tipo de

pruebas se utiliza generalmente para determinar actividad antioxidante.

Algunos de los métodos mas cominmente utilizados para evaluar deterioro oxidativo son:

e indice de Perdxido
Existen muchos procedimientos analiticos para medir el contenido de perdxidos en la grasa, los

mdas comunmente empleados se basan en una valoracidn yodométrica, donde se mide, por una

valoracién con tiosulfato de sodio, el yodo liberado del yoduro de potasio por la presencia de

hidroperéxidos (Fig 3.3).

R’ S _R'
R /\'/\/ + 2KI - R Nv + I, + KO
OOH OH
+ +
12 2Na,S,0, —  2Ng,5,0, 2Nal

Figura 3.3 Reacciones de valoracién yodométrica para determinar indice de peréxidos.

A pesar de ser una técnica empirica donde cualquier variaciéon de las condiciones experimentales

afecta directamente el resultado y la reproducibilidad del experimento, es ampliomente

aceptada y recurrido para el andlisis de grasas. (5)
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e indice de Kreis
Es uno de los primeros métodos que se utilizaron para determinar oxidacion de grasas. E!
procedimiento consiste en la medicién de la absorbancia del color rojo que es generado al
reaccionar el epihidrin aldehido u otros productos de oxidacién con floroglucinol. Debido a la
gron sensibilidad de esta prueba, existe el inconveniente de que a menudo las muestras frescas

desarrollan algin color al reaccionar con el reactivo de Kreis. (7)

e indice de Anisidina
Es otro método para medir la oxidaciéon de acidos grasos por medio de reacciones con productos

secundarios, en especial de aldehidos con dos dobles enlaces conjugados con el doble enlace del
grupo carbonilo. La p-anisidina reacciona con estos dialdehidos, en presencia de acido acético,

produciendo un color amarillento que se mide especrofotemétricamente a 350nm. La absorbancia

aumenta al incrementar el nimero de instauraciones, por lo que el resultado varia segun el tipo

de aceite que se utilice.

e Compuestos Carbonilicos Totales y Volatiles
Los métodos para determinar el contenido total de compuestos corbonilicos se basan en la

medida de las hidrazonas producidas en la reaccién de los aldehidos y las cetonas, productos

secundarios, con la 2,4-dinitrofenilhidrazina (Fig. 3.4).

R—CHO *+ O,N E_NH:‘ R—'S=N—H NO, * H,O
NO, O_N
. o’
= R—C=N—N== g
R S—N—-u NO, _ G 3 Nxq
O,N

Figura 3.4 Reaccion con 2,4-dinitrofenilhidrazina para determinacion de carobonilos tatales.

Sin embargo, en las condiciones que se realiza este andlisis, pueden generarse carbonilos por

descomposicidn de substratos inestables que interfieren en la cuantificacion.
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e Métrodo de Acido Tiobarbitérico (TBA)
Es también uno de las técnicas mas utilizados para evaluar oxidacion lipidica principalmente en
carnes. Indica que tan avanzado se encuentra el proceso de autooxidacidn, ya que mediante la
condensacién de dos moléculas de TBA con una moléculae de malonaldehido se forma un

compuesto cromdgeno rojo que es facilmente detectable por espectrofotometria a 540mn (Fig.

3.5)
st\'//"‘l OH H2 SYN\ OH HO /NYSH
2 4 C — |
N oHc™ " T~cHo N§‘;I;\c—c=c XN T O
H A H
OH oH

OH

compuesto rojo

Figura 3.5 Reaccién de condensacién de malonaldehido y TBA.

El malonaldehido es un producto secundario de la oxidacidn de dcidos grasos con dos o mas
dobles enlaces en su cadena, por lo tanto no siempre se encuentra presente en los sistemas
oxidados, sin embargo el dcido tiobarbitdrico reacciona también con alcanales, alquenales y

dienales generando compuestos amarillos detectables a 450nm. (4

e Test del Oxirano
Este método se basa en la adicién de haluros de hidrégeno al grupo oxirano. El contenido de

epdxido se determina valorando la muestra con HBr en dacido acético, en presencia de cristal
violeta, hasta obtener un color verde azulado. Este andlisis es poco sensible y carece de
especificidad. Los haluros de hidrégeno atacan también a los grupos carbonilos a—f3 insaturados

y a los dienoles conjugados, ¥y la reaccidn no es cuantitativa con algunos epdxidos trans.

e indice de Yodo
Este andlisis es una medida de los enlaces insaturados de una grasa y se expresa en funcién del

porcentaje de yodo absorbido. La caida del indice de yodo se utiliza a veces para controlar la

reduccién del contenido de dcidos diendicos a lo largo del proceso de autooxidacién.
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® Métodos Cromatograficos
Se emplean diversas técnicas de andlisis como HPLC por medio de la cual se puede determinar la
concentraciéon de perdxidos, hidroperéxidos y productos secundarios ya sea voldtiles o no.
También se utiliza cromatografia de goses para medir hidrocarburos o aldehidos volatiles
liberados por oxidacién de productos intermediarios, especialmente el pentano y el hexanal, que
son dos de los productos voldatiles mayoritarios generados y funcionan como indicadores de
deterioro de la grasa. Uno de los inconvenientes de la cromatografia de gases es que la
los productos

temperatura que se vutiliza puede generar reacciones de perdxidos o de

secundarios que alteren el resvitado real.

e Determinacién del periodo de induccién
Al monitorear el proceso de autooxidacion de las grasas se observa claramente que se divide en
tres fases. Durante la primera, las reacciones de oxidacién y generacién de radicales ocurren
lentamente y a una velocidad uniforme, donde las etapas de iniciaciéon y propagacién son las que
ocurren con mayor frecuencia, en esta fase los cambios en la composicidn y caracteristicas
sensoriales de la grasa son dificiimente detectables. En la segunda fase, las reacciones de
multiplicacién y terminaciéon se incrementan rapidamente, generando una mayor concentraciéon de
hidroperéxidos y aumentando la velocidad de oxidacién muchas veces mas que en la primera
fase, esto sucede por un periodo de tiempo muy corto, hasta llegar a un punto en donde la
velocidad de produccion de hidroperdxidos comienza a descender por las reacciones de

terminacion y la descomposicién de hidroperdxidos a productos secundarios.

3s
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Figura 3.6 Grdafica de la cinética del pr de aut idacién. Medicion del periodo de induccién.
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A lo primera fase se le llama periodo de induccién, el tiempo en que tarda la oxidacién de un
acido graso en producir hidroperdxidos, su medicién es de suma importancia ya que ademas de
indicar la resistencia de la grasa a la oxidacién, aqui se puede evaluar que tan efectivo resulta
un antioxidante, ya que se mide que tanto incrementa el periodo de induccién en comparacién
con un control. (2Existen muchos métodos y aparatos para evaluar la resistencia a la oxidacién de
las grasas y detrminar el periodo de induccién, todos se basan en la evaluacién del
comportamiento de la grasa con respecto al tiempo y algunos de ellos se complementan con

técnicas para medir deterioro oxidativo. Entre los métodos mas utilizados tenemos:

e Test de Schaal Oven
En esta prueba la muestra se almacena a 65°C y se examina periddicamente mediante algin
método para evaluar deterioro oxidativo. El indice de peréxidos es el mds recomendado. De esta
forma se obtiene una curva de la velocidad de oxidacién de la grasa, al graficar el indice de

perdxidos y el tiempo transcurrido en cada medicion. En la etapa inicial del experimento la

oxidacién es muy lenta, a lo que se le llama periodo de induccién el cual termina con un

incremento repentino en el indice de perdxido. (7)

e  Método de Oxigeno Activo
En este método la muestra se mantiene a 98°C, mientras se le burbujea continuamente aire a

velocidad constante, determindndose el tiempo requerido para obtener un indice de peréxido

dado.

e Prueba Sylvester o de Absorcién de Oxigeno
Una forma de medir la estabilidad de una muestra es medir la cantidad de oxigeno absorbido
dada por el tiempo necesario para hacer bajar la presién especifica en una camara cerradag, o
por el tiempo para absorber una cantidad preestablecida de oxigeno en condiciones de
oxidacién especificas. Un método muy utilizado es el de la bomba de oxigeno, en donde la
muestra se dispersa en una masa filtrante en el recipiente de vidrio de una bomba cerrada a una
presiéon de oxigeno de 50 psig. La ‘bombc se introduce en agua hirviendo y se mide el tiempo
necesario para reducir la presidon a 2 psig. Para estas pruebas suelen utilizarse distintos aparatos

que miden la presion de oxigeno y grafican automaticamente los periodos de induccion. (1.2.5.6.7.8)
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3.1.3 Implicaciones tecnolégicas y nutricionales

los

La oxidacién lipidica en los alimentos es generada principalmente por enzimas presentes en
de

mismos © por procesos a los que son sometidos donde generalmente existe algdn tipo

calentamiento, que en combinacién con el oxigeno del medio, da

compuestos intermedios y productos finales de descomposicién que varion ampliomente en

lugar a una multitud de
sus

propiedades fisicas y quimicas y que producen cambios en el sabor, aroma, aspecto, valor

nutritivo y toxicidad del alimento.

Estos cambios en ocasiones son deseables, ya que le confieren al alimento las cualidades tipicas
de aroma, sabor y color de un proceso de horneado, calentamiento o fritura, que son muy
agradables al paladar. Sin embargo, cuando estos cambios surgen como resultado de una falta
de control en las condiciones del proceso, se presenta una descomposicién de la grasa, que puede
ser una fuente potencial de dafio, no solo para las cualidades organolépticas del alimento al
desarrollar aromas desagradables de enranciamiento, sino también para su valor nutritivo dado
que muchas vitaminas, aminodcidos y proteinas son inactivadas al reaccionar con los productos
secundarios. (8)

Ademads, muchos estudios han revelado que los productos generados por la autooxidacion de las
grasas son potencialmente téxicos. Ya que a partir de los productos secundarios se forman otros
como Aacidos carboxilicos hidroxilados, mondmeros ciclicos, dimeros y polimeros, hidrocarburos
aromdticos policiclicos, esteroles oxidados y aminas heterociclicas, que son considerados como
tdxicos por sus propiedades oxidativas, mutagénicas y carcindgenas.

Se ha encontrado:que estos compuestos causan afecciones como: disminuciéon de crecimiento

corporal, en’el:desarrollo 6seo y en algunas funciones inmunoldgicas (19, diarrea aguda,
forma‘cién\delteildo conectivo en musculo cardiaco (miopatias), anemia hemolitica, deficiencias en

vitaminas A" y. E, cdncer en estdmago, préstata y colon, insuficiencia renal, arterosclerosis(!!),

anorexia, entre otras. (1.2.8)

Si bien es cierto que el ser humano cuenta con sistemas metabdlicos de defensa ante procesos
oxidativos tales como: enzimas superdxido dismutasa, glutation oxidasa, catalasa y vitaminas E y

C con propiedades antioxidantes; un alto consumo de grasas oxidadas genera un desequilibrio
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en este sistema de defensa, lo que representa un riesgo a la salud. Es por esta razén la gran

importancia de los antioxidante en nuestra dieta.

3.2 Antioxidantes

Se define como antioxidante a toda sustancia quimica que retarda el comienzo o disminuye la

velocidad de oxidacién de materiales autooxidables. En el caso de los lipidos, el uso de

antioxidantes como aditivos se ha convertido en una de las alternativas mas viables para su
conservacién, a pesar de que existen muchas otras opciones para aumentar la viada de anaquel
de los alimentos, por ejemplo: empaque al vacio o bajo atmdsferas controladas, refrigeracién o
congelacién; sin embargo estos procesos no siempre pueden ser aplicables o significan un costo
adicional al proceso muy alto. Es por esto que el uso de antioxidantes representa grandes
ventajas como el aumento de la vida de anaquel del producto, menores costos y desechos y

mayores posibilidades de utilizar diferentes tipos de materias primas y procesos.

En un antioxidante se busca inocuidad ol ser consumido, que no imparta olores o sabores al

alimento, efectividad a bajas concentraciones, facilidad de incorporacién (solubilidad, punto de

fusién), resistencia a procesos de calentamiento y bajo costo.

En general, un compuesto antioxidante (AH) funciona donando el electrén faltante de la especie

oxidada (R*) y asi interrurﬁpir la cadena de reacciones de radicales libres.
R-+ AH —> RH + A-

La eficacia de un antioxidante esta relacionada con muchos factores como la energia de
activacién, las constantes de velocidad, el potencial de dxido-reduccién, la facilidad con la que se

puede destruir o perder el antioxidante, su solubilidad en el aceite y su volatilidad. (2.8)-

Existen muchos tipos de compuestos antioxidantes que manifiestan diferencias sustanciales en su
eficiencia seguin el tipo de aceite o alimento al que sean afiadidos o en diferentes condiciones de

procesamiento o manipulacién. Es por esto que son clasificados para tener mayor facilidad al

emplearlos como aditivos.
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3.2.1 Clasificacién

Existe una gran variedad de compuestos, tanto naturales como sintéticos, con propiedades
antioxidantes que difieren en la forma de captar los radicales libres e impedir el proceso de
oxidacién. En base a su mecanismo de accién, son clasificados en dos grupos: antioxidantes

primarios y secundarios, dividiéndose estos a su vez en inhibidores, receptores de oxigeno y

agentes quelantes.

3.2.2 Mecanismo de Accién

Los antioxidantes primarios actdan deteniendo la cadena de reacciones de radicales libres de la
autooxidacién, donando atomos de hidrégeno o electrones a los radicales libres, convirtiéndolos
en productos estables o formando complejos lipido-antioxidante. Los compuestos que se
encuentran dentro de este grupo son compuestos de naturaleza fendlica, que tienen la capacidad
de reaccionar con especies deficientes de electrones por medio de reacciones de sustitucion
electrofilica, que al entrar en contacto con radicales libres se forma un radical fenoxi que es

estabilizado por deslocalizaciéon del electron en el anillo aromatico. (14.12)

Los compuestos fendlicos se oxidan con mayor facilidad con grupos hidroxi o amino como

sustituyentes en posiciones orfo o para (Fig. 3.7). Las estructuras de resonancia son las siguientes:

OH Oe o (@]
e
4+ Re ——== RH + l l —_— l
N =
H
Figura 3.7 Estructuras de resonancio de un radical fenoxi.
Entre los antioxidantes primarios mds conocidos tenemos: butilhidroxianisol (BHA),

butilhidroxitolueno (BHT), terbutilhidroxiquinona (TBHQ), o,B,y,8 tocoferoles, goma guayac,

galatos, hidroxiquinonas, d&cido norhidroguayarético, trihidroxibutiroquinona(THBP), Trolox-C,

entre otros (Fig. 3.8).
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OMe OH CooCH,
C(CH,), C(CH,), . C(CH,), C(CH,),
O(CH,), R ,
OH : CHy OH
BHA - BHT TBHQ Galato de Propilo
OH
HO CH,
HO
OH
COOH
e H,C O “cH,
o CH,
THBP Trolox

a-Tocoferol

Figura 3.8 Ejemplos de algunos antioxidantes primarios.

Los antioxidantes secundarios pueden reaccionar de diferentes maneras; pueden actuar como
inhibidores al reaccionar con un radical formando un complejo entre el inhibidor y el radical y

posteriormente reaccionar con otro radical formando productos estables.

ROO* + inh. —» [ ROO —inh]
[ ROO —inh ] + ROO* —> productos estables

Llos compuestos aceptores de oxigeno, reaccionan con oxigeno singulete atrapdandolo en un

sistema cerrado y elimindndolo de la reaccién. Los antioxidantes que presentan esta propiedad

son: acido ascérbico, sulfitos, palmitato de ascrobilo y eritorbatos.
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Los compuestos quelantes, aunque no propiamente son antioxidantes, desempefion un papel
fundamental en la estabilizacion de alimentos al reaccionar con los iones metdlicos que son
importantes catalizadores de la oxidacion lipidica. Un par de electrones no compartidos en estos
compuestos faciimente se puede coordinar o formar complejos con iones metalicos(Fig. 3.9). Los
mas comunmente utilizados en alimentos son: dcido citrico, tartarico, fitico, diferentes fosfatos,

lecitina y sales del acido etilendiaminotetracético (EDTA).

o P
(OH),
H2C—g— OH 99

O—P—(OH),

HO OH 11

o ..o

C—-“——OH —(OH),

H, -

acido citrico

HOOCH,C_
HOOCH,C™

Figura 3.9 Estructuras de algunos agentes quelantes.

Existen también antioxidantes que capturan radicales alcoxi y peroxi, formando radicales que
son estabilizados por resonancia y que no inician peroxidacion. Un ejemplo de este tipo de

compuestos son los carotenos (Fig. 3.10).
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Figura 3.10 Reaccién de B-caroteno con un radical peroxi.

Muchos otros compuestos antioxidantes no son empleados como aditivos pero actdan como
antioxidantes de forma similar a los antioxidantes primarios ¥y secundarios, a diferentes niveles en
el organismo y que son sintetizados o ingeridos en la dieta. Como ejemplo se conocen el zing,
selenio, nitritos, aminodcidos, enzimas (glucosa oxidasa, catalasa, superoxido dismutasa), liganos,

flavonoides, vitamina A, extractos de plantas, etc. Actualmente se utilizan otro tipo de

compuestos aumentan la capacidad antioxidante de algunos aditivos, se dice que este tipo de

compuestos presentan propiedades sinergisticas.

3.2.2.1 Sinergismo

El fenémeno de sinergismo se produce cuando una mezcla de antioxidantes tiene una actividad
mds pronunciada que la suma de las actividades de los antioxidantes utilizados por separado.
Por lo general los compuestos sinergistas se emplean junto con antioxidantes primarios para

potenciar la actividod antioxidante. Un compuesto sinergista puede desempeiiar una o varias

funciones. Pueden actuar como donadores de iones hidrégeno a los radicales fenoxi, como

secuestrantes de oxigeno, como agentes quelantes o proporcionando un medio &cido que
la estabilidad de antioxidontes primarios. En general

la funcidn de los antioxidantes primarios. Gran parte de los

incrementa los compuestos sinergistas

facilitan o complementan
antioxidantes secundarios presentan actividad sinergista. Acido ascérbico, palmitato de ascorbilo,

EDTA, acido citrico y fosfatos son algunos de los mdas importantes en la industria de alimentos.
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3.2.3 Antioxidantes Naturales

Ante el gran interés que se ha mostrado en los Gltimos afios, no solo del area cientifica sino de la
sociedad en general, en los compuestos con propiedades antioxidantes y el efecto benéfico que
se les atribuye en la salud; surge la inquietud de investigar fuentes alternas de antioxidantes a

las que ya se conocen. Aunado a esto, la tendencia por utilizar y consumir compuestos de fuentes

naturales que sustituyan compuestos sintéticos, ha fomentado la investigocion de productos

naturales y la seleccidén de materias primas para la identificacién de nuevos antioxidantes.

Muchos ingredientes comunes en alimentos como aceites, semillas, cereales, frutas, vegetales,
especias, tés, etc; son ricos en compuestos antioxidantes, pero estos ingredientes Gnicamente
pueden emplearse en productos que les sean compatibles en textura, olor, color y sabor del
producto terminado. Es por esto que la identificaciéon y purificacion de compuestos antioxidantes
es esencial para un mejor uso comercial de antioxidantes naturales.

Muchos estudios en productos naturales han revelado que existe una gran cantidad de

compuestos que presentan actividad antioxidante incluso mayor que muchos compuestos sintéticos
que se utilizan como aditivos actualmente. Estos compuestos varian mucho en su estructura quimica,
polaridad y mecanismos de accién. Entre los grupos de compuestos que mds se han estudiado y se

sabe que presentan propiedades antioxidantes tenemos: compuestos fendlicos, carotenos,

tocoferoles, ascorbatos, proteinas, aminodcidos y algunos productos de la reaccién de Maillard,

que serdn descritos con detalle a continuacion.

e Compuestos fendlicos

los mas grandes y variados grupos de metabolitos de plantas. Son

Comprenden uno de
sintetizados para proteger a la planta de estrés fotosintético, especies reactivas de oxigeno,

heridas y ataque de herbivoros. Muchos estudios han demostrado que algunas subclases de estos
compuestos poseen importante actividad antioxidante, anticancerigena y antiinflamatoria, tal es
el caso de los dcidos fendlicos (benzoicos, cindmicos y derivados hidroxilados), flavonoides,

lignanos y estilbenos. Como antioxidantes, participan interviniendo en las reacciones en cadena

de radicales libres de la peroxidacién lipidica, por lo que podrian ser clasificados como
antioxidantes primarios, aunque en ocasiones actian atrapando oxigeno y como quelantes de

algunos iones metdlicos. (22)
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Los Gcidos fendlicos como los Gcidos benzdicos y cindmicos y sus derivados hidoxilados son parte
muy importante en el grupo de compuestos fendlicos por la abundancia con la que se presentan
en alimentos y plantas. Entre los hidroxibenzdicos encontramos al dcido salicilico, gentisico, galico,

vainillinico y egélico (Fig. 3.11), que se encuentran principalmente frutos como fresa, uva, naranja,

toronja y limdn. (23.24,25)

HO COOH
MeO COOH
HO
HO OH
Geido vainillinico dcido gdlico

Figura 3.11 Ejemplo de dcidos benzoicos.

Los acidos p-hidroxicindmicos mds conocidos son el dacido caféico, ferdlico, p-cumdrico y sinapico
(Fig. 3.12); los derivados generalmente se encuentran como ésteres en combinacién con glicerol,
monoolcoholes de cadena larga, hidroxidcidos y dioles, en este grupo encontramos al écido

clorogénico, que es un éster de cafeato y a la curcumina formada por dos moléculas de dcido

ferulico unidas por un metileno.

CHJOWCOOH HODA/COOH
HO

HO
acido ferdlico acido caféico
CH,O o~y ~COOH
2 - COOH
/©/\/ -
HO
OMe
acido p-cumdrico acido sindapico

Figura 3.12 Ejemplo de acidos hidroxicinamicos.
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El acido caféico se encuentra principalmente en manzanas, cirvelas, tomates, uvas y café; uno de
sus derivados es el dcido clorogénico que se encuentra también en muchas frutas, pero
principalmente en frijoles y café. El acido ferilico es un dacido hidroxicinadmico que se aisla de
cortezas de arboles, cereales, caiia, café, etc. Un derivado muy importante y con alto poder
antioxidante es la curcumina que se obtiene de la semilla de mostaza. La actividad antioxidante
de estos compuestos depende de la posicién en la que se encuentran los grupos hidroxilo, ya que
activan el anillo aromdatico por efecto de resonancia. (32 Otro grupo de gran importancia dentro
de productos naturales con propiedades ontioxidantes por la abundancia en la que se presentan

en la naturaleza y evidentemente en la dieta humana, son los flavonoides.(33)

Los flavonoides constituyen el mayor grupo dentro de los compuestos fendlicos, mas de 5000
compuestos diferentes se han descrito. Se encuentran en todas partes de la planta (tallos, hojas,
semillas, frutos). Su actividad antioxidante es atribuida al nimero de hidroxilos que tiene la

molécula y las estructuras de resonancia tan estables que permiten capturar radicales libres y

crear complejos metdlicos. Dentro de los flavonoides, las flavonas, flavanoles, isoflavonas,

flavonoles y antocianinas son lo compuestos que presentan una mayor actividad antioxidante. (22)

Las flavonas son un tipo de flavonoides con propiedades antioxidantes muy potentes. Las mads
cominmente encontradas en alimentos son Apigenina y Luteolina (Fig. 3.1 3), de las cuales se sabe
que Luteolina es significativamente mdas potente que BHA en un ensayo con PB-caroteno. Se

encuentran en alimentos como: cilantro, aceitunas, pimiento, arroz, cacahuvate, avena, hojas de

cebada.

R1 R2
H H Apigenina
OH H Luteolina

OH O

Figura 3.13 Estructura general de algunas Flavonas cominmente encontrados en alimentos.
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Otro grupo de flavonoides son los flavanoles, algunos de los mas conocidos son epicatequina,
epigalocatequinag, epicatequin-3galato, entre otos {Fig. 3.14). Generalmente se encuentran en

gran abundancia en alimentos como: tés negro y verde, vino tinto, manzanas, ciruelas, chocolate,

uvas.
H R1 R2
OH
OH galato epigalocatequin-3-galato
HO o H galato epicatequin-3-galato
R1 OH OH epigalocatequina
H OH epicatequina
“R2

OH

Figura 3.14 Estructura general de algunos Flavanoles cominmente encontrados en alimentos.

Quercetina, miricetina y gosipetina son ejemplos de flavonoles (Fig. 3.15), otro grupo muy
importante de flavonoides, que poseen importantes propiedaodes antioxidantes. Quercetina y
gosipetina han sido reportados como los antioxidantes mas potentes en sistemas no acuosos. Las
fuentes que generalmente contienen flavanoles son: cebolla roja, col, apio, avena, manzanas,

cirvelas, arédndano, fresas, uvas, brécoli, jitomate, vino tinto, té negro y verde.

R1 R2 R3 R4

OH OH H H Quercetina
OH OH OH H Miricetina
H OH OH OH Gosipetina

Figura 3.15 Estructura general de algunos Flavonoles cominmente encontrados en alimentos.

Las isoflavonas son otro grupo de compuestos muy importante dentro de los flavonoides, como la

genisteina y la daidzeina (Fig. 3.16); aunque sus propiedades antioxidantes son en general

menores o la de los flavanoles, flavonoles y flovonas. Pero se ha encontrado que poseen

propiedades sinergistas con fosfatidiletanolamina. Son escasas las fuentes de isoflavonas,

generalmente se encuentran presentes en soya y garbanzos.
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R=0OH Genisteina
R=H Daidzeina

OH

Figura 3.16 Estructura general de algunas Isoflavonas cominmente encontrados en alimentos.

Por dltimo las antocianinas, que pertenecen también a los flavonoides y ademdas son uno de los
pigmentos mas abundantes en las plantas superiores, es toro grupo de compuestos que poseen
importantes propiedades antioxidantes. Los compuestos mdas representativos de este grupo, por su
abundancia, son el malvidin-3-glucésido y el cianidin-3-glucdsido y que generalmente son parte

importante de alimentos como chicharos, uva tinta y negra (Fig. 3.17).

R1
OH R1 R2
HO oo OH H Cianidin-3-glucésido
~ R2 OCH3 OCHs3 Malvidin3-glucésido
/
O-GL

OH

"'Figu‘i'd 3.17 Algunos Flavanoles comGnmente encontrados en alimentos.

Los estilbenos _y' li:gncmos son otro tipo de compuestos fendlicos que poseen también importante
actividad cnﬁo*idcnfe. Los estilbenos son compuestos formados por dos fenilos conectados por un
puente metilénico. No son abundantes en la naturaleza ya que son sintetizados por la planta o
causa de lesiones o enfermedades. El estilbbeno mdas conocideo es el trans-reservatrol (3,5,4'-
trihidroxiestilbeno) que se encuentra frecuentemente en uvas, vino y cacahuate. Los lignanos son
compuestos difenilicos, el seicosolariciresinol diglicésido, sesamol y el matairesinol son los mas

importantes en este grupo; generalmente se encuentran en harina de maiz y aceite de semilla de

ajonjoli. (22.23.1}
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e Carotenos

Los carotenos son hidrocarburos poliénicos, formados hasta por ocho unidades isoprenocides; esta

estructura les permite atrapar radicales libres y oxigeno singulete del medio y estabilizar por

resonancia en sus dobles enlaces conjugados a

los radicales libres formados y evitar la

propagacion de las reacciones de autooxidacién.(44 Se encuentran ampliamente distribuidos en la

naturaleza, sobretodo en flores y frutos. Son pigmentos amarillos, naranjas o rojos sintetizados

por plantas superiores, algas, hongos y bacterias fotosintéticas (Tabla 3.1).

CAROTENOS

Anteraxantina
Auroxntina
a-crptoxanina
o—caroteno

B-caroteno
B-carotenc-5,6-epSxido

B-criptoxantina

B-zeacaroteno
Criptoflavina
Capsantina
Fitoeno
Fitoflueno
Licopeno
Licoxantina

Violaxantina

Luteina
Luteina-5,8-epdxido
Luteoxantina
Mutacromo
Mutatoxantina
Neoxantina
Zeaxantina

&-croteno

Tabla 3.1 Carotenos presentes en frutos con actividad antioxidante.

El B-caroteno (Fig.3.18) es uno de los carotenos mdas importantes para la industria de alimentos

porque ademds de ser excelente colorante y no téxico, tiene un alto poder antioxidante ya que

actba atrapando los radicales libres formados por la estructura resonante que facilmente adopta.

Figura 3.18 Estructura del B- caroteno
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e Tocoferoles
Los tocoferoles y tocotrienoles son otro grupo importante de antioxidantes naturales. Son lipidos,

derivados metilados del tocol, el 2-metil-2{4’,8’,1 2'-trimetil-tridecil)-croman-3-ol (Fig 3.19). Estos
compuestos donan iones H a radicales peroxi y forman compuestos dimeros estables. Los cereales,

frutos secos y aceites de semilias, frijoles, chicharos, zanahorias son fuentes ricas en tocoferoles.

‘R3
l:, CH3 P
. CH3-
"CHs
CH3 B

R QR

Figura 3.19 Estructura de ,3,5,y tocoferol.  :

La actividad antioxidante de los tocoferoles oumenta en la serie oo —» v, sin embargo en ia

velocidad de reaccién con radicales perdoxido ocurre lo contrario. la actividad relativa de estos

compuestos se ve muy influenciada por la luz y la temperatura. (3.47)

® Ascorbatos
Los ascorbatos como ascorbato de sodio y calcio, ascorbil palmitato, estereato y acido ascérbico
(Fig. 3.20), son compuestos muy comunes en productos naturales y que poseen actividad
antioxidante, actian como sinergistas ya que son potentes agentes quelantes. El dcido ascérbico o

vitamina C se utiliza ampliomente como aditivo en alimentos. (8.46)
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HO OH
H o o
HC—OH
CH,OH

Figura 3.20 Estructura del dcido ascérbico 2,3-dienocl-l-glucénico.

e Proteinas y Aminodacidos
Las proteinas, péptidos y aminodcidos actian como antioxidantes primarios y sinergistas, sus

propiedades dependen de su concentracion y del pH del medio. Los aminodcidos glicina,

metionina, triptofano, histidina, prolina y lisina son eficaces antioxidantes que son utilizados en
productos carnicos y lacteos y en la prevencién de reacciones de oscurecimiento. Algunos de estos
aminodcidos tienen la desventaja de que al descomponer los hidroperdxidos, forman compuestos

carbonilicos que pueden conducir a un oscurecimiento no enzimdtico del alimento a través de

reacciones de Millard.(46,33)

o o o o
HS OH 3 oH oH OH
NH, NH, NH, NH
cisteina metionina glicina prolina
P o
H,N : o = N ~
' /4 OH
WOH <N l NH2
NH,, H

lisina ‘ histidina triptofano

Figura 3.21 Aminoacidos con actividad antioxidante
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Se sabe que el hidrolizado de soya y las proteinas de levadura, gluten, albomina de huevo y
caseina funcionan como sinergistas con antioxidantes primarios, esta propiedad ha sido atribuida

a la presencia de grupos sulfhidrilo libres, como en al caso de cisteina o metionina y a los

sustituyentes hidroxilo en el resto de los aminodacidos. (34)

® Productos de Maillard
A pesar de que no estd muy definida la naturaleza de los productos de la reaccién de Maillard
que poseen actividad antioxidante, se sabe que sustancias de alto peso molecular como las
melanoidinas son los principales responsables de las propiedades antioxidantes de las reacciones
de obscurecimiento no enzimatico. Generalmente se conocen los sistemas con los que se generan
los compuestos antioxidantes, pero aun no se conoce exactamente la naturaleza de cada
compuesto. Se sabe que la capacidad antioxidante de los compuestos formados depende de
factores como la cantidad y tipo de compuestos amino y de azicares involucrados en la reaccién,
la temperatura, pH y actividad acuvosa. Existe evidencia de que actéan formando complejos
inactivos secuestrando radicales de oxigeno, quelando iones metdlicos, especialmente hierro.
También se les ha asociado propiedades sinergistas en combinacién con antioxidantes fendlicos.
Se ha encontrado que varios compuestos heterociclicos con heterodtomos nitrégeno y/o azufre,
que son los principales compuestos generados en las reacciones de Maillard, presentan actividad
antioxidante, tal es el caso de los alquiltiofenos, fufuralmercaptano, 2-tiazolidin, imidazol, 2-
metilfurano, 2-metiltiofeno, 1-metilpirrol y algunas aminoreductonas. En las reacciones de Maillard

se generan cientos de productos que peden tener propiedades antioxidantes, pero entre estos

también existen compuestos altamente téxicos. (35.34)

Es de especial interés para este trabajo estudiar con mayor detalle tres grupos diferentes de
compuestos naturales a los que pertenecen [os seis compuestos que serdn evaluados: xantonas,
iridoides y fenilpropanoides. A estos grupos de compuestos no se les ha estudiado mucho en
relacion a sus propiedades antioxidantes pero, por sus caracteristicas estructurales puede

asocidrseles una alta capacidad antioxidante.
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3.2.3.1 Xantonas

Existe una amplia distribucién de xantonas en la naturaleza, se encuentran distribuidas en mas de
una docena de familias en plantas superiores, se tienen reportes de alrededor de setenta
diferentes xantonas que han sido aisladas de plantas. Esta variedad tan amplia corresponde a
los diversos patrones de hidroxilacién de la estructura basica de las xantonas derivada de la
benzofenona (Fig. 3.22). En lo mayoria de las xantonas, el anillo A presenta un claro patrén de
oxigenacién 1,3,5. En el anillo B se encuentra la variacidn para estos compuestos, ya que no
existe ninguna patrdn claro de sustitucion, excepto la tendencia de los sustituyentes por posiciones
orto o para, a diferencia de la posicién meto que se presenta en el anillo A. Las xantonas son

compuestos que pueden ser simples o modificadas, en este Gltimo caso por la presencia de un

substituyente isopreno (a) 2,2 dimetil o un cromeno (b); ademas por el grado de oxigenacién que

presentan pueden ser clasificadas como mono, di, tri, o tetraoxigenadas. (25

o
J /\/K -
=
o) (o]
a) b)

Figura 3.22 Estructura bdsica de las Xantonas. Sustituyentes a) isopreno y b) cromeno

de xantonas modificadas.

Estudios recientes han demostrado que las xantonas son compuestos con gran actividad bioldgica,

se les atribuye propiedades anti-inflamatiorias, antihepatotdxicas, antivirales, antialergénicas,

funjicida, antidepresiva y antioxidante.

Gran parte de estas propiedades bioldgicos, incluyendo la actividad antioxidante se debe a que

las xantonas presentan en su mayoria grupos funcionales de tipo fendlico en un anillo triciclico que

favorece la estabilizacién de radicales por resonancia. (48)

En estudios fitoquimicos se ha observado que el género Calophyllum posee un alto contenido en

xantonas, flavonoides, biflavonoides, neoflavonoides, terpenos, triterpenos, esteroides vy

cumarinas. En la madera del arbol tropical Calophyllum brasiliense perteneciente a la familia
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Clusiacece, se han agislado diversas xantonas preniladas. (26, 27, 28) En este trabajo se estudiara lao
actividad antioxidante de dos de elias: 1,3,5-trihidroxi-2-(3,3-dimetilalil)-xantona (Xantonal) y

1,3,5,6-tetrahidroxi-2-(3,3-dimetilalil)-xantona (xantona2) (Fig. 3.23).

Xantona 1

Figura 3.23 Estructuras de 1,3,5-trihidroxi-2- (3 3 d;meﬁlclll)-xd ona (Xantonc'l) vy, 3 5, 6-tetrahldrox|-

{3,3-dimetilalil)-xantona (xan'ona2)

3.2.3.2 Iridoides

Los iridoides son compuestos naturales que se encuentran presentes en gran variedad de plantas.

Son compuestos derivados de monoterpenos que constan de un esqueleto badasico de

cilopentapirano. Se les llama iridoides por los primeros tres compuestos aislados de hormigas

australianas del género Iridomyrmex spp. que fueron reportados con esta estructura de

ciclopirano: iridoidal, iridolactona e iridomercina.(25)

Los iridoides son ,sintefizc_doé por. angiospermas dicotileddneas, se encuentran en mds de setenta
familias Lobiotae, Planfdginacece, Scrophulariaceae y Valerianaceae son algunas de ellas. (29 Se
pueden dividir en cuatro grandes.grupos: 1.iridoides glicosidados, 2. no glicosidados o algucones,

3. acetaléster iridoides y 4. secoiridoides. Generalmente en plantas se encuentran como iridoides

glicosilados o algucones (Fig. 3.24).
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1)

Figura 3.24 Estructuras de iridoides 1) glicosilados, 2) no glicosilados o aglucones, 3) acetaléster y

4) secoiridoides.

En medicina tradicional los iridoides se han empleado ampliamente como tdénicos sedantes,

antiinflamatorios, contra la fiebre, tos, remedios para heridas, desérdenes epidérmicos y
estomacales. En diversas investigaciones los iridoides han demostrado que poseen una amplia

actividad farmacolégica. Se les atribuyen propiedades como: actividad cardiovascular,

antihepatotoxica, hipoglucémica, hipolipidémica, antiinflamatoria, antiespasmdédica, antitumoral,
antioxidante y antiviral. 30.37.25) Algunos trabajos de investigacion reportan iridoides aislados de
diferentes plantas que poseen actividad antioxidante, tal es el caso de cuatro iridoides
(blumedsidos) aislados de Fagraea blumei, picrdsido | y kutkdsido aislados de Picrirrhiza kurroa,
geniposido y oleuropeina son los prinipales compuestos antioxidantes de Gordenia jasminoides y
Olea europoea respectivamente. Esta actividad se les atribuye por los sustituyentes hidroxilo

unidos a anillos que facilitan estructuras resonantes al momento de donar un dtomo de hidrégeno

o captar radicales libres. {44)

En este trabajo se evaluard la actividad antioxidante de tres iridoides: catalpol (1), catalpol

acetilado (2) y boshnalésido (3) (Fig. 3.25).

HO HQ COCH,; CHO
= NS RS
o o - d o o
S O-Glu . I - ~
HO S HO Gl ©-Glu
(n - - (2) (3)

Figura 3.20 Estructuras de tres frido_idés: catalpol (1), catalpol acetilado (2) y boshnalésido (3).
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3.2.3.3 Esteres de dcidos p-hidroxicinamicos

Las plantas superiores acumulan gran cantidad de compuestos fendlicos, que en su mayoria son
derivados del dacido cindmico, el cual es sintetizado a partir de la fenilalanina. La mayoria de
estos derivados poseen estructuras Cs-Ca, y son llamados fenilpropancides. Estos compuestos son
metabolitos intermediarios en la biosintesis de lignina y su concentracién varia considerablemente
dependiendo de muchos factores internos y externos como la edad de la planta, caracteristicas
acidos

del tejido, época del afio, etc. Los derivados hidroxilados del dacido cinamico,

hidroxicinédmicos, mds comunes son el
sindpico (en 3.2.3 se explica con mayor detalle); generalmente se encuentran en las plantas

acido p-cumarico, caféico, ferilico, 5-hidroxiferolico y

formando ésteres (Fig. 3.26) con otros acidos fendlicos o con glucosa. (25.37)
Al igual que los dcidos, los ésteres p-hidroxicindmicos presentan actividad antioxidante
influenciada por el nimero y cantidad de sustituyentes hidroxilo presentes en el anillo aromadatico,
ademadés el grupo carbonilo favorece el fendmeno de resonancia cuando algin OH done un dtomo
de hidrégeno favoreciendo las reacciones de reduccién. Se tiene evidencia de que algunos

ésteres hidroxicindmicos como el cafeato e hidrocafeato de propilo, ferulato de propilo y propil

isoferulato poseen importante actividad antioxidante. (45

=0

1
HO C HO C
= ~o” T~ ~o T T~

HO HO
cafeato de propilo hidrocafeato de propilo

CH;O = C\o/\/

HO
ferulato de propilo

Figura 3.26 Ejemplos de algunos ésteres hidroxicinamicos.
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El galato de propile es un aditivo antioxidante muy potente, ampliomente utilizado en alimentos y
a pesar de no ser un éster hidroxicindmico posee una estructura muy similar al cafeato de propilo.
Se han realizado experimentos comparando la capacidad antioxidante entre ambos, resultando
mds potente el galato en un 15%. 45 la diferencia es que el galato es un dcido benzoico con tres
hidroxilos y es aqui en donde probablemente se presenta la diferencia en actividades. La razén

por la que se torna interesante el estudio de ésteres hidroxicindmicos es que pueden ser mucho

mas solubles en medios polares que el galato.

En este trabojo se evaluard la capacidad antioxidante del cafeato de bornilo, que es otro
ejemplo de un dcido hidroxicindmico esterificado con un grupo bornilo y con sustituyentes OH en
posiciones 4 y 5 del anillo aromatico (Fig. 3.27). Mediante el estudio se determinarda si estos

cambios en su estructura aumentan o disminuyen la capacidad antioxidante.

CH,

HO
OH

Figura 3.27 Estructura del cafeato de bornilo.

Si bien es cierto que el uso de antioxidantes naturales tiene muchas ventajas ya que permite una
mayor aceptacién del consumidor y que no requieren tantas pruebas de seguridad si el
antioxidante es componente de un alimento GRAS, a diferencia de los antioxidantes sintéticos;
también existen desventajas como el costo por purificacion de los compuestos, ya que si un
compuesto no es debidamente purificado pude variar sus propiedades antioxidantes, muchas
veces se confunde el término natural con seguro y en ocasiones pueden impartir olores o sabores
que alteren las caracteristicas organolépticas del producto. Se han realizado diversos estudios
que indican que el consumo en exceso de algunos de los compuestos descritos anteriormente

pueden comportarse como pro-oxidantes y tener efectos téxicos en el organismo. (23,24,25)
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Dadas las diferentes caracteristicas estructurales y quimicas de cada compuesto, es necesario

para evaluar su actividad antioxidante, saber que métodos son los mds adecvados y que

proporcionen la informacién quimica que esté directamente relacionado con el deterioro

oxidativo y la capacidad antioxidante o secuestrante del compuesto, a continuacién se explican

algunos de los métodos mas utilizados para evaluar actividad antioxidante.

idad antioxidante

3.2.4 Métodos de evaluacion de la acti

Se han desarrollado una gran cantidad de métodos para determinar la actividad antioxidante,
de compuestos tanto naturales como sintéticos, que consisten en la inhibicién de ciertas reacciones.

Estos métodos pueden ser clasificados de acverdo a la estrategia de deteccion y de

cuantificacion.

Los métodos mds comunmente utilizados se basan en la generacién de diferentes radicales libres

croméforos que son eliminados por la presencia de un antioxidante mediante reacciones

facilmente monitoreadas por técnicas fotométricas. (18

R-+ AH ——> R-H+ A-

Los radicales se emplean como factores de cuantificaciéon ante la presencia de antioxidantes. La

reacciéon entre el radical y el antioxidante provoca una disminucion en la sefial que puede

relacionar la concentracién del antioxidante y el avance de la reaccién de reduccién.

Los radicales que suelen utilizarse deben cumplir con caracteristicas muy importantes para los

ensayos: alta estabilidad, solubilidad en el mismo medio donde es soluble el antioxidante,

absorcién en UV-visible.

Estos métodos pueden ser cualitativas o cuantitativas, la variaciéon radica en la técnica que se

emplea para la medicion. Las mds comdnmente utilizadas son: espectroscopia,
espectrofluorometria, cromatografia de gases y HPLC. La efectividad de un antioxidante también
puede ser valorada mediante el monitoreo de la estabilidad a la oxidacion del alimento,

utilizando métodos quimicos, instrumentales o sensoriales que permitan obtener una medida de la
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extensién del periodo de induccién por la adicion del antioxidante. A pesar de que casi todos los
métodos tienen fundamentos similares, es necesario conocer las caracteristicas de cada uno de

ellos, ya que dependiendo del tipo de antioxidante que se evalie sera el método a utilizar. (38)

A continuacién se describen algunos de los métodos mas utilizados actualmente en investigacién

para determinar capacidad secuestrante y antioxidante, entre estos se expondréd con mayor
detalle los métodos de Radical DPPH, ABTS enzimatico y blanqueo con B-caroteno/dcido linoléico

que fueron utilizados en este trabajo.

3.2.4.1 Maétodo FRAP

El método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) mide directamente la capacidad de las
sustancias antioxidantes para reducir el complejo de hierro y tripiridiltriazina a pH bajo. El color
azul resultonte de la reaccién redox es medido espectrofotométricamente a 593 nm. La
capacidad reductora de los antioxidantes se relaciona directamente con el decremento en el

color. La principal desventaja de este método es que como no incluye un sustrato oxidable, existe

poca evidencia del efecto protector de los antioxidantes. (4%

3.2.49.2 Método TRAP

Radical-Trapping Parameter) fue desarrollado para determinar la

El método TRAP (Total
Este ensayo utiliza clorhidrato de 2'2-azobis(2-

capacidad antioxidante total en plasma.
aminopropano) que genera radicales peroxi de material oxidaoble presente en plasma. La

oxidacién es monitoreada determinando el periodo de induccién por absorcion de oxigeno.
Generalmente se utiliza Trolox como estdndar por ser un antioxidante soluble en agua. La
desventaja de utilizar un compuesto azo soluble en agua como generador de radicales para
determinar capacidad antioxidante en plasma es que no provee informacién sobre la actividad
protectora de quelantes como uratos y de antioxidantes lipofilicos como vitamina E. Este método

fue modificado posteriormente utilizando técnicas de luminiscencia, pero no se obtuvo una mejora

en los resultados. 49
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3.2.4.3 Método ORAC

En el método ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) se cuantifica la capacidad

antioxidante midiendo la inhibicién de la fluorescencia de la proteina B-ficoeritrina, al ser
oxidada por clorhidrato de 2'2-azobis(2-aminopropanoc) contra el tiempo en presencia de

plasma o antioxidantes a evaluar. {1849

3.2.4.9 Método Radical DPPH

Este método es representativo de los métodos que utilizan radicales para la evaluacién de la

actividad antioxidante y es uno de los mas utilizados debido a la rapidez, sensibilidad, excelente

estabilidad del radical, reproducibilidad y bajo costo del ensayo.

El DPPH- (2,2-difenilpicrilhidracilo) es un radical croméforo, que al reaccionar con un agente

donador de electrones AH, es reducido a su forma DPPH-H (Fig. 3.28).

COHS\N/CoHS
|
Ne
O,N NO, + A-H —_— + Ae
NO, :
DPPH- DPPH-H:
pUrpura amarillo

Figura 3.28 Reaccidén de reduccién del radical DPPH* por un agente secuestrante.

Un cambio en el color, de pirpura (forma oxidada) a amarillo (forma reducida), indica que tan
activo es el antioxidante que se estd evaluando. Este ensayo puede realizarse cualitativamente
utilizondo cromatografia en capa fina, en donde después de eluir el compuesto que se esta
probando, la cromatoplaca de silica gel es asperiada con una solucién alcohdlica de radical
DPPH; la aparicidn de una coloracién amarilla en el fondo pirpura indica una prueba positiva. La
prueba cuantitativa consiste en hacer reaccionar una solucién 3X10-5 M de radical DPPH con una

solucién del antioxidante a concentraciones conocidas y monitorear el cambio en el color en un
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tiempo determinado midiendo la pérdida de color por medio de la absorbancia de ila mezcla a
517nm.13) Aigunas desventajas de este método son que el DPPH Unicamente puede ser disuelto en
no acuosos, lo que representa una

medios orgdnicos, especialimente en medios alcohdlicos,

limitacién importante del método cuando se miden actividades de antioxidantes de naturaleza

hidrofilica, ademdas presenta poca correlacion con resultados de otros métodos.(14.15.38)

3.2.4.5 Método Radical ABTS

Este método es similar al ensayo de DPPH, ya que el fundamento es el mismo; una reacciéon entre

el radical ABTS: y el antioxidante que es el donador de electrones.

o, s s S, o, s s S,
Sl OIS L S
N N A N
CH &M, NHF ¢

+ L + : -+
NH Hs Hs NHY CHy H, Nk

2

ABTS ABTS-H

Figura 3.29 Recaccidon de reduccién del radical ABTS: por un agente secuestrante.

Lo Unica diferencia es que, antes de reaccionar con el antioxidante, el radical ABTS: debe ser

ABTS (dacido 2,2'-azinobis{3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico)). Esta

generado por oxidacion del
reaccién de oxidacién puede ser generada quimicamente utilizando agentes oxidantes como

persulfato de potasio o diéxido de manganesio o enzimdticamente empleando enzimas como
mioglobina o peroxidasa tipo Il (HRP). La reaccién entre el persulfato de potasio y el ABTS tiene

una estequiometria de 1:0.5, lo que provoca una oxidacién incompleta del ABTS para formar el

radical ABTS:, esta reaccidn dura 24 horas.'® En la reaccion enzimatica, el sistema

peroxidasa/peréxide de hidrégeno/ABTS genera el radical, obteniendo dos moles de radical a
partir de una mol de perdéxido de hidrégeno, esta reaccién dura algunos segundos. El radical
formado en ambos casos es muy estable en un intervalo de temperatura de 5-35°C y pH de 3.0-
6.5, es soluble en agua y en medios orgdnicos y debe tener una absorbancia entre 0.8 y 1.2. El

método enzimdtico es preferido para la determinacion de actividad, ya que es mucho mas
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rapido, hay menos interferencias y se utiliza una menor cantidad de muestra, sin embargo en el
método quimico se utilizan reactivos de menor costo y se logra una mayor reproducibilidad en las
método enzimdtico para

mediciones.('4.17) Se puede utilizar también una variocién en el

determinar la actividad lipofilica o hidrofilica de los compuestos antioxidantes. (3°)

En este método Unicamente se realizan pruebas cuantitativas, en donde, al igual que el ensayo de
DPPH, se monitorea la disminucién de la absorbancia a 730nm por el cambio de color verde
(ABTS forma oxidada) a amarillo (ABTS forma reducida), que corresponde a la reaccién del
radical ¥y el antioxidante. La prueba cudlitativa en cromatografia de capa fina no es muy
empleada, ya que en el revelado de los compuestos antioxidantes, no siempre se aprecia la
misma coloracién ni homogeneidad de las manchas, y al contacto con el aire, el ABTS: se

descompone facilmente.(13.18,19,20,38)

3.2.4.6 Método Blanqueo de B-caroteno/acido linoleico

En esta prueba se utiliza el B-caroteno como indicador de la capacidad antioxidante. Se prepara
una emulsién de B-caroteno y acido linoléico, en donde se forman radicales libres por oxidacién

del dacido linoléico que atacan al B-caroteno y provocan una disminucidn en el color amarillo
caracteristico de este compuesto. El antioxidante se pone en contacto con esta emulsion y se

monitorea la pérdida del color midiendo la absorbancia de la solucidn a 470nm. Un antioxidante

eficaz evitara una disminucién mayor en la absorbancia.

El blanqueo de [-caroteno/acido linoléico es ampliamente utilizado debido a su sensibilidad,
bajo costo de los reactivos y poco tratamiento que requiere la muestra. Algunas de las
desventajas que presenta el método son: la preparacidén de la emulsion debe darse bajo las
mismas condiciones en cada ensayo, ya que puede aofectar la reproducibilidad de los resultados;
al utilizar un lipido emulsificado existen un gran nimero de variables que interfieren en la
oxidacidén que son dificilmente controlables; el efecto interfacial que se presenta afecta el

comportamiento del antioxidante y el tiempo que requiere el ensayo es mucho mayor que el

tiempo que toman otras pruebas.{15)
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Este método se emplea frecuentemente para determinar actividod antioxidante dnicamente en
compuestos poco polares, ya que los antioxidantes polares presentan mucho menor o actividad
nula, lo que en comparacién con otras pruebas de actividad antioxidante resulta ser equivocado.
Este fendmeno se debe a que los compuestos poco polares se concentran en la superficie lipido-
aire lo que permite una mayor proteccién a la oxidaciéon, y por el contrario los compuestos

polares permanecen en la fase acuvosa dificultédndoseles el contacto con los radicales libres del

dcido linoléico. 21)

En todos estos métodos se pueden evaluar extractos de plantas o alimentos, o compuestos puros,

pero los resultados que se obtienen carecen de una correlacién directa con el aporte antioxidante

real de las propiedodes protectivas de un sistema lipidico. Ademdas un factor de variaciéon
importante de estos ensayos es que las muestras coloridas pueden interferir en la medicién dando
valores mayores en la absorbancia, por ejemplo al medir actividad antioxidante de vinos o
extractos de frutas. (15

Como se puede observar, cada método tiene caracteristicas especiales que lo hacen apropiado o
no para evaluar un compuesto en especial y la informacién que proporciona cada uno puede

complementarse obteniendo oasi informacién mds concisa y global de lo actividad de un

compuesto antioxidante. (18

3.3 Estabilidad del Aceite de Cacahuate

El cacahuate (Arachis hypogoea) es una semilla oleaginoso considerada un alimento de alto valor

nutritivo por su contenido en lipidos, proteinas, carbohidratos, fibra y vitaminas.

El cacahuate es un alimento muy consumido en México y el mundo. Se cultivan cerca de 22.3
millones de hectareas de cacahuate en el mundo con un rendimiento de 29.2 toneladas de vainas.
En México se cultiva en 16 estados, destacando por su superficie sembrada ¥y cantidad de semilla

recolectada: Puebla, Oaxaca, Sinaloa, Chihuahua, Chiapas, Guerrero, Morelos, S.L.P. y Nayarit.
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Uno de los mayores problemas que enfrentan los productores y los fabricantes de alimentos que
utilizan cacahuate es la rancidez que desarrolla durante su almacenamiento y proceso. Esta
susceptibilidaod a la rancidez se debe a que se trata de un alimento con un alto contenido de
aceite (44-56% p/p) y con una cantidad apreciable de dacidos grasos poliinsaturados {>25% en
la variedad Virginia). Aunado a esto, el proceso de tostado a que generalmente es sometido y

el tipo de almacenamiento, la concentracién de oxigeno y la humedad del medio contribuyen

también a la oxidacién del aceite de cacahuate. (40

Actualmente existen diferentes alternativas para reducir el deterioro por oxidacién en cacahuate
como son atmdsferas modificadas, empaque al vacio, adicién de antioxidantes o control de
humedad. Se han realizado gran cantidad de estudios modificando estas variables para
controlar la oxidacién y se ha encontrado que una de las mas eficaces y econdmicas es la adicién
de antioxidantes. En la industria se utilizan generalmente TBHQ y BHA a concentracién de 200

ppm que es el limite que marcan las normas oficiales y el Codex Alimentarius. (41.42,43)

En este trabajo se utiliza al cacahuate como una medida de evaluacién de la capacidad
antioxidante de los seis compuestos que se estdn probando, segin los resultados que se obtengan
y después de realizar pruebas de toxicidad se podrd sugerir a alguno de los compuestos como

una posible alternativa de aditivo para cacahuate tostado.
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— 0BJETIVOS

Objetivo general

ldentificar de un grupo de productos naturales, los compuestos con moyor actividad antioxidante

y evaluar su comportamiento en un sistema alimenticio, como alternativa para su uso como

aditivos.

Objetivos particulares

Obtencién de una fraccién rica en xantonas a partir de la planta Callophyllum brasiliensis.

Determinar la capacidad antioxidante de cada compuesto cualitativa y cuantitativamente,

empleando las técnicas radical DPPH, radical ABTS método enzimdtico y blanqueo de 3-

caroteno/dcido linoléico.

e Comparar la informacion obtenida de cada uno de los ensayos y determinar, segun las

caracteristicas de polaridad y solubilidad de los compuestos con mayor actividad, el

método de incorporacién y el sistema en el cual seran evaluados.

® Monitorear la oxidacidn de la grasa del alimento en presencia de los compuestos

antioxidantes a diferentes concentraciones y determinar la modificacién en el periodo de

induccién por cada uno.

Evaluar la posible actividad sinergista usando mezclas del compuesto y antioxidantes

comerciales.
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5.2 Primera Parte: Purificacién de los compuestos

En esta primera parte se realizéd la purificacién e identificacion de las dos xantonas mediante

técnicas de separacion como cromatografia en capa finag y en columna, espectroscopia IR, masas

y RMN. El resto de los compuestos fueron aislados y purificados con anterioridad y

proporcionados para este experimento. Todos los compuesto se obtuvieron de diferentes plantas

mexicanas, el proceso de aislamiento purificacion e identificacién de cada vuno se describe a

detalle en otras publicaciones (Tabla 5.1).

Referencia

Compuesto
Xantonas
Xantona 1 (X71) Collophyllum barasiliensis Tronco Chiapas Reyes Chilpa (27)
Xantona 2 (X2) Collophyllum barasiliensis Tronco Chiapas Reyes Chilpa (27}
Iridoides
Catalpol (CP) Pestemon barbatus Hojas Edo. Mex. Lira Rochal59)
Catalpol acetilado (CP-A) Pestemon barbatus /acetilacién Hojas Edo. Mex. Lira Rocha!s®)
Hojas Edo. Mex. Navarro OI52)

Boshnaldsido (BHS) Pestemon roseus

Ester hidroxicinamico
Hojas Hidalgo Mc'd?_?,c;do' E.

Cafeato de Bornilo (CB) Coreopsis mutica

Tabla 5.1 Fuentes de obtencidn de los seis compuestos de estudio y referencias de estudios previos.

Para la obtencién de las xantonas o fracciones ricas en estas, se reolizé el fraccionamiento por
cromatografia en columna del extracto acetona/metanol 2:1 de la madera de C. borasiliensis.
Se tomaron 20g del extracto, se preabsorbieron en celita y se colocaron en una columna de
vidrio (3 x 20 cm) preempacada con 100g de silica gel (Kresagel). Se colectaron 64 fracciones
de 150 ml utilizando un gradiente de éter de petréleo-acetato de etilo como fase mévil. De las
fracciones 4 y 5 se obtuvo un precipitado amarillo con cristales pequefios de forma cuadrangular,
estas fracciones se juntaron y se recristalizaron con hexano/acetona, formando cristales opacos
de color amarillo, este compuesto se tiene reportado como 6-desoxijacareubina. (26.27) A la

fraccién 6 se le realizé una cromatografia en capa fina y se observdé un compuesto puro, que fue
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confirmado por especroscopia de masas como 1,3,5-trihidroxi-2-(3,3-metilalil)-xantona (X1). De
las fracciones 7 a 9 se obtuvieron 2.9257g de cristales amarillos opacos en forma de aguja,
estos fueron preabsorbidos en celita y empacados en otra columna de vidrio (3 x15) con 45.6g
de silica gel. Se obtuvieron 80 fracciones de 20 ml con fase mévil éter de petréleo-acetato de
etilo. Las fracciones 61 a 73 se purificaron por recristalizacién acetato de etilo-hexano, esta

fraccidon fue identificada como 1,3,5,6-tetrahidroxi-2-(3,3-metilalil)-xantona (X2).

Los iridoides catalpol y catalpol acetilado fueron aislados de un extracto metandlico de las hojas
de la planta Penstemon barbatus. Mediante cromatografias en columna se aislé un sélido que
precipitd con acetona y se obtuvo en mayor cantidad al ser acetilado con anhidrido acético y
piridina. Fue identificado por RMN H! y C'3 como catalpol (CP) y su derivado catalpol acetilado
(CP-A). El iridoide boshnaldsido (BHS) se obtuvo a partir de las partes aéreas de la planta
Penstemon roseus mediante extracciones con metanol y agua, una extraccién con acetona-metanol

5% or Gltimo una cromatografia en columna del extracto de donde se obtuvo el compuesto
Yy P g P

puro.i59, 52)

HO COCH, CHO
~ ~
o o o
HO:: O-Glu O-Glu
cP ‘ CP-A BHS
p.f. 135-135 p.f. 72-73 p.f. 102-103

Figura 6.2 Estructuras y puntos de fusién de los iridoides aislados de Pestemon barbatus y Pestemon

roseus, catalpol (CP), catalpol acetilado (CP-A) y boshnaloside (BHS).
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De la planta Creopsis mutica, colectada en el estado de Hidalgo, fue asilado un fenilpropanoide

a partir del extracto con acetato de metilo de las hojas de la planta. Fue identificado mediante

RMN H!' y C'3 como cafeato de bornilo. (51)

CH,

)2
HO

OH
cB
p.f. 160-161

Figura 6.3 Estructura y punto de fusién del éster hidroxicinamico cafeato de bornilo (CB).

5.3 Segunda Parte: Evaluacién de la Actividad Secuesirante y Antioxidante

En esta segunda parte se tiene como objetivo determinar la capacidad secuestrante vy
antioxidante de cada uno de los seis compuestos a diferentes concentraciones y de cuatro
estandares: BHA, TBHQ, dcido ascdrbico (AA) y Trolox (TX), pora esto se realizaron pruebas

cualitativas y cuantitativas de actividad, utilizando tres métodos: radical DPPH, radical ABTS

enzimadtico y blanqueo de B-caroteno/dacido linoléico.

5.3.1 Determinacién Cualijtativa de Actividad

La determinacién cualitativa se realizé mediante cromatografia en capa fina de silica gel con
indicador de flourescencia con mezclas de eluyente AcOet/MeOH, en donde una vez eluvidos los

compuestos y los estandares se aplicaron las siguientes pruebas:

a). Radical DPPH: en esto prueba se asperjan las cromatoplacas con una solucién de DPPH al
0.2% en metanol, al cabo de unos minutos la prueba positiva se puede apreciar por la

decoloracién de pirpura a amarillo en el areo donde se encuentra el compuesto.
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las cromatoplacas son asperjadas con una solucién de [3-

luz UV durante tres horas, hasta que

b). B-caroteno/acido linoléico:
caroteno/acido linoléico/cloroformo y expuestas a
desaparezca el color anaranjado en el fondo de la cromatoplaca, la apariciéon de una mancha

amarillo en donde se encuentra el compuesto indica prueba positiva.

5.3.2 Determinacién Cuantitativa de Actividad

Lo evaluaciéon cuantitativa se llevd a cabo mediante tres métodos espectrofotométricos: para

determinar actividad secuvestrante método de radical DPPH y de radical ABTS, para evaluar

actividad antioxidante blanqueo con f3-caroteno/dcido linoléico.

e Método del Radical DPPH
Los seis compuestos Y, los: estandares a cuatro concentraciones (50, 100, 150 y 200ppm) se
pusieron a reccmonar\con una solucién de DPPH 3x10°5 M en dimetilsulféoxido en series de cuatro

n, dos controles y un blanco (tabla 4.2), cada uno por triplicado. Estos tubos se

tubos: la rec
burbuiearon con N2 para desplazar el oxigeno disuvelto y se dejaron reaccionar durante 30 min.

Tubo 1| Tubo 2 | Tubo 3 | Tubo 4

Reactivo Ai Aj Ac Blanco
Extracto Tl 71T ml- - -
50,100,150,200 ppm Mo M
DMSO 1 mi 2ml
1 ml -

DPPH 3x10-3M en DMSO - .- -

Tabla 4.1. Prueba cuclvt‘taﬁ‘v_c‘: de ac ividad secuestrante radical DPPH
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Se midid el decremento en la absorbancia de la solucién de DPPH a 517nm por la reduccién del
radical. De los valores de absorboancia se determiné el porcentaje de actividad secuestrante de

cada compuesto mediante la siguiente férmula:

% de actividad = [1-(Ai - Aj) / Ac] x 100

donde:

Ai = absorbancia del tubo con extracto + DPPH
Aj = absorbancia del tubo con extracto + DMSO
Ac = absorbancia del tubo con DPPH + DMSO

® Método enzimdatico del radical ABTS

Mediante este método se evalud la actividad secuestrante de los compuestos polares: X2, CP, BHS
y CB a concentraciones de 50, 100, 150 y 200ppm. Esta prueba se divide en dos partes, la
primera es la generacién del radical en donde se mezclaron 0.5m! de ABTS en agua destilada +
0.5 ml de H202 0.5mM + 0.5 mi de enzima HRP tipo IV 0.25uM en buffer de fosfatos 50mM pH
= 7.5. La formacién del radical se observa leyendo el aumento en la absorbancia a 730nm
durante 3 minutos o hasta estabilizarse las lecturas. En la segunda parte, una vez estabilizada la
absorbancia, 3 min. después aproximadamente, se agregd 0.1ml del compuesto en la celda y se
registré cada minuto el decremento en la absorbancia por la reduccién del ABTS durante 10
minutos. Se corre un control agregando O.1ml de metanol para registrar el decremento en la
absorbancia por efecto la dilucién y degradacion del radical ABTS. Todas las determinaciones se

realizaron por triplicado. Se reporta la media de las determinaciones como porcentaje de

disminucion de absorbancia.

% de disminucién de la Absrobancia = ( Abs final / Abs inicial } x100
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e Blanqueo con PB-caroteno/acido linoléico
En esta prueba se preparé una emulsién con 1.0 mi solucién de PB-caroteno (2mg/10ml
cloroformo) + 20mg de dcido linoléico + 200mg de Tween 80, posteriormente se elimind el
cloroformo en rotavapor a 40°C y se aiiadieron 50 ml de agua destilada aireada. De esta
emulsidon se hizo reaccionar 5.0 ml con 0.2 m! del compuesto tomando inmediatamente lectura de
absorbancia a 470nm (to), después se incubé a baiio maria a 50°C durante 120 min. y se volvié
a leer la absorbancia (t). El control se prepard con 0.2 ml de metanol o etanol (segin el
disolvente en el que se encontrara disveito el compuesto) con 5.0 ml de emulsion de B-caroteno,
el blanco contenia 0.2 ml de metanol y 5.0 ml de agua destilada. Se evaluaron los compuestos y
los estandares a 50, 100, 150 y 200 ppm y por triplicado cada uno. El coeficiente de actividad

antioxidante (CAA) se determina mediante la siguiente ecuacién:

CAA = [ (Abs. muestra tr — Abs control t¢ ) / (Abs control to — Abs control t¢) ] x 100

5.4 Tercera parte: Determinacién del periodo de induccién

En esta parte del experimento se elegirdn los compuestos mds actives de acuerdo con los
resultados obtenidos de la medicién de actividad secuestrante y antioxidante en las pruebas
cualitativas y cuantitativas ¥ a sus caracteristicas de polaridad y resistencia a la temperatura. De
esta forma se evaluard la capacidad antioxidante de los compuestos elegidos mediante el

monitoreo de la oxidocién de los lipidos de un sistema alimenticio de origen graso.

El seguimiento de la oxidacién se llevé a cabo midiendo indice de peréxidos cada tercer dia

durante los primeros 10 dias y diariamente a partir de dia 11.
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e indice de peréxidos

Extracciéon de grasa: de cada charola se pesan 25g y se adicionan 50ml de éter etilico. Dejar en
agitacién durante 3 horas. Separar las fases y evaporar el éter en rotavapor a 39°C max.

Determinacién de perdxidos: pesar 5.0 + 0.1g de aceite y disolver en 30 ml de la mezcla acido
Gcetico /diclorometano 3:2, agitar. Afadir 0.5 mil de una solucién de Kl saturada y dejar reposar
1 min. en la oscuridad. Agregar 30 ml de agua desionizada hervida y fria y 0.5 ml de una

solucion de almidén. Titular con tiosulfato de sodio O.1N hasta desaparicion de color azul-verde.

La cantidad de perdxidos se obtiene mediante la siguiente formula:

meq perdxido/ kg grasa = [ ( ml gastados — ml blanco) x N x 100] / g muestra
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1 RESULTADOS

Segin la metodologia planteada, los resultados se obtuvieron en tres partes. En la primera se
realizé el aislamiento y purificacién de los seis compuestos a partir de diversos extractos de
plantas. En la segunda y tercera parte, se realizé la evaluacion de la actividad secuestrante y

antioxidante de los compuestos, primero mediante pruebas cualitativas y cuantitativas de

actividad y después midiendo la resistencia a la oxidacion de muestras de cacahuate molido con

los compuestos previamente adicionados. A continuacién se muestra los resultados obtenidos en

cada etapa.

6.1 Primera Parte: Purificacién de los compuestos
En esta parte fueron aisladas Unicamente las xantonas. El resto de los compuestos fue
proporcionado por diferentes fuentes. A continuacién se describe el procedimiento de purificacién

de xantona 1 y xantona 2. Las referencias de la purificacién de los otros compuestos se

mencionaron en el capitulo de desarrollo experimental.
Las dos xantonas con las que se trabajé, fueron obtenidas mediante separacién por
cromatografia en columna de un extracto acetona/metanol de la madera de la planta C.
Brasiliensis. De las primeras 4-6 fracciones eludias se obtuvo un precipitado amarillo, el cual fue
recristalizado y analizado por espectroscopia de masas e identificado como 1,3,5-trihidroxi-

2(3,3-metilalil)-xantona (X1). De las fracciones 7-9 se realizéd otra cromatografia en
cromatografia en columna, en donde las fracciones 61-73 se purificaron por recristalizacién y se

identificd esta fraccién como 1,3,5,6-tetrahidroxi-2(3,3-metilalil}-xantona (X2).

(@] OH o OH

—

OH
X2

- p.f. 238-241

XY s
p.f. 262-266

Figura 6.1 Estrucfurds y‘punto:s de fusion de la 1,3,5-trihidroxi-2(3,3-metilalia-xantona (X1) y

1,3,5,6-tetrahidroxi-2(3,3-metilalil)-xantona (X2).
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6.2 Segunda parte: Evaluacién de la Actividad Secuestrante y Antioxidante

Una vez que se tuvieron los compuestos aislados y definidas sus estructuras y propiedades fisicas
como polaridad y solubilidad, se les realizaron pruebos cualitativas y cuantitativas de actividad

antioxidante y secuestrante.

6.2.1 Determinacién Cualitativa de Actividad Antioxidante

e Método radical DPPH y blanqueo de PB-caroteno.
Se determiné cualitativamente la actividad secuestrante y antioxidante de los seis compuestos
xantona 1 (X1), xantona 2 (X2), catalpol (CP), catalpol acetilado (CP-A), boschnalésido (BHS) y
cafeato de bornilo (CB) por el método del DPPH y blanqueo de B-caroteno en cromatografia en

capa fina, utilizando como estandares acido ascérbico (AA), trolox (TX), butithidroxianisol (BHA) y

terbutilhidroxiquinona(TBHQ.).

En el ensayo de DPPH las cromatoplacas fueron eluidas en sistemas Aocet/MeOH 3:7 o 1:1 y
reveladas con solucién metanélica de DPPH, después de 10 minutos se observé en algunas de
ellas la aparicién de manchas amarillas indicando la reduccién del radical por presencia de un
agente secuestrante (figura 6.4). En el caso de CP se observé un ligero cambio casi imperceptibie,

que se considerd como prueba positiva. CP-A no mostré cambio alguno.

£

r:

X1 X2 cP CP-A BHS cBs AA BHA TBHQ T™X

Figura 6.4 Cromatoplacas de reveladas con DPPH. Prueba cualitativa de actividad

secuestrante.
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Las cromatoplacas reveladas con f-caroteno/dcido linoléico presentaron el mismo

comportamiento, la mayoria de los compuestos dieron pruebas positivas mostrando la

permanencia del color amarillo del B-caroteno en el drea donde se encontraba el compuesto y la

decoloracién en el resto de la placa (figura 6.5). CP presenté muy poca actividad antioxidante y

CP-A resulté negativo.
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Figura 6.5 Cromatoplacas de reveladas con [3-caroteno. Prueba cualitativa de actividad

antioxidante.

A pesar de la gran diferencia que mostraron CP y CP-A ante los demas compuestos y los
est@ndares, se les consideréd para la determinacién cuantitativa de actividad, ya que muchos
factores interfieren en determinaciones cualitativas de este tipo, como el hecho de que tanto

el B-caroteno como el DPPH son muy susceptibles a la temperatura, luz y aire; por lo que puede

ser un factor de gran variacién en la pruebao.
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6.2.2 Determinacién Cuantitativa de Actividad Antioxidante

Cado uno de los seis compuestos y los estdndares fue evaluado cuantitativamente mediante tres
métodos: radical DPPH, radical ABTS enzimdtico y blanqueo de B-caroteno/dacido linoléico, de
esta forma se logré determinar la actividad secuestrante y antioxidante de cada uno. Fue
evaluada la actividad a cuatro concentraciones 200, 150, 100 y 50 ppm para determinar la
concentracién éptima de actividad, partiendo de 200 ppm ya que estd especificada en la

normativa nacional e internacional como concentracién limite para aditivos en alimentos. Cada

determinacién se realizd por triplicado.

& Método radical DPPH
El radical DPPH en su forma oxidada es de color pirpura, cuando este es reducido por un

compuesto secuestrante, cambiao a color amarillo. Esta caracteristica permite determinar la

capacidad secuestrante del compuesto midiendo el porcentaje de reduccién de la solucién del

radical. Los seis compuestos xantona 1 (X1), xantona 2 (X2), catalpol (CP), catalpol acetilado
(CP-A), boshnalésido (BHS) y cafeato de bornilo (CB), y los estdandares BHA, TBHQ, Trolox (TX) y

dceido ascérbico (AA), se evaluaron mediante este ensayo obteniendo los siguientes resultados del

porcentaje de actividad secuestrante de cada uno:

% de Actividad

200 ppm 150 ppm 100 ppm 50 ppm
x1 14.6 23.2 16.4 57.68
X2 67.3 53.5 59.8 59.29
cP 12.6 5.4 22.8 6.31
CP-A 8.0 0.0 _2.1 -2.28
BHS 63.4 23.7 31.9 40.29
CcB 56.7 31.7 60.9 66.78
BHA 36.9 40.1 - 34 27
TBHQ 52.2 50.2- .. - 47.3 40.0
TX 93.7 86.2 : 73.5 73.4
AA 81.9 70,00 68.6 71.3

Tabla 6.1 Medio del porcentaje de actividad secvestrante de X1, X2, CP, CP-A, BHS, CB, BHA,

TBHQ, TX y AA a 200, 150 100 y 50 ppm. Ensayo de DPPH a 30 min.
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Segun los datos que se obtuvieron del porcentaje de actividad secuestrante de los compuestos
después de 30 minutos de reaccidn, se observé que a 200 ppm X2, BHS y CB fueron los

compuestos que presentaron los valores mas altos de actividad con 67.3, 63.4, 56.7%

respectivamente y los estandares mas activos fueron TX y AA con valores de 93.7 y 81.9%. Por
otra parte, CP y CP-A mostraron pobre actividad secuestrante con valores alrededor del 13.0 y
8.0% poara cada caso. A 150 ppm hubo un decremento drdstico en la actividad de la mayoria de
los compuestos por lo que los valores mas altos de actividad fueron para los estandares, con
excepcién de X2 que superd la actividad que mostraron BHA y TBHQ. A 100 Y 50 ppm se
observé un aumento en la actividad de X2 y CB con valores superiores a los estdndares BHA y
TBHQ, y por el contrario CP-A disminuyé tanto que mostré valores negativos (Grafico 6.1).
En general X2, BHS , CB, TX y AA superaron a los otros compuestos en las cuatro concentraciones
poder reductor de

a las que se trabajé. Presentando siempre una tendencia en el

TX>AA>X2>CB>BHS>TBHQ>BHA>X1>CP>CP-A.

100

% de Actividad
Secuestrante
A
o

E 200 ppm B 150 ppm O100 ppm O50 ppm

Grafico 6.1 Porcentaje de actividad secuestrante de Xantona 1 (X1), Xantona 2 (X2), Catalpol

(CP), Catalpol acetilade (CP-A), boshnalésido (BHS), cafeato de bornilo (CB), BHA

TBHQ, trolox (TX) y acido ascérbico (AA) por el método de DPPH.
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Se observaron algunas variaciones en la actividad de X1, BHS, CB, en donde aumenté la
actividad cuando disminuyd la concentracién, esto puede deberse a que a altas concentraciones
estos compuestos estén actuando como prooxidantes o que se esté dando una reaccién paralela

que evite que actie todo el compuesto como reductor y asi al disminuir la concentracién aumente

su efectividad como secuestrante.

Es especial el caso de X1, donde se observé un cambio mas drastico, ya que a 200, 150 y 100
ppm muestra valores menores a 25% de actividad pero a 50 ppm aumenta hasta casi 60%.
Durante el experimento se observé que al poner en contacto la solucién de X1 con el radical
DPPH ocurria inmediatamente la reduccidn, que podia apreciarse a simple vista por el cambio de
color, pero al paso del tiempo la solucién tomaba un color anaranjado que daba lecturas de
absorbancia altas y que al momento de calcular el porcentaje de reduccién parecia que no habia
tal. Este fenémeno puede deberse a una reaccién de acoplamiento de sales de diazonio, en
donde el radical DPPH (sal de diazonio) reacciona por una sustitucidn elecrofilica con el anillo de
la xantona, rico en electrones y activado por los sustituyentes OH, dando un compuesto azo, que
son compuestos de color amarillo o anaranjodos. De esta forma se explica el incremento en la
actividad de X1 a 50 ppm, ya que a esta concentracién no estaba favorecida la reaccién de
acoplamiento con el DPPH y entonces si actuaba como secuestrante. En realidad es probable que
en algunas determinaciones de los otros compuestos se haya visto disminvida la actividad por
reacciones de este tipo. Otra razdn que pudo haber influido en este aumento probablemente se
deba a que X1 es un compuesto con alta actividad secuestrante y que a concentraciones altas
actda como prooxidante, siendo asi la concentracion éptima a 50ppm.

Se observé también en este ensayo que en general los compuestos con polaridades altas

presentaron los mayores valores de actividad, esto se puede apreciar comparando los valores
entre BHA (36.9%), TBHQ, (52.2%), TX (923.0%) y AA (81.9%), se sabe que BHA y TBHQ no son

compuestos muy polares y su poder secuestrante es alto, sin embargo en este ensayo se vio muy

disminuido.
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® Método enzimatico de radical ABTS
La evaluacién de los compuestos mediante este ensayo permitid confirmar la actividad
secuestrante que mostré el ensayo de radical DPPH. Debido a la naturaleza hidrofilica del medio
en el que se realiza esta prueba, se analizaron Unicamente los compuestos polares: X2, CP, BSH,
CB, AA ¥y TX, ya que los compuestos menos polares debian ser disueltos en etanol lo que
provocaba que la enzima peroxidasa, utilizada para generar el radical, precipitara y no se
llevara a cabo la reaccién. A continuacién se muestra el promedio del porcentaje de reduccién de

la absorbancia para cada compuesto:

% de disminucién de la absorbancia

200 ppm 150 ppm 100 ppm 50 ppm

X2 8.7 98.6 96.5 48.7
cp 15.2 14.5 15.6 °.8
BHS 79.9 66.0 47.2 22.7
cB 96.4 7.1 80.8 38.3
AA %6.9 96.6 87.1 23.4
X 99.9 . 98.8 73.0 38.9

Tabla 6.2 Ensayo de ABTS. Media del porcentaje de reduccion de la absorbancia de X2, CP, BHS,
CB, BHA, TBHQ, iy y AA a 200, 150 100 y 50 ppm después de 10 minutos de reaccion.

Los resultados son similares a los obtenidos en la prueba de DPPH, a 200 ppm (Tabla 6.2) se
observé que X2 y CB presentaron un alto poder reductor mostrando una disminucion en los
valores de absorbancia de casi 100% al igual que los estandares AA y TX. De la misma forma
BHS presentd alto poder reductor con valores de 79.9% de reduccién, a pesar de que se observd
que la reaccidn ocurrié mas lentamente que los otros compuestos ya que la caida en la
absorbancia no fue tan marcada (grafico 6.2). CP nuevamente presentd baja actividad con

disminucién en la absorbancia no mayor a 15.2%, menor ain que la disminucién que mostré el

tubo control con ABTS y metanol.
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Gréfico 6.2 Ensayo ABTS enzimatico 200 ppm.

A concentracién de 150 ppm, X2 y CB mantuvieron el mismo comportamiento con valores
alrededor de 98% en la disminucién de la absorbancia, BHS disminuyé un poco su actividad
obteniendo 66%, que a pesar de nos ser un valor bajo se observa en la gréfica que la
disminucién ocurre lentamente a diferencio de la caida en la absorbancia que se observa en los
otros compuestos. CP practicamente no muestra actividad ya que la pequefia disminucion en la
absorbancia que presentd probablemente se deba en gran parte a la degradacién del radical

ABTS, ya que muestra casi el mismo comportamiento que el tubo control.
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Gréfico 6.3 Ensayo ABTS enzimdtico 150ppm.
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Grafico 6.3 Ensayo ABTS enzimdatico 1 50ppm.
A 100 ppm X2 no mostré cambio en el poder reductor manteniendo valores de 96%; CB, BHS y

TX disminuyeron a 80, 47 y 73% respectivamente y CP continud sin presentar actividad.
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Grafico 6.4 Ensayo ABTS enzimatico 100ppm.

A 50 ppm hubo una disminucién en general en el poder reductor de todos los compuestos y

estandares aproximadamente a la mitad de la actividad que presentaban a 100 ppm; X2 bajé

a 48%, CP a 9%, CB a 36%, AA a 23% y TX a 38%.
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Grafico 6.5 Ensayo ABTS enzimatico 50 ppm

66




1 RESULTADOS

En general X2 fue el compuesto que presentéd un mayor poder reductor mostrando valores de
disminucién en la absorbancia muy por encima de los otros compuestos ¥ de la mayoria de los
estandares, incluso con valores muy cercanos a los de TX en las cuatro concentraciones. BHS, CB y
AA le siguieron en capacidad secuestrante, con una minima diferencia entre CB y AA en todas las
lecturas. CP prdacticamente no presentd actividad. La tendencia que se mostré en este ensayo fue
TX>X2>CB>AA>BHS>>CP. A pesar de que el comportamiento de los compuestos fue similar al
que presentaron en el ensayo de DPPH, existen algunas diferencias entre ambos ensayos. Por
ejemplo, en el ensayo de ABTS la disminucion en la actividad secuvestrante cuando baja la
concentracién de los compuestos es ordenada y proporcional, pero en el caso del ensayo de
DPPH se observd lo contrario en la mayoria de los compuestos, presentando la mayor actividad a
menor concentraciéon. Esto puede deberse a que la sensibilidad del DPPH limita la concentracién
del compuesto que se estd evaluando y que en concentraciones mayores a 100 ppm se genera
alguna otra reaccién que interfiere en la medicién del poder reductor del compuesto. Por

supuesto depende la las caracteristicas ¥y mecanismos de reaccién con cada compuesto.

e Método de blanqueo con B-caroteno/acido linoléico
Mediante este método se evalud la actividad antioxidante de cada uno de los seis compuestos y
los estandares por triplicado, ademds permitié comparar las caracteristicas sucuestrantes y

antioxidantes de cada compuesto. Los resultados que se obtuvieron son los siguientes:

% Actividad Antioxidante

200 ppm 150 ppm 100 ppm 50 ppm
X1 71.6 73.5 81.3 75.4
X2 &68.4 &67.8 56.7 34.3
CP 2.9 0.6 0.6 0.6
CP-A .7 5.9 -1.3 -1.4
BHS -0.8 -0.7 -0.4 -0.7
cB 59.5 56.0 45.5 43.4
BHA 77.2 77.4 77.9 67.9
TBHQ 66.8 50.6 45.8 38.6
AA -6.8 -8.0 -6.5 2.4
X 66.8 50.6 45.8 38.6

Tabla 6.3 Ensayo B-caroteno. Media del porcentaje de actividad antioxidante de X1, X2, CP, CP-A,
BHS, CB, BHA, TBHQ, TX ¥y AA o 200, 150 100 y 50 ppm.
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De los seis compuestos que se evaluaron se puede observar la evidente actividad de X1 con
valores por arriba del 70% de actividad en las cuatro concentraciones a las que se probd,
superando también a los estandares TBHQ, AA y TX y con porcentajes de actividad muy
parecidos a BHA. De la misma forma resulté comparablemente mas activo que X2 y CB, que a
pesar de que también presentaron actividad antioxidante alta, son superados aproximadamente

en un 20% (grafico 6.6). Esta situacidn se contrapone a los datos arrojados por las dos pruebas

anteriores, en donde siempre X1 aparecié con valores menores a X2 y CB. Probablemente se

deba a que en esta prueba se emplea una emulsién de dcido linoléico/B-caroteno/agua, en

donde las reacciones de oxidacion se dan en la interfase de la emulsién y compuestos polares

como X2 y CB no son tan eficaces como lo fue X1 que es un compuesto de menor polaridad.
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Grafica 6.6 Ensayo B-carotenc

Lo mismo sucedié en el caso de los estandares BHA y TBHQ que a diferencia del ensayo de
DPPH, en donde presentaron porcentajes por debajo de BHS y CB, en esta prueba obtuvieron
valores mucho mds altos de actividad. También se pueden apreciar los valores tan bajos y hasta
negativos que obtuvo AA que confirman que su actividad es mas orientada a ser secuestrante que
antioxidante y en este ensayo actud reaccionando con f3-caroteno y no con el acido linoléico. BHS
no presentd actividad, a diferencia de los resuvitados que obtuvo en las pruebas anteriores,
probablemente pudo deberse a que también es un compuesto altamente polar o que es un buen
agente secuestrante pero no antioxidante. CP y CP-A continuaron sin presentar actividad, esta
vez CP-A mostré valores ligeramente mas altos que CP posiblemente por la diferencia de

polaridades entre estos. En esta prueba la actividad antioxidante de los compuestos y de los
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estandares se observéd de Ila siguiente manera TX>X1=BHA>TBHQ>X2>CB>>CP-

A>CP>BHS>AA.

En general se observé en las tres pruebas, que los compuestos mads activos fueron xantona 1 (X1),

xantona 2 (X2), boshnaldsido (BHS) y cafeato de bornilo (CB).

Las dos xantonas presentaron altos porcentajes de actividad, en algunos casos tanto o mas altos
que los estandares. La estructura quimica triciclica lineal con sustituyentes hidroxilo que poseen, les
permite donar facilmente iones de hidrogeno y estabilizar la molécula por resonancia. Existen
estudios que demuestran que la actividod antioxidante de este tipo de compuestos estd
directamente relacionada con la posicién y nimero de los sustituyentes hidroxilo o metoxilo, en
donde una molécula puede disminuir su actividad de 90 a 2.0% por el cambio de posicién de un
sustituyente. Se tiene la referencia de un trabajo de investigacién en donde se estudié la
actividad antioxidante de 11 estructuras diferentes de xantonas mediante la prueba de DPPH,
para xantonas con estructuras similares a X1 y X2, reportaron 24% de actividad a 10 ppm, un
valor relativamente proporcional y parecido al obtenido en este trabajo si tomamos en cuenta
que para 50 ppm reportamos 58%. En este estudio se observéd también que la actividad es
favorecida cuando presentan sustituyentes hidroxilo en posicién 1,2,5 o 1,2,8 y que los residuos

alilo muchas veces influyen en la disminucion de la actividad. (48)

En el caso de los tres iridoides, catalpol (CP), catalpol acetilado (CP-A) y boshnalésido (BHS), se
observaron grandes diferencias, ya que CP y CP-A no mostraron actividad ni secuestrante ni
antioxidante en ninguno de los tres ensayos, dando valores muy por debajo de la mayoria de los
compuestos evaluados y los estandares. Por el contrario, BHS si presentd actividad secuestrante,
siempre con valores mayores al 50% a concentracién de 200 ppm. Esto nos indica que las

diferencias en los sustituyentes tienen una marcada importancia para este tipo de moléculas. A

pesar de que no se ha estudiodo ampliamente laos propiedades antioxidantes de muchos

iridoides, existen varias investigaciones acerca de la actividad antiinflamatoria que algunos de
estos compuestos presentan y gue estd estrechamente relacionada con la actividad antioxidante,
ya que el proceso inflamatorio se da por un mecanismo de generacién de radicales libres similar
a la autooxidacion. En estas investigaciones se ha encontrado que sustituyentes OH en C-8
reducen considerablemente la actividad de la molécula y la presencia de un OH adicional en C-6

disminuye ain mds su actividad. También se ha visto que una doble ligadura entre C-7 y C-8
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contribuye positivamente en la actividad de muchos iridoides, pero su oxidacién a un derivado
genera disminucién en la actividad. La ausencia o presencia de un carboxilo extra-anular

epdxi
lo actividad. En este experimento se observé el mismo

no tiene gran relevancia en
comportamiento con CP y CP-A, por lo que podemos inferir que la pobre actividad antioxidante

que mostraron estos compuestos se debid a que poseen exactamente los sustituyentes OH y un
enlace epdxi en las posiciones referidas que provocan disminucidn en la actividad
antiinflamatoria. Es por esta razdén la diferencia con BHS, que no posee ningun sustituyente en el
ciclopentano y por tanto es mucho mas activo. Existen otros estudios de iridoides en donde se
reporta que presentan actividad antioxidante alta, pero generalmente son iridoides que tienen
unidas moléculas que también podrian tener cierta actividad, es el caso de quinonas, ésteres

hidroxicindmicos, benzoilos, etc. {44.30)

El cafeato de bornilo (CB) mostréd también altos valores de actividad secuestrante y antioxidante
en todas las pruebas (>50% de actividad), o pesar de ser un compuesto altamente polar, resuitd
un potente antioxidante en la prueba de blanqueo de f-caroteno. Estudios previos con ésteres
hidroxicindmicos han mostrado que la capacidad para donar electrones esta directamente
relacionada con el grado de hidroxilacién de la molécula, pero ademds existe evidencia de que

la posicidn de estos sustituyentes también influye.

Los compuestos utilizados como estandares, BHA, TBHQ, acido ascorbico y Trolox presentaron un

comportamiento esperado ya que de acuverdo con la literatura siempre mostraron porcentajes

cercanos a los reportados para cada uno.

Por lo expuesto anteriormente y dados los porcentajes de actividad que mostraron los compuestos
en las tres pruebas, Xantona 1, Xantona 2 y Cafeato de Bornilo seran evaluados en la tercera
parte de este estudio, para evaluar su capacidad antioxidante como aditivos en un sistema

alimenticio de origen graso y determinar como contribuyen en la resistencia a la oxidacién y el
periodo de induccién de la grasa y corroborar los resultados con las pruebas de actividad

antioxidante.
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6.3 Tercera Parte: Determinacién del Periodo de Induccién

Segun los resultados que se obtuvieron en las pruebas anteriores, los compuestos X1, X2 y CB
fueron considerados los mas adecuados por la gran actividad secuestrante y antioxidante que

mostraron. Ademds son compuestos resistentes a la temperatura que se aplica en la prueba de

Schaal Oven (45°C).

Se eligié cacahuate tostado molido como el sistema de prueba debido a la cantidad de grasa
que posee este fruto (50% aprox.) y su elevado contenido en dcidos grasos insaturados, lo que
garantiza uvna rapida oxidaciéon, ademds que se facilita la extraccién de la grasa en el andlisis.
El molido permite una mayor superficie de contacto de la grasa del cacahuate con el oxigeno del
medio y ademds la facilidad de incorporacion de los compuestos por aspersidon en una solucién
alcohdlica, que permite aplicar uniformemente el compuesto antioxidante al cacahuate.

Se determind el periodo de induccién de la oxidacién de lo grasa de cacahuvate tostado
mediante la prueba de Schaal Oven en presencia de estos tres compuestos a concentracién de
200 ppm, debido a que es el limite maximo indicado para aditivos antioxidantes y en la mayoria
de las pruebas mostraron el maximo de actividad a esta concentracién. Como estandar se utilizé
BHA y en mezclas con cada compuesto con una proporcién de (3:1) para evaluar sinergismo. La

distribucién de las ocho charolas que se utilizaron se muestra en la tabla 6.1.

Charola Aditivo Concentraciéon Vehiculo
(ppm)*

1 Control - -

2 X1 200 EtOH

3 X1 .+ BHA 150/50 EtOH

4 X2 s 200 MeOH

5 X2 + BHA 150/50 MeOH /EtOH
é& CBY : 200 MeOH

7 CB + BHA 150/50 MeOH /EtOH
8 BHA 200 EtOH

Tabla 6.1 Contenido de charolas prueba de Schaal Oven.

* Con respecto al contenido total de grasa.
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Se realizé el seguimiento de la oxidacién midiendo indice de peréxidos durante 35 dias (grafico
6.7). La charola control mostré un periodo de induccién de 15 dias, posteriormente se registré un

incremento de peréxidos hasta 31 miliequivalentes en el dia 22 y a partir del dia 23 comenzé un

lento decremento.

En la muestra a la que se le adiciond X1 tuvo un ligero incremento del indice de perdxidos
registrando el valor mas alto de 7.3 el dia 23 (grafico 6.8), pero hasta el dia 35 no se observé
ningdn cambié que marcara el final del periodo de induccién, la charola que contenia la mezcla
X14+BHA mostré el mismo comportamiento con valores similares a la muestra con X1. A pesar de
que los valores registrados en X1+BHA fueron un poco menores que la muestra que solo tenia
BHA, no se puede hablar de sinergismo en este caso ya que no hay una disminucién significativa
en la cantidad de perdxidos, ademas en ninguno de los dos casos se tiene registro del final del

periodo de induccién para poder ver en cual de las dos muestras se presenta una mayor

produccion de peréxidos.
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Grafico 6.7 Seguimiento de la oxidacién de X1, X1+BHA y BHA por 35 dias.

La nmuestra a la que se le adicioné X2 tuvo un periodo de induccidon de 15 dias (grafico 6.8), al
igual que el control, y un incremento con un maximo de perdéxidos de 31.6 en el dia 23, a pesar
de que en ocasiones mostré valores mas altos que el control, no es posible calificar la actividad
de X2 como prooxidante, ya que la diferencia es muy pequedia y la tendencia de oxidaciéon que
siguen ambas muestras es casi la misma. Este resultado se contrapone a los datos obtenidos en las

pruebas cualitativas de actividad antioxidante en donde la actividad de X2 siempre se mostré
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directamente relacionada con la concentracién. Posiblemente el aumento en la produccion de
peréxicdos en esta muestra se deba a la poca octividad que presenta a 200 ppm, ya que
comparando con la muestra a la que se le adiciond X2+BHA, en donde X2 se encuentra a una
concentracion de 150 ppm, si se observa actividad con una disminucién notable en la cantidad de
peréxidos producidos; sin perder de vista el probable sinergismo entre X2 y BHA, aunque la
muestra tratada con BHA presenta valores ligeramente mayores que en el caso de X2+BHA.
Para tener una evaluacién de la actividad de X2 es necesario realizar la misma prueba o

concentraciones menores y mezclas a distintas proporciones con BHA.
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Gréfico 6.8 Seguimiento de la oxidacién de X2, X2+BHA y BHA por 35 dias.

Las muestras asperjadas con CB y CB+BHA presentaron los valores mds bajos de indice de
peréxidos en comparaciéon con las otras charolas (gréfico 6.9), con méaximos de 6.2 y 5.4
miliequivalentes de perdxido respectivamente. Esto indica que el CB no presenta sinergismo con
BHA porque la diferencia entre los valores de peréxidos es muy pequeiia, por lo tanto la
actividad antioxidante de la muestra CB+BHA depende principalmente de CB, sin embargo es
necesaria la completa determinacidn del periodo de induccién ya que hasta los 35 dias en que se

tiene el registro no se tiene el registro completo, ademds una muestra Unicamente con BHA a 50

ppm también daria informaciéon importante.
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Grafico 6.9 Seguimiento de la oxidacién de CB, CB+BHA y BHA por 35 dias.

En esta tercera parte del experimento se pudo observar la diferencia en la actividad

antioxidante de cada compuesto, CB mostrd ser el mdas activo para evitar la oxidaciéon de la
grasa de cacahuate, a diferencia de lo que se esperaba con los resultados de las pruebas
cuantitativas en donde siempre resulté con valores menores a X1 y X2. Se observé también que
en todas las muestras a las que les fue asperiada la mezcla del compuesto+BHA presentaron
valores mas bajos que las muestras que contenian Unicamente el compuesto, esto probablemente
se deba a un fenémeno sinergista entre el compuesto y el BHA; pero, sin descartar los resultados
obtenidos en la prueba de DPPH, en donde se observé que los tres compuestos X1, X2 y CB
la concentracidn, probablemente habia una

aumentaban actividad segun iba disminuyendo

disminucion en los valores de generacién de peréxidos en las muestras que contenian la mezcla,

porque también disminuia la concentracién del compuesto a 150 ppm.

Como se vio anteriormente hay muchos factores que determinan la velocidad en la oxidacién de

las grasas. En algunos estudios se ha determinado la influencia de la concentraciéon de oxigeno y

la humedad relativa del medio en la oxidacién lipidica, en donde se observa altas

concentraciones de oxigeno puede acelerar hasta 10 veces mas
combinada esta situacidn con humedad relativa alta, disminuye considerablemente la oxidacion.

generacion de peréxidos pero
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Existen muchos trabajos de investigacién en donde se estudia una gran cantidad de variables que

afectan la estabilidad del aceite cacahuate. Estas variables generalmente son: la temperatura

de almacenamiento, la concentracidn de antioxidante, los métodos de incorporacion, la

concentracién de oxigeno, la humedad relativa, sinergismo, comparaciones entre antioxidantes

sintéticos y naturales, etc. Paro cada caso se emplean diferentes técnicas. En la mayoria de estos
izan condiciones aceleradas

sistemas de prueba tal y como en este trabajo de investigacién, se ut

de oxidacidén, por lo que se requiere una interpretacién cuidadosa de la accion del antioxidante y

de los métodos de deteccién de oxidacion.

De acuerdo con las especificaciones oficiales para el aceite de cacahuate, en donde se indica
que el limite méaximo de peroxidos es de 10 meq/kg de aceite y con una concentracién de
antioxidante no mayor a 200 ppm; podemos afirmar que los compuestos xantona 1 y cafeato de
bornilo son buenos candidatos para ser estudiados como aditivos en alimentos mediante las
pruebas toxicolégicas pertinentes, ya que mantuvieron el indice de peréxidos por debajo de este
limite durante 35 dias en las condiciones en las que se trabaijé. Y comparando los valores que
mostraron ambos compuestos con los del estdandar BHA, un antioxidante reconocido por su alta

efectividad, aprobado por organismos regulatorios de aditivos en alimentos como FDA y Codex

Alimentarius y ampliamente utilizado en la industria de alimentos.

El uso de estos compuestos que poseen caracteristicas de naturaleza hidrofilica, estabilidad
térmica y alto poder reductor, podria representar una buena alternativa al empleo de aditivos
sintéticos, ya que actualmente la mayoria de los compuestos que se utilizan como aditivos
antioxidantes en alimentos son de naturaleza hidrofébica, lo que limita mucho su uso para algunos

productos susceptibles a la oxidacién, en donde un antioxidante polar puede realizar una mayor

proteccién.
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—/ CONCLUSIONES

De acuerdo con los objetivos planteados y los resultados obtenidos en el experimento se llegé a

las siguientes conclusiones:

e Los compuestos que presentaron mayor actividad secuestrante y antioxidante en los

ensayos cualitativos y cuantitativos de actividad fueron Xantona 1(X1), Xantona 2 (X2) y

Cafeato de Bornilo (CB).

e De los tres compuestos evaluados, Cafeato de Bornilo (CB) el compuesto que mostrd
mayor actividad antioxidante, retardando el periodo de induccidén en la oxidacién de la
grasa de cacahuate en 35 dias a 45°C, superando mas del 100% del tiempo con

respecto al control.

e En el caso de X2, es necesaria una evaluacidn con una menor concentracién para

descartar actividad prooxidante.

e EI empleo de productos naturales es una buena alternativa para utilizar aditivos

ontioxidantes en alimentos susceptibles a la oxidacién.
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