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RESUMEN

La oxidacion lipidica es un conjunto de reacciones inevitables que afectan a los lipidos en su
calidad nutricional, seguridad, color, sabor, textura, disminuyendo su vida til. En la actualidad
se utilizan antioxidantes de origen sintético para inhibir estas reacciones, se pretende el uso de
antioxidantes de origen natural por que el consumidor tiene preferencias sobre estos. En el meldn
(Cucumis melo var. cantaloupe) se destina a residuo del 10 al 20% del fruto (cascara y semilla),
estos se pueden utilizar para la extraccion de productos funcionales. El presente trabajo tiene
como objetivo la extraccion de compuestos polifendlicos con actividad antioxidante, a partir de
la semilla de meldn residual (Cucumis melo var. cantaloupe), aprovechando de manera
sustentable éstos residuos organicos. Para determinar el método con mayor eficiencia en la
extraccion de compuestos se realizd una comparacion entre la extraccion mediante Soxhlet,

maceracion y sonicacion.

Se determind el contenido polifendlico, siendo el metanol el disolvente que extrae mayor
cantidad de polifenoles, inclusive en las tres técnicas utilizadas: sonicacion metanslico (15.746 mg
de EAG/g extracto) > maceracion metanslico (14.613 mg de EAG/g extracto) > Soxhlet metanslico
(6.375 mg de EAG/g extracto). La mayor capacidad captadora de radicales expresada en 1Cso la
tiene el extracto etanolico por maceracion (0.965 mg/mL), seguido del metandlico por sonicacion
60 minutos (2.676 mg/mL).

Posteriormente se realizé una comparacion entre el extracto etanolico de semilla de melén y un
antioxidante sintético BHT (butilhidroxitolueno) para determinar la eficiencia en la

estabilizacion de los aceites vegetales, siendo mas eficiente el extracto metandlico.



1. INTRODUCCION

La gestion de los residuos se ha centrado en su eliminacién a través de tiraderos, rellenos
sanitarios e incineradores, generando graves impactos ambientales. Estas formas de disposicion

de la basura ocasionan contaminacion ambiental en el aire, suelo y agua.

Se han realizado estudios sobre la valorizacion de los residuos organicos para la generacion de
electricidad, de combustible, produccion de alimentos para animales y extraccién de compuestos
de valor agregado tales como: aceites esenciales, compuestos polifendlicos, aceites comestibles,

fibra dietética, enzimas entre otros.

Un ejemplo de compuestos que pueden obtenerse de residuos de alimentos son los antioxidantes,
los cuales pueden inhibir o retardar las reacciones de oxidacion actuando en la etapa de
iniciacién, mediante la estabilizacion de radicales libres, estos se agregan a productos

alimenticios para alargar la vida de anaquel, retardando el proceso de oxidacion en éstos.

En el caso del melon (Cucumis melo var. cantaloupe), en 2015 se produjeron 561 891 toneladas
de los cuales, entre el 10 y el 20% del fruto corresponde al residuo (c&scara y semilla), el cual

podria ser destinado para la extraccion de productos de valor agregado.

Estudios recientes han encontrado que las semillas de mel6n contienen compuestos
polifendlicos, los cuales podrian emplearse como antioxidantes de origen natural, éstos no se

han realizado en semillas de mel6on mexicano.

El presente trabajo tiene como objetivo principal; extraer, cuantificar y evaluar la actividad
antioxidante de los polifenoles presentes en la semilla de melén mexicano residual, con el

propdsito de evaluar su posible uso como antioxidante en un aceite comestible.



2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GENERAL

Extraer, cuantificar y evaluar la actividad antioxidante de los polifenoles presentes en la semilla
de mel6n mexicano residual (Cucumis melo var. cantaloupe), con el propdsito de poder

incorporar el extracto obtenido y usarlo como agente antioxidante en un aceite comestible.
2.2 OBJETIVOS PARTICULARES

o Definir el método de extraccion con mayor rendimiento (Soxhlet, maceracion y
sonicacion), extrayendo con metanol, etanol y acetona de manera secuencial.

o Determinar qué procedimiento y disolvente presenta mayor cantidad de polifenoles
totales y actividad antioxidante, empleando los métodos de Folin-Ciocalteu y DPPH
respectivamente.

o Evaluar la estabilidad oxidativa del extracto con mayor actividad antioxidante, a través
de una muestra de aceite comercial y compararla con la de un antioxidante sintético de

uso comun.
3. HIPOTESIS

La semilla de meldén mexicano residual (Cucumis melo var. cantaloupe), sera una opcién viable

como fuente alternativa de antioxidantes naturales.



4. MARCO TEORICO
4.1 RESIDUOS

La ley General para la Prevencion y Gestion Integral de los Residuos (LGPGIR), define como
residuo al “material o producto cuyo propietario o poseedor desecha y que se encuentra en
estado solido, liquido o gaseoso contenido en recipientes o depositos, que puede ser
susceptible de ser valorizado o requiere sujetarse a tratamiento o disposicion final conforme
a lo dispuesto en esta ley y demas ordenamientos que de ella deriven”. Los residuos se
clasifican de acuerdo a su origen como: residuos de manejo especial, residuos incompatibles,
residuos peligrosos y residuos solidos urbanos (Figura 1), los residuos sélidos alimentarios
se catalogan dentro los residuos sélidos urbanos, dado que se generan en actividades
domiciliaras. (LGPGIR, 2003).

/ \\
: Residuos de Residuos |
manejo especial iIncompatibles
' Clasificacién

| ~ deresiduos

Residuos solidos Residuos
| urbanos peligrosos |
-

Figura 1. Clasificacion de residuos segun su tipo de origen

Residuos de manejo especial: Son aquellos generados en los procesos productivos, que no
retnen las caracteristicas para ser considerados como peligrosos o como residuos solidos

urbanos, o que son producidos por grandes generadores de residuos sélidos urbanos.



Residuos incompatibles: Aquellos que al entrar en contacto o al ser mezclados con agua u
otros materiales o residuos, reaccionan produciendo calor, presion, fuego, particulas, gases o

vapores dafinos.

Residuos peligrosos: Son aquellos que posean alguna de las caracteristicas de corrosividad,
reactividad, explosividad, toxicidad, inflamabilidad, o que contengan agentes infecciosos que
les confieran peligrosidad, asi como envases, recipientes, embalajes y suelos que hayan sido
contaminados cuando se transfieran a otro sitio, de conformidad con lo que se establece en

esta ley.

Residuos solidos urbanos: Los generados en las casas habitacion, que resultan de la
eliminacion de los materiales que se utilizan en actividades domésticas, de los productos que
consumen y de sus envases, embalajes o0 empaques; los residuos que provienen de cualquier
otra actividad dentro de establecimientos o en la via publica que genere residuos con
caracteristicas domiciliarias, y los resultantes de la limpieza de las vias y lugares publicos,

siempre que no sean considerados por esta ley como residuos de otra indole.
4.1.1 Generacion de residuos solidos

Los residuos son producto de alguna necesidad y deseo de los seres humanos; estos se
generan en la seleccion de materia prima, produccion, distribucion y consumo del bien
(Ambientum, 2003).

4.1.1.1 Produccion de residuos solidos alimentarios a nivel mundial

La generacion de residuos de alimentos en el mundo se estima cerca de 1 300 millones de
toneladas al afio (FAO, 2012). Algunas cifras de los residuos solidos alimentarios reportados
por afo estan los Estados Unidos el cual generd 1 millon de toneladas residuos de los cultivos
de hortalizas y 65 000 millones de toneladas de residuos provenientes del procesamiento de
carne. La Union Europea produjo 34 millones de toneladas de residuos de la manufacturacion
de comida, 0.8 millones de toneladas de aceite de cocina, 5.7 millones de toneladas paja de
trigo y 680 000 millones de toneladas excedentes de pan. Brasil gener6 376.5 millones de
toneladas de bagazo de cafia de azlcar y 41.7 millones de toneladas de residuos de maiz,

mientras que en Asia se produjeron 1.2 toneladas de residuos alimentarios (Lin, et al., 2013)



4.1.1.2 Produccién de residuos sélidos a nivel nacional

En el afio 2013 en México se generaron 42 923 mil toneladas de residuos sélidos de los cuales
su disposicion final fue distribuida en rellenos sanitarios (66.4%), tiraderos a cielo abierto
(20.3%), rellenos de tierra controlados (8.1%), residuo recuperado para reciclaje (5.2%)
(INEGI, 2013). La normatividad de los residuos es regulada por la “Ley General para la
Prevencion y Gestion Integral de los Residuos” (LGPGIR), la cual determina los criterios
que deberan de ser considerados en la generacion y gestion integral de los residuos para
preveniry controlar la contaminacion del medio ambiente y la proteccién de la salud humana.
(LGPGIR, 2003).

4.1.2 Residuos alimentarios

El residuo alimentario se puede definir como el residuo que se produce en la preparacion de
algin alimento (abarcando desde su cosecha hasta su consumo): las cascaras, huesos,

semillas y raices, que cominmente no se consideran comestibles (Saraiva & Anderss, 2015).

Los residuos alimentarios presentan problemas en: concientizacién de consumidores por la
generacion minima, politicas eficientes para su separacion, apoyo a programas de recoleccién
y proyectos de inversion (FAO, 2012).

Los residuos alimentarios son inevitables, siempre estardn presente en la produccién de
alimentos, por lo que se sigue un plan de manejo integral de residuos solidos (Figura 2):
minimizacién de los residuos, recoleccion, separacion y utilizacién, reciclaje, valorizacion y
disposicion final (LRSDF, 2003)

Figura 2. Plan de manejo integral de residuos solidos

> & <



4.1.3 Valorizacion de residuos de alimentos

La valorizacién de residuos se define como el principio y conjunto de acciones asociadas
cuyo objetivo es recuperar el valor remanente o el contenido energético de los materiales que
componen los residuos, mediante su reincorporacion en procesos productivos, bajo criterios

de eficiencia ambiental, tecnoldgica y econémica (LRSDF, 2003).

Para la valorizacion se tiene que extraer de la matriz los compuestos que se encuentran en
ella de una manera rapida y eficiente, por lo que se han investigado diferentes técnicas de

extraccion, empleando tecnologias convencionales y emergentes (He, et al., 2016).

Algunos ejemplos de valorizacion de residuos alimenticios son: generacion de electricidad
(a través de la digestion anaerdbica), la generacion de combustible (por la conversion de la
biomasa de celulosa en bioetanol), la produccion de alimentos para animales y la extraccion

de pectina, flavonoides y D-limoneno, a partir de c&scara de naranja (Pfaltzgraff, et al., 2013).

4.1.3.1 Criterios de seleccién de residuos de alimentos con fines de

aprovechamiento

Los criterios de seleccion para los residuos se han modificado para su utilizacién con fines

biotecnoldgicos (Saval, 2012). Indicandose algunos de ellos:

v' El material pueda ser sometido a extracciones para recuperar alguno de sus
componentes que tenga un mercado demandante

v Que el residuo esté disponible localmente y en las cantidades necesarias para asegurar
la fabricacion de un producto de interés

v" No tener otras aplicaciones o usos que compitan con el proceso que se pretende
promover

v No requerir pretratamiento, y en caso de requerirlo, que éste sea sencillo y econémico

v Tener disponibilidad del residuo y permita planificar el proceso para el cual se va a
utilizar

v Ser estable, es decir, que no se descomponga facilmente bajo las condiciones

ambientales del sitio donde se genera



4.1.3.2 Residuos alimentarios como sustrato para la generacion de

bioenergéticos

La bioenergia es aquella que se deriva de la biomasa, es decir, de fuentes biolégicas como
los residuos organicos, madera, granos, etc.; por lo tanto, es considerada como una energia
renovable que tiene un alto potencial y puede remplazar a los combustibles fosiles, al mismo
tiempo de reducir la emision de gases de efecto invernadero (Islas, et al., 2007; Searchinger,
et al., 2008). Uno de los principales problemas en el uso de energias alternativas es la
disponibilidad de la materia prima, la cual debe estar disponible en cantidades suficientes, de
bajo costo y que no compitan con los alimentos por la tierra de cultivo, proponiéndose los
residuos alimenticios que cumplen con las caracteristicas antes mencionadas (Saxena, et al.,
2009)

La implementacion de procesos de obtencidn de diferentes productos a partir de la biomasa,
emulando los procesos de refinacion del petréleo, ha demostrado ser posible y esta retomando
interés. Los principales productos obtenidos de procesos en serie bajo el esquema de
biorefineria, han sido principalmente los biocombustibles, como el biohidrégeno, metano,

bioetanol, entre otros (Escamilla, et al., 2011).

En el afio 2012 Brasil produjo 2.7 mil millones de litros de biodiesel de los cuales eran
procedentes del aceite de soya (81%), sebo vacuno (17%) y aceite de semilla de algodon
(2%) (Econlink, 2014). Colombia obtuvo biocombustibles de residuos organicos, mediante

hidrolisis acida e hidrdlisis enzimatica. (Tejeda, et al., 2011; Severiche & R., 2013)

La produccion global de etanol en 2015 fue estimada en 98.3 billones de litros, encabezada
por Estados Unidos seguido de Brasil, China, Canada, Tailandia. Mientras que el biodiesel
alcanz6 la produccion de 30.1 billones de litros, situando los Estados Unidos como el

principal productor, seguido de Brasil, Alemania, Argentina y Francia (REN21, 2016).



4.1.3.3 Residuos de alimentos vegetales como materia prima para la

obtencién de productos de alto valor agregado

Se han obtenido diferentes compuestos provenientes de alimentos, que tienen beneficios a la
salud ver Tabla 1. (Upadhyay, et al., 2015)

Tabla 1. Compuestos bioldgicos provenientes de alimentos

Frutas y vegetales
Arandanos Antocianinas, catequinas, acido clorogénico
Rutina, hesperidina, naringenina, tangeritina, hesperitina,

Frutas citricas L L .
natrituina, acido cumarico, acido ferulico

Manzanas Quercetina, kaempferol, rutina, cido p-cumarico y epicatequina
Uvas Miricetina, catequinas, pteroestilbeno, acido elagico
Zanahorias Luteolina, a-caroteno, licopeno

La quercetina y rutina, reducen el riesgo de cancer por su accion antioxidante, que bloguean
el acceso de los carcindgenos a las células, suprimen los cambios malignos en las células,
interfiriendo con el enlace de las hormonas a las células, quelando los metales, incitando a
las enzimas a modificar su carcinogenicidad, estimulando la respuesta inmune o combinacion

de estas acciones (Palencia, 2014)

Se han reportado efectos farmacéuticos de las antocianinas en seres humanos tales como
inhibicion del crecimiento de células malignas, especificamente la proliferacion de colon y
celulas de carcinoma de mama, actividad anti-inflamatoria y antimicrobianas (Olsson, et al.,
2004; Kassim, et al., 2009).



4.2 ANTIOXIDANTES

Los antioxidantes son compuestos que inhiben o retardan las reacciones de oxidacion
actuando en la etapa de iniciacion, mediante la estabilizacion de radicales libres (Velioglu,
et al., 1998; Juarez, 2014). Estos antioxidantes se generan en las células con el objetivo de
usarse en mecanismos de defensa para retrasar la oxidacion, resultado de la exposicién de
agentes oxidantes, evitando el dafio a moléculas como lipidos, proteinas y DNA, pudiendo

generar disfuncion y muerte celular (Valko, et al., 2006).

La oxidacion de los lipidos es la forma de deterioro de los alimentos méas importante después
de las alteraciones producidas por microorganismos (Monahan, 2012). Los antioxidantes se
afladen a productos alimenticios, especialmente a los lipidos y alimentos que contienen
lipidos, aumentando la vida de anaquel, retardando el proceso de oxidacion de éstos, siendo
una de las razones principales de deterioro de los productos alimenticios durante el

procesamiento y almacenamiento (Singh, et al., 2002).
4.2.1 Clasificacion de antioxidantes

Las células generan antioxidantes intrinsecamente para el estrés oxidativo, las cuales pueden
ser aminoacidos como el glutatién, proteinas como la tiorredoxina, enzimas que incluyen la
catalasa, superoxido dismutasa, y glutation peroxidasa. Los antioxidantes extrinsecos son los
provenientes de la dieta que incluyen &cido ascérbico (Figura 3), B-caroteno y selenio, entre
otros (Jaiswal, et al., 2005).

HO OH

Figura 3. Antioxidante extrinseco (acido ascorbico)



Los antioxidantes retrasan la oxidacion captando los radicales libres (Hong, et al., 2008). Los
antioxidantes pueden ser compuestos fenolicos como la fenilalanina o cualquier molécula
gue contenga al menos un grupo hidroxilo, tiol o amino, unido a un anillo bencénico, los
cuales reaccionan en la etapa de iniciacion (Figura 4) (Landines & Zambrano, 2009; Sayed,
etal., 2013).

O

Figura 4. Antioxidante de tipo primario (1,4-Benzoquinona)

4.2.1.1 Antioxidantes sintéticos

Existen antioxidantes sintéticos que se sintetizan por reacciones quimicas, se ha encontrado
que algunos de estos antioxidantes sintéticos, como el butilhidroxianisol (BHA) vy el
butilhidroxitolueno (BHT) son potencialmente toxicos y cancerigenos. (Helle, et al., 2004;
Kyarimpa, et al., 2015).

Los antioxidantes sintéticos mas utilizados son: butilhidroxianisol (BHA),
butilhidroxitolueno (BHT), butilhidroguinona terciaria (TBHQ), y los ésteres del &cido
galico, como el galato de propilo (GP). (Landines & Zambrano, 2009).

o OH OH ~_0_0
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Figura 5. Estructuras quimicas de antioxidantes sintéticos.
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4.2.1.2 Antioxidantes naturales

Se han realizado estudios para la obtencion y utilizacion de antioxidantes naturales debido a
su origen vegetal, ya que se consideran mas seguros (Landines & Zambrano, 2009).
Antioxidantes naturales como los tocoferoles, el acido ascorbico, licopeno y algunos
flavonoides, estan en la actualidad disponibles para ser adicionados a los alimentos en
reemplazo de los antioxidantes sintéticos. Estos, ademéas pueden reforzar la actividad de los
sistemas antioxidantes end6genos aportando una proteccion extra para el estrés oxidativo.
Los alimentos con antioxidantes naturales pueden ser considerados como alimentos
funcionales ya que proveerian de una mejor condicion de salud al consumidor (Valenzuela,
et al., 2003).

La eficiencia de los compuestos polifenolicos para prevenir la oxidacién estd asociada con
su capacidad de atrapar radicales libres (Magsood, et al., 2014). La combinacion de estos
compuestos bioactivos ocasionan un efecto sinérgico evitando la oxidacion de los aceites
(Suttirak & Manurakchinakorn, 2012).

Los antioxidantes naturales se dividen en dos grupos: enzimaticos y no enzimaticos (Figura
6). En el grupo de los enziméaticos se encuentran las enzimas de catalasa, superoxido
dismutasa, y glutation peroxidasa. Los no enzimaticos incluyen a las vitaminas y minerales;
polifenoles; carotenoides; compuestos organosulfurados y nitrogenados no proteicos (Badui,
2006; Singh, et al., 2013).



Antioxidantes

naturales

— —

e ‘ ‘
Enzimaticos No enzimaticos
—
|
| ]
« I I I I
a ~N a N a N a N a
Compuestos
Superéxido Vitaminas y minerales Carotenoides Polifenoles org_anosulflérados y
dismutasa, catalasa, nitrogenados no
gluatation e — L < proteicos
peroxidasa, N J N\ J N\ J N Y,

gluatation reductasa,

Glucosa-6-fosfato-

deshidrogenasa
- Aci L
cido ascorbico g A -
\ J ey B-carotenos, licopeno, Acidos fenélicos, PO
tocofser:)elﬁisézmc, Y flavonoides, taninos Acido Urico, indoles
- A - ~

Figura 6. Clasificacion de antioxidantes naturales
4.2.1.2.1 Tocoferoles

Los tocoferoles se conocen cominmente como vitamina E, refiriéndose a un grupo de ocho
compuestos liposolubles que incluyen los tocoferoles y tocotrienoles (Figura 7). Existen
estructuras diversas de la vitamina E, la mas comun y-tocoferol, seguida del a-tocoferol. El

y-tocoferol se encuentra en aceite de maiz, aceite de soya y margarina. La forma

CHj;

biolégicamente mas activa de la vitamina E, es el a-tocoferol (Singh, et al., 2013).
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Figura 7. Estructura de la vitamina E (a-tocoferol)



4.2.1.2.2 Carotenoides

El grupo de carotenoides son un grupo de antioxidantes naturales sintetizados por plantas y
algunos microorganismos (Figura 8). Estos antioxidantes se dividen en dos grupos: carotenos
(licopeno, B-caroteno) y xantofilas. La principal propiedad antioxidante de los carotenoides

se debe a su habilidad para neutralizar el radical Oz (Oroian & Escriche, 2015).

Figura 8. Estructura quimica del B-caroteno

4.2.1.2.3 Polifenoles

Los polifenoles estan presentes en la mayoria de las plantas, son metabolitos secundarios que
intervienen en las funciones esenciales de la vida vegetal, incluyendo las funciones
estructurales en diferentes tejidos de soporte o de proteccion, participacion en la sefializacion
de defensa, principalmente en las interacciones entre plantas y su entorno (Boudet, 2007;
Garcia, et al., 2010).

Existen mas de 8 000 compuestos polifendlicos, teniendo una gran diversidad estructural
(cada uno tiene al menos un anillo aromatico con uno o mas grupos hidroxilo) (Boudet,
2007).

Se pueden dividir en 10 grupos de acuerdo a su estructura quimica: acetofenonas, acidos
fenilacéticos, acidos fendlicos, acidos hidroxicinamicos, cumarinas, estilbenos, flavonoides,
lignanos, naftoquinonas, xantonas (Jakobek, 2015). Los méas importantes que producen las

plantas son flavonoides, acidos fenolicos, estilbenos y lignanos (Crozier, et al., 2009).



4.2.1.2.4 Flavonoides

Los flavonoides se pueden clasificar en varias subcategorias como antocianidinas, flavonoles
(catequinas y proantocianidinas), flavanonas (Figura 9), flavonas e isoflavonas. Tienen una
estructura basica que consiste en dos grupos fenilo enlazados a tres carbonos cominmente

ciclados con oxigeno (Crozier, et al., 2009).

O

Figura 9. Estructura de un antioxidante flavonoide (flavanona)

4.2.1.2.5 Taninos

Los taninos son compuestos fendlicos hidrosolubles que contienen méas de dos grupos
hidroxilos entre otros grupos funcionales (Figura 10), siendo capaces de unirse a proteinas y
otras macromoléculas. Los taninos se clasifican en dos grupos: hidrolizables y no
hidrolizables, los Gltimos tienen como ndcleo central un alcohol polihidroxilados como la
glucosa y grupos hidroxilo que se encuentran esterificados parcial o0 completamente ya sea
con el acido galico o el acido hexahidroxidifénico formando los galotaninos y elagitaninos
(Porras & Lépez, 2009).

Estos flavonoides se polimerizan en las propias plantas o como resultado del procesado de
los alimentos. Tienen la capacidad de precipitar algunas proteinas y alcaloides para convertir

la piel en cuero (Sarria, 2005).
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Figura 10. Estructura quimica de un tanino (&cido elégico)

4.3 METODOS PARA LA RECUPERACION DE COMPUESTOS DE ALTO
VALOR AGREGADO PRESENTES EN LOS RESIDUOS DE ALIMENTOS

Los compuestos bioldgicos obtenidos a partir de fuentes naturales proporcionan numerosas
aplicaciones farmacéuticas y alimenticias: precursores de farmacos, productos cosméticos,
suplementos dietéticos, alimentos nutracéuticos y aditivos alimentarios, entre otros. Estas
biomoléculas estan presentes en pequefias cantidades por lo que se tienen que obtener
empleando métodos eficientes de extraccion. Las nuevas tecnologias para extraccion de

compuestos deben contar con las siguientes caracteristicas (Talmaciu, et al., 2015):

Simples
Rapidos
Aumentar el rendimiento de los productos de interés

Evitar el dafio sobre productos

NN

Ecoldgicos (evitando o minimizando el empleo de sustancias contaminantes)

Algunas de las tecnologias emergentes mas empleadas para la extraccion es: calentamiento
por microondas, digestion enzimatica, fluidos supercriticos, ultrasonido (Talmaciu, et al.,
2015).

Las condiciones de extraccion se determinan de acuerdo al compuesto de interés, pueden ser

clasificados de acuerdo con el tipo de extraccion: i) hidrofila o polar (acidos fenolicos,



flavonoides, acidos organicos, azUcares); ii) lipofilos o no polar (carotenoides, alcaloides,

acidos grasos, tocoferoles, esteroides) (Vieira, et al., 2015).
4.3.1 Microondas

Las microondas son ondas electromagnéticas no ionizantes que tienen longitudes de onda
entre 0.0001y 1 m, mientras que los limites de frecuencia se encuentran entre 0.3 y 300 GHz.
Por lo general se utiliza una frecuencia de 2.45 GHz, las microondas se propagan a través del
medio, su energia se absorbe y se convierte en energia térmica (Wang & Weller, 2006;
Zhang, et al., 2011).

La energia de las microondas es absorbida debido al agua presente en la matriz sélida que
conduce a sobrecalentamiento interno del material, liberando los compuestos de interés de la
matriz de la muestra en el disolvente (Upadhyay, et al., 2015). EI modelo del equipo de

microondas se representa en la Figura 11.

Espacio de microondas——|

Recipiente cerrado
Disolvente y muestra

Flujo de microondas |

Figura 11. Modelo de microondas
4.3.2 Fluidos supercriticos

Generalmente el CO: es utilizado para los procesos de extraccion en condiciones
supercriticas. Tiene una baja temperatura critica (31.1°C), no es tdxico, inodoro e incoloro y
es no inflamable. Ademas de estas caracteristicas, los procesos de extraccion utilizando COz,
se producen en ausencia de luz y aire, reduciendo al minimo las reacciones de degradacion.
Debido a su carécter no polar, el CO2 se combina con disolventes organicos polares (por

ejemplo: etanol, metanol, acetona) para extraer compuestos polares. Estos disolventes



aumentan el poder de solvatacion del CO2y su capacidad para extraer polifenoles (Barba, et
al., 2016).

El etanol es el disolvente mas utilizado para las extracciones, se permite en la industria
alimentaria, a menos que se combine con otros disolventes, es facil de eliminar (evaporando
a temperatura ambiente). La temperatura critica de una mezcla de CO2 y el modificador es
superior que la de disolventes separados, por lo tanto, lo que se usa es un minimo volumen
de modificador para que se tenga un intervalo de 40 a 60 °C. La adicion de 5, 10, 14, 17, 20,
y 100 % de etanol a CO2 aumenta la temperatura critica de la mezcla de 42.5, 53.7, 62.8,
69.5, 76.1y 243.3 °C, respectivamente (Adil, et al., 2007; Barba, et al., 2016).

4.3.3 Ultrasonido

El ultrasonido esta constituido por ondas sonicas que se generan mecanicamente, provocando
la deformacion de sdélidos, liquidos y gases. La aplicacion de ultrasonido para la extraccion
ofrece una mayor penetracion del disolvente en el material celular, es menor el tiempo de
extraccion, los rendimientos son mayores en los productos, es reproducible, bajo consumo
de disolvente y emulsionantes, disminucion de ruido, la extraccion de componentes labiles
(Rosellg, et al., 2015).

La extraccion por ultrasonido se basa en el efecto de cavitacion acustica. La cavitacion
acustica es resultado del ultrasonido cuando se propaga a través de cualquier medio,
induciendo una serie de compresiones y refracciones en las moléculas del medio. Tales
cambios de presion, provocan la formacion, expansion y el colapso de microburbujas en un
medio liquido (Tiwari, 2015).

Los célculos teoricos utilizando modelos hidrodinamicos de cavitacion han estimado una
temperatura y presion de 2 000 -10 000 K y 100 a 1 000 MPa, respectivamente (Rayleigh,
1917; Tiwari, 2015). Los cambios de temperatura y de presion que se producen a partir de
estas implosiones causan disrupcién, adelgazamiento de las membranas celulares y la ruptura
celular, en ese momento el disolvente tiene un mayor contacto con las células y aumenta la

transferencia de masa de los compuestos de interés en el disolvente (Shirsath, et al., 2012).



El equipo que se utiliza para generar la cavitacion acustica se le denomina sonicador. En
general existen dos tipos de sonicadores, el primero es el sonicador de tina (A) y el segundo

se le denomina sonicador de sonda (B), ver Figura 12.

Sonda— _gm
Muestreo \Y VEnfriamiento
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disolvente i
Transductores

Figura 12. Tipo de sonicadores
4.3.4 Extraccion asistida con microorganismos

La primera extraccion de compuestos fendlicos a partir de microorganismos fue reportada en
1974, usando 40 microorganismos para la produccion de compuestos con actividad
antitumoral (Betts, et al., 1974). En la fermentacion se utilizan microorganismos para la
fermentacion, obteniendo compuestos bioldgicos. Este sistema tiene muchas ventajas, tales
como su alta productividad biotecnoldgica y alta concentracion de material (Madeira, et al.,
2015).

Algunos ejemplos de este tipo de extraccion son: obtencion de acido elagico a partir de
residuos de ardndano, por medio de Lentinus edodes (Vattem, et al., 2004); &cido cafeico a
partir de cascara de pistacho, usando Phanerochaete chrysosporium (Abbasi, et al., 2007);
catequina y acido gélico, utilizando respectivamente Lentinus edodes, Kluyveromyces

marxianus, a partir de residuos de soya (McCue, et al., 2004; Rashad, et al., 2011).



4.3.5 Extraccion asistida por enzimas

La extraccion asistida por enzimas se basa en la capacidad de efectuar la lisis de la pared
celular liberando los metabolitos secundarios tales como carotenoides, compuestos fenolicos,

flavonoides, polisacaridos y aceites esenciales (Pinelo, et al., 2006; Upadhyay, et al., 2015).

Varios factores como la mezcla de enzimas, la concentracion enzimética, tamafio de particula
de la semilla de la que se extrae, el pH, la temperatura y el tiempo son factores del
rendimiento de extraccion. Las biomoléculas estan unidas a componentes de la pared celular,
por lo tanto, la recuperacion de estos compuestos requiere gque estas interacciones se rompan
al ser degradada esta pared. Un ejemplo de lo anterior es la accion de la B-glucosidasa para

lograr la disociacion de los flavonoides de la glucosa (Puri, et al., 2012).

Del mismo modo, interacttan compuestos fenolicos con los polisacaridos de la pared celular
por lo que la degradacion de esta pared celular es un paso fundamental para la recuperacion
de compuestos fendlicos. Las xilanasas, celulasas, B-gluconasas se manejan para hidrolizar
los &cidos fenolicos unidos a éster (Fu, et al., 2011). Un ejemplo de extraccién asistida por
enzima es la obtencion de licopeno a partir de residuos de tomate usando las enzimas celulasa

y pectinasa (Ranveer, et al., 2013).

4.4 METODOS PARA LA CUANTIFICACION DE POLIFENOLES Y
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

La actividad antioxidante de los extractos de semilla de meldn es debida principalmente a los
compuestos polifendlicos, estos compuestos protegen a las células de dafios causados por las
especies reactivas de oxigeno (lgbal, et al., 2010). A continuacion, se presentan las

principales metodologias analiticas para la cuantificacion de los compuestos polifenolicos.
4.4.1 Cuantificacion de polifenoles

Los compuestos polifenodlicos constituyen la principal clase de antioxidantes naturales
presentes en las plantas y son cuantificados usando distintos métodos. Los métodos mas
utilizados para la determinacion de polifendles totales son: cromatografia liquida de alta

resolucion (HPLC), Absorcion UV, electroguimica (Papagiannopoulos, et al., 2004).



4.4.1.2 Ensayo de Folin-Ciocalteu

La cuantificacion de polifenoles totales se determina a través de un ensayo utilizando el
reactivo de Folin-Ciocalteu. Este método de Folin-Ciocalteu se basa en la capacidad de los
fenoles para reaccionar con agentes oxidantes. El reactivo de Folin-Ciocalteu contiene
molibdato y tungstato sédico, que reaccionan con cualquier tipo de fenol, formando
complejos fosfomolibdico-fosfotingstico. La transferencia de electrones reduce los
complejos fosfomolibdico-fosfotungstico en 6xidos cromdgenos de color azul intenso, de
tungsteno (WsO23) y molibdeno (MosOz23), siendo proporcional este color al nimero de
grupos hidroxilo de la molécula. El contenido de polifenoles totales resultante de la
aplicacion del reactivo de Folin-Ciocalteu es regularmente expresado como mg de
equivalentes de &cido galico (EAG)/ 100 g de muestra (Singleton, et al., 1999; Reyes, et al.,
2014).

El &cido gélico (Figura 13) es un compuesto fendlico, utilizado en este ensayo como estandar
de comparacién. Sin embargo, en ocasiones se emplea también como estandar de
comparacion y expresion de resultados, polifenoles como catequina o los &cidos: tanico,

clorogénico, cafeico y vainillinico (Fogliano, et al., 1999).
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Figura 13. Estructura quimica de acido galico



4.4.2 Métodos para la evaluacion de la actividad antioxidante

La busqueda de nuevos compuestos antioxidantes naturales ha sido de gran interés para la
investigacion dado que interrumpen el proceso de oxidacion por via radicales libre en lipidos,
proteinas, ADN y enzimas. La actividad antioxidante de los extractos, se evalua
principalmente por los siguientes métodos: ABTS (2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonico)), DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracil), FRAP (poder antioxidante de la reduccién
férrica, por sus siglas en inglés) y ORAC (capacidad de absorcion de radicales de oxigeno,
por sus siglas en inglés). Los métodos de ABTS, DPPH, FRAP se basan en una reaccion de
transferencia de un electron, mientras ORAC se basa en una reaccion de transferencia de un

atomo de hidrdgeno (Thaiponga, et al., 2006).
4.4.2.1 Método ABTS

El método con ABTS (2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico)) es utilizado
ampliamente para materiales bioldgicos, compuestos puros o extractos de plantas de
naturaleza hidroéfila o lipofilica. El radical ABTS™ presenta una coloracion verde azulada,
esta disminuye debido a la reduccion del radical con el antioxidante, provocando una
decoloracién que se cuantifica en a una longitud de onda de 734 y 815 nm (Antolovich, et
al., 2002).

El radical ABTS'" es indicado para ensayos de compuestos coloridos, como el caso de las
antocianinas, por presentar absorcion maxima en la region infrarroja (734 nm) reduciendo
posibilidades de interferencias de estos compuestos coloridos que absorben en la region del
visible (Kuskoski, et al., 2004).

4.4.2.2. Método DPPH

El método colorimétrico del radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracil) es un método para la
evaluacién de actividad antioxidante total en alimentos y extractos vegetales, se basa en
evaluar la reduccion del radical DPPH, el cual tiene una coloracion violeta que se pierde
progresivamente a medida que reacciona con los compuestos antioxidantes de la muestra
(Figura 14), produciendo un descenso de la absorbancia a 515 nm. Los antioxidantes
butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT) y trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-



tetrametilcroman-2-carboxilico) se pueden utilizar como referencias en los ensayos de

cuantificacion (Singh, et al., 2013).
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Figura 14. Estructura del reactivo DPPH antes y después de reaccionar
4.4.2.3 Método FRAP

Este método se basa en una reaccion de transferencia de un electron, en los que se evalla la
capacidad reductora del antioxidante, el FRAP (poder antioxidante de la reduccion férrica,
por sus siglas en inglés) consiste en medir el incremento en la absorbancia a 593 nm (azul)
que se desarrolla cuando el complejo tripiridiltriazina férrica (TPTZ-Fe*®) se reduce a su
forma ferrosa (TPTZ-Fe*?) (Benzie & Strain, 1996; Garcia, et al., 2011).

Los inconvenientes de esta técnica son el potencial de reduccion de Fe™a Fe*? de 0.77 V,
por lo que un compuesto con menor potencial redox podria reducir al Fe*. Ademas, existen
antioxidantes que son capaces de llevar a cabo esta reaccion dando resultados negativos.

Asimismo, se han descrito interferencias de otros compuestos (Ou, et al., 2002).



4.4.2.4 Método ORAC

El método de ORAC (capacidad de absorcion de radicales de oxigeno, por sus siglas en
inglés) es una reaccion de transferencia de un &tomo de hidrdgeno entre un antioxidante y el
radical libre peroxido forman una asociacion estable mediante la transferencia de un atomo
de hidrogeno desde el antioxidante al radical, de forma que se detiene la reaccion de

oxidacion en cadena (Garcia, et al., 2011).

Siendo mas especificos el método ORAC se basa en la generacion de radicales hidréfilos
peroxido (ROOe) por la descomposicion térmica del compuesto diazo AAPH (2,2’-azobis
(2-amidinopropano) dihidrocloruro), produciendo una pérdida de la fluorescencia debido a
su oxidacién por accion de un radical peréxido. La capacidad antioxidante del extracto se
determina a partir del valor del area bajo la curva, ya que la presencia de antioxidantes retrasa
el descenso de la fluorescencia, con lo cual es posible calcular esa capacidad antioxidante
(Sotelo, et al., 2015).

4.5 ESTABILIDAD OXIDATIVA

La oxidacion lipidica, al ser un fendmeno espontaneo e inevitable, implicando directamente
en el valor comercial de los aceites y grasas. Esto genera la necesidad de realizar pruebas
para determinar su calidad, las reacciones de oxidacién ocurren durante su procesamiento,
distribucion y preparacion en alimentos, afectando su cualidad nutricional, seguridad, color,
sabor y textura. Este aspecto es de gran importancia, bajo el enfoque econdmico, al
producirse pérdidas debido a la disminucion de la vida util de los aceites o grasas. Ademas,
existe la posibilidad de que los radicales libres formados reaccionen con otros constituyentes

de los alimentos provocando una reduccion en la calidad de los mismos (Bernal, et al., 2003).

4.5.1 Indice de yodo

El indice de yodo permite valorar la insaturacion total de un aceite o grasa, se expresa en
miligramos de yodo que reaccionan por gramo de aceite (Ferrari, et al., 2011). EI monitoreo
de este parametro permite analizar la pérdida de insaturaciones en los triacilgliceroles, dado
que, en las reacciones de oxidacion, las dobles ligaduras son susceptibles a ser atacadas por

radicales libres, para la formacidn de nuevos compuestos (Moreno, et al., 2007).



4.5.2. Indice de acidez

El indice de acidez es una medida de &cidos grasos libres contenidos en el aceite o grasa y
acidos de degradacion. Se expresa en mg de KOH necesario para neutralizar un gramo de
aceite. Caracteriza el grado de envejecimiento del aceite durante el almacenamiento, ya que

aumenta gradualmente debido a la degradacion del aceite (Ferrari, et al., 2011).
4.5.3 Indice de peroxidos

La oxidacién lipidica involucra la produccion de radicales libres, formando compuestos
iniciales de perdxidos e hidroperdxidos que se transforman en productos secundarios de la
oxidacién, como aldehidos y cetonas, responsables del olor y sabor a rancio (Belén, et al.,

2007). Se expresa en miliequivalente de perdxido por kilogramo de muestra.
4.6 MELON (Cucumis melo var. cantaloupe)

El melon (Cucumis melo L.) pertenece a la familia de las Cucurbitaceas (incluye la calabaza,
sandia, pepino) se cultiva en las regiones templadas, subtropicales y tropicales de todo el
mundo. Se consume en el periodo de verano debido a que la pulpa de la fruta es muy
refrescante, propiedades nutricionales, es dulce, puede ser utilizado como un aperitivo, postre
o0 ensalada. Se han utilizado, las semillas de mel6n para reducir la fiebre, prevenir la tos,
antiinflamatorio, para expulsar los gusanos intestinales (lombrices y oxiuros), célculos en la
vejiga, Ulceras en el tracto urinario, dolores en el estomago, vitiligo, la ascitis, la supresion
de orina, fiebres crénicas, anti-diabético, inflamacion de higado y rifion. La pulpa de la fruta
posee propiedades diuréticas y antihelminticos (contra infestaciones por vermes, helmintos
o lombrices). Cucumis melo revel6 una amplia gama de factores bioldgicos actividades tales
como antioxidante, analgésico, anti-inflamatorio y antimicrobiano. En las semillas se han

aislado derivados de cromona, triterpenos y esteroles (Ibrahim & Mohamed, 2015).



4.6.1 Clasificacion botanica

La clasificacidn botanica del melén mexicano residual (Cucumis melo var. cantaloupe) es la
siguiente: Especie: Cucumis melo (L.), Género: Cucumis, Familia: Cucurbitaceae, Orden:
Violales, Clase: Magnoliopsida, Division: Magnoliophyta, Reino: Plantae, ver Figura 15
(CABI, 2010).

A

Reino:

Plantae k
I Division:
Magnoliophyta A
Clase:
Magnoliopsida
Orden:

Violales
I Familia: -

Cucurbitaceae k
k Género:
Cucumis
Especie:

Cucumis melo

(L)

Figura 15.Clasificacion botanica del Melon
4.6.2 Descripcion Botanica

Planta anual herbacea, de porte rastrero o trepador. Tiene un sistema radicular abundante
muy ramificado y de rapido desarrollo; su tallo principal estd cubierto por formaciones
pilosas y presentan nudos en los que se desarrollan hojas zarcillos y flores, brotando nuevos
tallos de las axilas de las hojas; sus hojas de limbo orbicular aovado, reniforme o pentagonal,
dividido en 3 a 7 l6bulos con los margenes dentados, las hojas también son vellosas por el
enveés; su flor de color amarillo, existen variaciones de melon, los mas comunes son el
amarillo (gota de miel), cantaloupe (chino) y Honeydew. La forma del fruto es variable

(esférica, eliptica, ovalada, etc.); la corteza de color verde, amarillo, o blanco, puede ser lisa,



reticulada o estriada. La pulpa puede ser blanca, amarilla o anaranjada. La placenta contiene

las semillas y es gelatinosa o acuosa (SIAP, 2010).
4.6.3 Origen

El meldn es una especie originaria de Africa y Asia, aunque no se han podido localizar sitios
con presencia de plantas silvestres, se considera que los inicios de su cultivo se remontan a
2400 afos a.C. en territorio egipcio. Al inicio de la era cristiana el meldn ya era conocido y
quiza provenia de la India, Sudan o los desiertos iranies; trescientos afios después estaba muy
extendido en Italia. Durante la Edad Media, al parecer, desaparecié del sur de Europa, con
excepcion de Espafia, que era dominada por los arabes, quienes utilizaban camas de estiércol

para adelantar el cultivo (Agropecuarias, 2000).

Las expediciones comerciales del siglo XV1I favorecieron en gran medida la dispersién del
meldn, llegando a todos los rincones del orbe, lo que permitid, en cierta forma, el desarrollo
de las principales especies conocidas hoy en dia. A principios de los afios cincuenta, en
Europa, el melon todavia era un producto de lujo, cultivado bajo formas muy esmeradas, con
sistemas de proteccion climatica o bien al aire libre, destinado a ser consumido Unicamente

en las regiones productoras como fruto de temporada (SENASICA, 2010).
4.6.4 Produccion
4.6.4.1 Produccion de meldn en el mundo

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO), indico
un aproximado en la produccion global del meldn de 43 999 993 toneladas en el afio 2013,
los cinco principales productores son China con una produccion de 14 336 814 toneladas
seguido de Turquia con 1 699 550 toneladas, Irdn 1 501 411 toneladas, Egipto 1 020 679
toneladas e India con 1 000 000 toneladas, teniendo la siguiente distribucién de produccion
mundial (Gréfica 1) (FAOSTAT, 2016).
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Gréfica 1.Produccién de meldn por continentes en el afio 2013
4.6.4.2 Produccion de mel6n en México

El Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), notifica que se cosechd
meldn en 23 estados de la Republica Mexicana, con una produccién anual de 561 891.31
toneladas en el 2015. Los principales estados productores de melon son Coahuila con un
24.33% de la produccion nacional, seguido de Michoacéan con 17.63%, Guerrero con 15.83%,
Sonora con 15.19%, Durango con 11.25% y por tltimo Colima con el 4.47% de la produccién
nacional ver Tabla 2 (SIAP, 2015).

Tabla 2. Principales estados de produccion de melon en México

Estado Superficie Superficie Produccion | Valor Produccion
Sembrada (ha) | Cosechada (ha) | (Toneladas) | (miles de pesos)

Coahuila 4 274.50 4 194.50 136 727.26 479 818.78
Michoacéan 2701.80 2701.80 99 065.16 413 156.99
Guerrero 3652.50 3 652.50 88 925.74 435 986.21
Sonora 2708.00 2 708.00 85 376.26 426 913.19
Durango 2116.40 2 103.25 63 209.06 257 570.18
Colima 704.00 692.00 25 089.00 98 241.62




5. METODOLOGIA




5.1 Materia vegetal

Se partio de 2 kg una muestra residual de semillas de mel6n (Cucumis melo var. cantaloupe),

obtenida de residuos de la Ciudad de México del periodo de junio-agosto de 2015.

5.2 Equipos y reactivos

Equipos:
. Balanza analitica marca Scientech modelo SAT 20
. Lector de microplacas con dispensadores automaticos marca BioTek modelo
Synergy 2
. Termobalanza marca Ohaus, modelo MB35
. Licuadora marca Oster, modelo 6640-13
. Parrillas eléctricas
. Rotavapor marca Buchi modelo R124
. Sonicador ultrasonic cleaner marca Sper Scientific modelo 100 004, Frecuencia
42 KHz, 60 W
. Vernier marca Pretul
Reactivos

 Aceite de girasol

« Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico
(Trolox)

« Acido acético

« Acido clorhidrico

« Acido gaélico

» Almiddn para yodimetria

« Butilhidroxitolueno (BHT)

 Carbonato de sodio

+ Cloroformo

» Diclorometano

« Etanol

Fenolftaleina
Hexano

Hidroxido de potasio
Metanol
Radical
(DPPH)
Reactivo de Folin-Ciocalteu

2,2-difenil-1-picrilhidracilo

Reactivo de Wijs
Tiosulfato de sodio

Yoduro de potasio



5.3 Selecciodn, limpieza y secado de las semillas

La limpieza se llevo a cabo lavando las semillas con agua para retirar los restos de pulpa y
suciedad adherida. Una vez limpias se colocaron sobre papel adsorbente y se dejaron secar a
la sombra durante una semana a temperatura ambiente. Posteriormente, se llevé a cabo su

seleccidn que consistio en retirar aquellas semillas que presentaban algun tipo de dafio fisico.

5.4 Determinacion de caracteristicas fisicas de las semillas

Se tomo una muestra aleatoria de 50 semillas de meldn (Cucumis melo var. cantaloupe).
Cada semilla se pesd en una balanza analitica, se midi6 longitud, ancho y grosor empleando
un Vernier. Con los datos obtenidos de cada dimension se calculé el promedio y desviacion

estandar.
5.5 Molienda y determinacion de humedad

Una muestra aleatoria de semillas de melon se sometid a un proceso de molienda para obtener
harina de esta semilla. Este proceso se llevo a cabo para tres muestras de semillas diferentes.

Para cada muestra se determind la humedad utilizando una termobalanza a 95 °C.
5.6 Extraccidn del aceite de la harina de semillas de melén

El desengrasado de la harina de semilla de meldn se llevo a cabo por el método de Soxhlet,
pesando por triplicado 30 gramos de harina de semilla de mel6n, colocandola en un cartucho
de papel filtro, se utilizaron 300 mL de hexano como disolvente. El hexano se puso en el
matraz de ebullicion, la muestra se extrajo en un extractor Soxhlet durante 6 h. Una vez
terminado este proceso, se evapord el hexano bajo presion reducida en un evaporador

rotatorio, se pesa el extracto obtenido para calcular el rendimiento (Ismail, et al., 2010).
5.7 Extraccion de antioxidantes de las semillas de melon

Las extracciones de antioxidantes de la harina desengrasada se llevaron a cabo empleando 3
métodos distintos para realizar un comparativo entre ellos, los métodos empleados fueron:
extraccion mediante maceracion, Soxhlet y sonicacién utilizando como disolventes acetona,

etanol y metanol.



En la extraccion por maceracion se pesaron 30 gramos de harina de meldn desengrasada y se
colocaron en un matraz Erlenmeyer con 300 mL de disolvente a temperatura ambiente
durante 24 horas agitandolo de vez en cuando, enseguida se filtrd y el residuo de esta
filtracion se extrajo dos veces més de la misma manera. A continuacion, se reunieron los
extractos y se evaporo el disolvente bajo presion reducida en un evaporador rotatorio, se pesa

el extracto obtenido para calcular el rendimiento (Reyes, et al., 2014).

Para la extraccion mediante Soxhlet, se pesaron por triplicado 30 gramos de harina de melon
desengrasada, se colocaron en un cartucho de papel celulosa, se utilizaron 300 mL de
disolvente. El disolvente se coloco en el matraz de ebullicion. La muestra se extrajo en un
extractor Soxhlet durante 6 h. Una vez terminado este proceso, se evapora el disolvente bajo
presion reducida en un evaporador rotatorio, se pesa el extracto obtenido para calcular el

rendimiento (Ismail, et al., 2010).

En la extraccién mediante sonicacion, se llevo a cabo 4 diferentes tiempos, los cuales fueron:
30, 45, 60 y 75 minutos, a una temperatura de 40 ° C. Se pesaron 10 gramos de harina de
melon y se colocaron en un matraz Erlenmeyer con 40 mL de disolvente. A continuacion, se
agitaron manualmente por 15 min y se hace el proceso de ultrasonido en un sonicador.
Terminando el tiempo de extraccion, se filtraron los extractos, a través de papel de filtro. Los
filtrados fueron agrupados individualmente, eliminando el disolvente bajo presion reducida
en un evaporador rotatorio, se pesa el extracto obtenido para calcular el rendimiento (Igbal,
etal., 2010).

Cada extracto obtenido se colocé en viales color &mbar y se conservaron en refrigeracion

para evitar la degradacion de los antioxidantes.

El porcentaje de rendimiento del extracto obtenido de la semilla se obtuvo mediante una
relacion entre el peso del extracto y la cantidad de materia utilizada por cien, empleando la

siguiente ecuacion:

" dimiento = ( masa del extracto (g) ) 00
0 Tenaumento = masa de la materia prima (g)



5.8 Cuantificacion de polifenoles por el método Folin- Ciocalteu

La cuantificacion de posibles compuestos polifendlicos se hizo a través del método
colorimétrico de Folin-Ciocalteu (Zhang, et al., 2006, Siddhuraju, 2007) empleando un lector

de microplacas, marca Biotek modelo Synergy 2, con dispensadores automaticos.

Se pesaron 0.0125 gramos de acido galico se disolvieron 1 mL de etanol y se aforé en un
matraz de 25 mL con etanol al 80%. Después se realizaron diluciones de esta solucion para
obtener las siguientes concentraciones: 0.003, 0.005, 0.008, 0.010, 0.013, 0.015, 0.018,
0.020, 0.023, 0.025, 0.028 mg/mL de acido galico. Estas diluciones se ocuparon para la curva

patrén con &cido gélico en metanol al 80 %.

En una microplaca de 96 pozos se mezclaron, en cada pozo, 25 pL de cada concentracion de
la curva patron de acido galico y de los diferentes extractos obtenidos, 125 pL de agua
destilada, 30 pL de carbonato de sodio al 20 por ciento, y 20 pL de reactivo de Folin-
Ciocalteu al 10 por ciento. Cabe mencionar que el agua destilada y el reactivo de Folin-
Ciocalteu fueron adicionados automéaticamente por el sistema de inyeccion automatica del
lector de microplacas. Para esta determinacion, los blancos que se usaron fueron metanol al
80 %.

Las mezclas en cada pozo de la microplaca se dejaron reaccionar por 30 minutos en la
obscuridad, transcurrido este tiempo se midié la absorbancia a 760 nm. Cada determinacion
se realizé por cuadruplicado, el contenido de polifendles totales se calcul6 a través de un
modelo matematico de regresion lineal y se reporté como miligramos de fenoles equivalentes

a acido galico por gramo de extracto.

5.9 Evaluacion de la actividad antioxidante con el reactivo de DPPH

La actividad antioxidante se determiné mediante el ensayo de la capacidad de remocién del
radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH por sus siglas en inglés) de acuerdo al método
descrito (Brand-Williams, et al 1995 y modificaciones de Cheng, et al., 2006). Se pesaron
19.7 mg de DPPH, disolviendo en 1 mL de acetona, Ilevando a la marca de aforo con metanol
al 80 % en un matraz aforado de 100 mL, teniendo una disolucion de DPPH con

concentracién de 0.500 mM.



El &cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox), compuesto de referencia
para esta prueba. Se prepard la disolucion stock de Trolox 0.040 mM, pesando 12.5 mg de
Trolox, posteriormente se realizaron diferentes diluciones para obtener las siguientes
concentraciones: 3.995 puM, 7.991 uM, 11.986 puM, 15.981 uM, 23.972 uM, 31.963 uM,
39.954 uM.

A los diferentes extractos se le realizaron diluciones tomando diferentes alicuotas y aforando
a un militro con metanol al 80 %. Las alicuotas fueron: 200 pL, 300 pL, 400 pL, 500 uL,
600 pL, 800 pL y 1000 pL.

En una microplaca de 96 pozos se distribuyeron 200 pL de cada una de las concentraciones
de Trolox y las diferentes diluciones de los extractos, se adicion6 50 pL de la disolucion de
DPPH 0.500 mM a cada pozo. Para esta técnica se usé como blanco 250 uL del disolvente,
como control 200 pL de disolvente y 50 pL de reactivo de DPPH. Cabe mencionar que los
50 pL de DPPH fueron adicionados automaticamente haciendo uso del sistema de inyeccion
automatica del lector de microplacas. Posteriormente a la adicion del reactivo de DPPH se
agito la microplaca por 30 segundos y se ley6 a una absorbancia de 515 nm en 30 minutos.

Todas las determinaciones se realizaron por cuadruplicado.

La realizacion del calculo de actividad antioxidante es expresada como ICso (la concentracion
de muestra para que reaccione el 50 % de radicales libres afiadidos) a través de un modelo

matematico de regresion lineal (Ismail, et al., 2010).

5.10 Evaluacion de la estabilidad oxidativa de un aceite comercial utilizando extracto

de semilla de meldn residual.

Una vez realizados los andlisis estadisticos y comparar los diferentes extractos, se eligié el

extracto que presentd el valor de actividad antioxidante mas alto.

A una muestra de aceite de girasol de la marca Liquids chemical of. Mexico ® con lote
701027316381 se le adiciond 150 partes por millon (ppm) del extracto de semilla de melon
residual, el cual fue disuelto en 3 mL de etanol para su incorporacion. Posteriormente se
colocd en agitacion por 60 minutos y se dejo reposar 24 horas. Se realizd el mismo
procedimiento pero usando BHT como antioxidante, se llevé a cabo la adicion del

antioxidante usando como referencia la norma NMX-223-SCFI-2011 para no rebasar los



limites permitidos para este aditivo (200 ppm de BHT), se us6 el mismo criterio para la

cantidad adicionada del extracto.

Se emplearon tres grupos de viales de color ambar. Al primer grupo de viales se le colocé 20
g de aceite sin antioxidante, el cual sirvi6 como blanco, al segundo grupo de viales se le

colocé 20 g de aceite con el extracto y el tercero se le colocd 20 g de aceite con BHT.

Las muestras de aceite de girasol fueron almacenadas bajo condiciones aceleradas a 55 ° C
en una incubadora constante durante un periodo de 21 dias, realizandose un monitoreo cada
7 dias con las siguientes pruebas: indice de acidez, indice de peroxidos e indice de yodo. Lo

anterior se realizo por triplicado para cada muestra de aceite (Chong, et al., 2015).
5.10.1. indice de acidez

En un matraz Erlenmeyer de 150 mL se adicion6 un gramo de muestra, 20 mL de etanol y
seis gotas de fenolftaleina como indicador, se calent6 la mezcla hasta llegar a 50 ® C. Una
vez alcanzada esta temperatura se tituld con una solucion valorada de hidréxido de potasio
0.0092 N hasta alcanzar una coloracion rosa palido que fuera estable por lo menos por 30
segundos, como lo indica la norma NMX-F-101-SCFI-2012. Se registr6 el volumen utilizado

de la solucién valorada de KOH, y se realiz6 un blanco.

Para estimar el indice de acidez usandose la siguiente ecuacion:

mg de KOH) _ (V1 — Vy)(Normalidad de KOH)(28.2 mg KOH)

Indice de acidez ( _
g de aceite

g de aceite

Donde V1 es el volumen de la muestra, V2 es el volumen de KOH ocupado en el blanco. El
indice de acidez se expresa en mg de KOH por gramo de aceite, usando como referencia al

acido oleico, ya que este acido graso es el que se encuentra en mayor proporcion.
5.10.2. Indice de yodo

En un matraz para yodo de 150 mL se pesaron 0.05 gramos de muestra, posteriormente se
cubri6 el matraz con papel aluminio, asegurandose de que no hubiera ningun paso de luz.
Adiciononando 5 mL de diclorometano y 5 mL de reactivo de Wijs, el matraz se cubrid y se
dejo reposar 30 minutos en la obscuridad. Pasando el tiempo de reposo, se adiciond 5 mL de

yoduro de potasio al 15 por ciento y 50 mL de agua destilada previamente hervida y enfriada,



posteriormente se tituld6 con una solucién valorada de tiosulfato de sodio 0.0988 N hasta
alcanzar una coloracion amarillo paja. A continuacion se agrega un militro de solucion de
almidon al 1 por ciento como indicador y se continua la titulacion hasta que la solucion quede
incolora como se indica en la norma NMX-F-152-SCFI-2011. Se registrd el volumen de
tiosulfato de sodio utilizado. Para determinar el valor de indice de yodo, también se realiz6

la titulacién de un blanco.

La ecuacion utilizada para calcular el valor del indice de yodo es la siguiente:

. centigramos de I, (V, — V)(Normalidad del tiosulfato de sodio)(12.69)
Indice de yodo < )

g de aceite g de aceite

Donde V2 es el volumen ocupado en la titulacion del blanco, V1 es el volumen ocupado para

la muestra.
5.10.3. Indice de peroxidos

Se pes6 3 g de muestra en un matraz Erlenmeyer de 250 mL, ésta se disolvié en 30 mL de
una solucion de acido acético en cloroformo (3:2). Se colocaron en la mezcla anterior 0.5 mL
de una solucién saturada de yoduro de potasio, después de un minuto de reposo se
adicionaron 30 mL de agua destilada previamente hervida y enfriada. Se titul6 la muestra con
una solucion valorada de tiosulfato de sodio 0.0988 N usando una solucion de almidén al 1%

como indicador (Rajkumar & Naragarajan, 2011).

La ecuacion utilizada para calcular el valor del indice de peroxidos es la siguiente:

. . meq de peroxidos (V; — V,)(Normalidad del tiosulfato de sodio)(1000)
Indice de peréxidos ( )

g de aceite g de muestra

Donde V1 es el volumen de tiosulfato de sodio ocupado para la muestra, V2 es el volumen

que se ocupd en el blanco. El resultado se expresa en meq de peroxido/kg de aceite.

Una vez terminadas las pruebas de estabilidad oxidativa durante el tiempo propuesto, se
realizd un analisis estadistico de ANOVA para comparar la funcion como antioxidante en
una matriz alimentaria entre el extracto de la semilla de meldn residual con el antioxidante
sintético (BHT).



5.11 Andlisis estadistico

Todas las mediciones se realizardn por triplicado, se calculd la media, la desviacion estandar,
gue mide que tan separados estan los datos. se utilizo el programa de analisis estadistico R
Project version 3.4.0 para comparar resultados y comprobar si existe diferencia significativa
entre las muestras, se realizo un analisis de varianza (ANOVA) on un valor de significancia

de 0.05 y comparacion de medias por Tukey (R Core Team, 2017).



6. RESULTADOS Y ANALISIS

6.1 Caracteristicas fisicas de la semilla de melon residual (Cucumis melo var.

cantaloupe)

Las semillas de melon residual mostraron una coloracion amarilla, de forma ovalada,
superficie lisa, con las dimensiones que se muestran de la Tabla 3. Como se puede observar
en la Tabla 4, la semilla de melén mexicano es mas larga y gruesa, que la semilla de origen

Irani variedad veramin (Mansouri, et al., 2015) ver Tabla 4.

Tabla 3. Caracterizacién de semillas de mel6n mexicano variedad cantaloupe

Largo (cm) Ancho (cm) Grueso (cm) Masa (g)
Minimo 0.90 0.35 0.11 0.0200
Maximo 1.15 0.50 0.21 0.0424
Media 1.03 0.43 0.17 0.0339
DE 0.07 0.03 0.02 0.0046

n=50 semillas de meldn

Tabla 4. Valores reportados de caracterizacion de semillas de melén irani variedad veramin

Largo (cm) Ancho (cm) Grueso (cm) Masa ()
Minimo 0.69 0.25 0.07 0.0290
Maximo 0.91 0.41 0.17 0.0610
Media 0.78 0.33 0.12 0.0430
DE 0.05 0.03 0.02 0.0060

n=50 semillas de meldn
6.2 Extraccion del aceite de la semilla de melén residual

El aceite extraido por Soxhlet fue de 22.48 % y maceracion 8.73 %. Comparando el aceite
extraido de la semilla de mel6n mexicano residual extraido por Soxhlet con semillas de melon
de otros paises, se observa que su porcentaje esta por debajo de los demaés, ver Tabla 5. Por

lo que se propone que las diferencias pueden ser atribuidas al tipo de disolvente utilizado y



clima. En cuanto al contenido de humedad, fue de 5.45 + 0.32 %, este valor depende de las
condiciones y tiempo de secado de la semilla.

Tabla 5. Porcentaje de aceite en semillas de melén (Cucumis melo var. cantaloupe) de
diferentes paises

Origen de la ) % de )
) % de grasa Disolvente Referencia
semilla humedad
México 22.48 +1.24 Hexano 5.45+0.32
Brazil 28.61 +1.09 Hexano 8.57 £ 0.53 | (Singh, et al., 2000)
Brazil 23.9 Eter de petrdleo - (Neuza & C., 2015)
) (Prakash & Priya,
India 46.83 £ 0.29 Hexano 4.3
2015)
Malasia 29.8+ 0.5 Eter de petrdleo | 4.43 +£0.07 | (Ismail, et al., 2010)

Figura 16. Extraccion de aceite por el método de Soxhlet en semillas de mel6n residual
(Cucumis melo var. cantaloupe)



6.3 Rendimientos de extractos con disolventes polares

La harina desengrasada se sometio a una extraccién secuencial empleando las técnicas de
Soxhlet, maceracion y sonicacion con diferentes disolventes polares: acetona, etanol y

metanol.

Los rendimientos obtenidos de cada extraccion se presentan en la Gréfica 2, donde se observa
que en la técnica de Soxhlet se obtiene los mayores rendimientos, utilizando metanol se
extrae una mayor cantidad de extracto siendo un 24.27% mejor que sonicacion por 30

minutos.

Para la extraccion por maceracion se obtuvo que la extraccidén con acetona es ligeramente
mayor que el metanol. Para el caso de la extraccion asistida por sonicacion, se observa que
en cada uno de los diferentes tiempos (30, 45, 60, 75 minutos), el metanol es el disolvente

con mayor capacidad de extraccion.

6,00
o &
<) n ~
2500 < ¢
Q
o
= un
3 4,00 S
] )
©
2 3,00 ~
c —
2 5
E " ™ in
3 200 5 R 208
2 g28- RE- g3R_- 3
< 1,00 o°I°°IOOIo‘
HEE BN BER B
30 min. 45 min 60 min. 75 min.
Soxhlet Maceracion Sonicacién

M Acetona Etanol ® Metanol

Graéfica 2. Rendimientos de los extractos de la semilla de mel6n, empleando la técnica de

Soxhlet, maceracién y sonicacion, con diferentes disolventes polares de manera secuencial



6.4 Cuantificacion de polifenoles por el método de Folin- Ciocalteu

Las semillas de melon contienen compuestos polifendlicos, los cuales tienen actividad
antioxidante, debido a lo anterior se investigd el contenido de fenoles totales en los diferentes

extractos empleando el método de Folin-Ciocalteu (Neuza & C., 2015).

En la Tabla 6, se resume los resultados obtenidos del contenido de polifenoles presentes en
las semillas de mel6n, extraidos por diferentes técnicas y disolventes con su respectiva

desviacion estandar y comparacion de medias.

Tabla 6. Contenido de polifenoles totales presentes en las semillas de melén

Técnica Fenoles totales (mg de EAG/g de extracto)
Soxhlet acetona 1.252 +0.065 #
Soxhlet etanol 3.908 +0.447°
Soxhlet metanol 6.375 +0.800 ©
Maceracion acetona 3.435+0.106 2
Maceracion etanol 11.968 + 0.447 ®
Maceracion metanol 14.613 + 0.956 ¢
Sonicacién metanol 30 min. 12.909 + 0.340 ®
Sonicacion metanol 45 min. 13.510 + 2.965 ®
Sonicacion metanol 60 min. 15.745 + 2550 P
Sonicacién metanol 75 min. 9.862 £ 0.187 @

n=3, promedio + desviacion estandar

Analisis estadistico por tipo de tecnica de extraccion. Superindices *© significan diferencia
significativa (p<0.05), donde a es menor contenido y ¢ es mayor contenido

La técnica que presenta la mayor cantidad de polifenoles totales es el extracto obtenido por
sonicacion metanol de 60 minutos (15.745 + 2.550 mg de EAG/g de extracto) > metanol por
maceracion (14.613 + 0.956 mg de EAG/g de extracto) > sonicacion metanol de 45 minutos
(13.510 = 2.965 mg de EAG/g de extracto), extrayendo una mayor cantidad de polifenoles
totales independientemente del método utilizado con metanol, lo cual concuerda con lo

reportado (Turkmen, et al., 2006).



Llevando un anélisis mas detallado para las técnicas de Soxhlet y maceracidn se muestra en
la Gréafica 3, donde se puede observar gque el extracto con mayor contenido polifendlico es el
metanolico obtenido por maceracion (14.613 £ 0.956 mg de EAG/g de extracto), seguido del
etandlico obtenido por el mismo método (11.968 + 0.544 mg de EAG/g de extracto),
extrayendo mayor cantidad de polifenoles por la técnica de maceracion en los tres disolventes

empleados.

Por otro lado, los extractos con menor contenido de polifenoles totales se obtuvieron
empleando acetona como disolvente en los métodos Soxhlet y maceracion (1.252 + 0.065 y
3.435 £ 0.106 mg de EAG/g de extracto respectivamente).
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Graéfica 3. Polifenoles totales en los extractos de semilla de mel6n residual, empleando los
métodos de extraccion Soxhlet y maceracion; evaluando con el método de Folin-Ciocalteu,

(concentracion expresada en mg de equivalentes de acido galico)

En el caso de los extractos obtenidos mediante sonicacion, se realizaron pruebas preliminares
para determinar la presencia de polifenoles totales, dando una respuesta negativa en los
extractos de acetona (30, 45, 60, 75 minutos). En la extraccion etandlica solo fue posible

evaluar la muestra en el tiempo de 30 minutos, con una cantidad de polifenoles totales muy

>[a <



baja (2.356 + 0.028 mg de EAG/g de extracto). En el tiempo de 60 minutos, se obtiene un
maximo de polifenoles totales (15.745 + 2.550 mg de EAG/g de extracto), un tiempo mayor
produce un decaimiento en el contenido de polifenoles totales (9.862 +0.187 mg de EAG/g

de extracto), ver Gréfica 4.

Analizando estadisticamente con la prueba de Tukey solo existe diferencia significativa entre
las medias de los extractos obtenidos 60 y 75 minutos, por lo que podria explicarse con la

degradacién de los polifenoles después de cierto tiempo de sonicacion (Yue, et al., 2012).
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Gréfica 4. Polifenoles totales en los extractos de semilla de melén residual, empleando la
extraccion mediante sonicacion en diferentes tiempos 30, 45, 60 y 75 minutos con metanol;
evaluado con el método de Folin-Ciocalteu, (concentracion expresada en mg de equivalentes

de &cido gélico)

Utilizando metanol y empleando sonicacion para la extraccion por 60 minutos se compara la
semilla de mel6n de México (15.745 £ 2.550 mg de EAG/g de extracto) con un valor
reportado de la semilla procedente de Malasia (2.85 + 0.21 mg de EAG/g de extracto),
existiendo en la semilla de melén mexicano una cantidad mayor de polifenoles totales,

pudiendo deberse este resultado al tipo de region (Igbal, et al., 2010).



En el presente trabajo se establece que para la extraccion de compuestos polifendlicos el
método de sonicacion es mas eficiente a comparacion de los métodos convencionales
(Soxhlet y maceracion), debido a que se utiliza menos disolvente y se obtiene el extracto en

un menor tiempo (Abid, et al., 2014).
Evaluacion de la actividad antioxidante con el reactivo de DPPH

El DPPH es usualmente empleado como sustrato para evaluar la actividad antioxidante de
compuestos que pueden tener capacidad captadora de radicales libres. EI método esta basado
en la reduccion de la absorbancia de la solucién en metanol de DPPH- en la presencia de un
antioxidante donante de hidrégeno, debido a la generacion de la forma no radical DPPH-H.
Un valor inferior de 1Cso tiene una mayor actividad antioxidante, debido a que es la cantidad
minima de la muestra para lograr que reaccione el 50 % del radical DPPH (Alvarez, et al.,
2008).

En la Tabla 7, se resume los resultados de la actividad antioxidante determinada por el
método DPPH en las semillas de mel6n, extraidos por diferentes técnicas y disolventes con

su respectiva desviacion estandar y comparacion de medias.



Tabla 7. Actividad antioxidante de los extractos de semilla de meldn

Técnica de extraccion pPPR
IC 50 (mg/mL)

Soxhlet acetona 25.909 + 0.362 °
Soxhlet etanol 8.414 +£0.295¢2
Soxhlet metanol 41.768 +0.999 ©
Maceracion acetona 10.841 +0.184°"
Maceracion etanol 0.965 +0.5152
Maceracion metanol 11.839 +0.246 ¢
Sonicacion metanol 30 min. 4.955 £ 0.059 ©
Sonicacion metanol 45 min. 3.703 +£0.046 °
Sonicacion metanol 60 min. 2.676 £0.367 2
Sonicacion metanol 75 min. 4.154 +0.235°

n=3, promedio + desviacion estandar

Analisis estadistico por tipo de técnica de extraccion. Superindices ¢ significan diferencia
significativa (p<0.05), donde a es mayor actividad y ¢ es menor actividad

La técnica que presenta la mayor actividad antioxidante es el extracto obtenido por
maceracion con etanol (0.965 £ 0.515 mg /mL) > sonicacion con metanol 60 minutos (2.676

+ 0.367 mg/mL) > sonicacion con metanol 45 minutos (3.703 + 0.046 mg/mL).

El extracto con mayor actividad fue maceracion con etanol, por lo que no concuerda con lo
esperado, dado a un mayor contenido polifendlico se tiene una mayor actividad antioxidante,
sin embargo, concuerda con el segundo de mayor actividad antioxidante que fue el extracto
metanolico obtenido por sonicacion durante 60 minutos que tiene el mayor contenido de

polifenoles totales (Turkmen, et al., 2006).

Llevando un analisis més detallado de la actividad antioxidante de los extractos obtenidos
por las técnicas de Soxhlet y maceracion, son mostrados graficamente a continuacion
(Grafica 5).
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Gréfica 5. Actividad antioxidante presente en los extractos de semilla de meldn residual,
empleando la extraccion mediante Soxhlet y maceracién utilizando como disolventes
acetona, etanol y metanol. EI método empleado fue inhibicion del radical DPPH

(concentracion expresada en 1Cso)

En la gréfica 5 se observa una mayor actividad antioxidante en los extractos obtenidos por
maceracion, esto puede deberse a la degradacion de polifenoles por el calentamiento
empleado en la extraccion mediante Soxhlet, provocando la degradacion de los compuestos

polifendlicos presentes (Yue, et al., 2012).

Los valores de actividad antioxidante de los extractos obtenidos por sonicacion se encuentran
en la Gréfica 6 observando que para un tiempo de 60 minutos utilizando metanol como
disolvente se obtiene la mayor actividad antioxidante para esta técnica (2.676 + 0.367 mg
/mL) seguido del tiempo de 45 minutos (3.703 £ 0.046 mg/mL) y 75 minutos (4.154 + 0.235
mg/mL).
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Gréfica 6. Actividad antioxidante presente en los extractos de semilla de meldn residual,
empleando la extraccién mediante ultrasonido utilizando como disolvente metanol, en
diferentes tiempos. EI método empleado fue inhibicion del radical DPPH (concentracion

expresada en ICsp)
6.5 Estabilidad oxidativa inducida por almacenamiento acelerado

El aceite se almacend bajo condiciones aceleradas a 55 © C durante un periodo de 21 dias de
acuerdo al método descrito con Chong (2015) con ligeras modificaciones. Se reporta que un
almacenamiento acelerado a 65 ° C, cada dia equivalente un mes de almacenamiento a
temperatura ambiente, dado las condiciones experimentales equivaldran aproximadamente a
un dia (Yim, et al., 2013). Los cambios oxidativos fueron monitoreados con los indices de
acidez, peroxidos y yodo.

6.5.1 Indice de acidez

El indice de acidez se utiliza para determinar los acidos grasos libres contenidos en el aceite.
Este aumenta (Grafica 7) debido al hidrdlisis de los triacilglicéridos y puede ser promovido
por el contenido de humedad (O’Keefe & Pike, 2010).
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Gréafica 7. Indice de acidez de las diferentes muestras a través del tiempo usando como
control aceite de girasol, aceite de girasol adicionado con 150 ppm de extracto de semilla de
meldn y aceite de girasol con 150 ppm de BHT (Butilhidroxitolueno) a 55 ° C por 21 dias

En la Grafica 7 se observa el mayor aumento de acidez se presenta en el control, en los dias
7'y 14. Por otro lado la acidez del aceite adicionado con el extracto presenta un menor indice

a traves del tiempo comparado con el aceite adicionado con BHT y el control.

En la Tabla 8, se muestra los resultados del indice de acidez con su respectiva desviacion

estandar y comparacion de medias.

Tabla 8. indice de acidez en aceite de girasol con extracto de semilla de melén, BHT y

control, almacenado bajo condiciones aceleradas a 55 ° C por 21 dias

Indice de acidez (mg KOH/g muestra)
Muestra\Tiempo 0 7 14 21
Extracto de mel6n 0.12+0.014% | 0.16+0.014% | 0.18+0.010% | 0.22+0.004?
BHT 0.13+0.003% | 0.15+0.003% | 0.2+0.001° | 0.26+0.010°
Control 0.15+0.002% | 0.2+0.012° | 0.17+0.004% | 0.25+0.009°

n=3, promedio + desviacion estandar
Andlisis estadistico para indice de acidez por dia. Superindices ®® significan diferencia
significativa (p<0.05), donde a es menor indice y b es mayor indice



Al analizar estadisticamente por dia, si existe diferencias significativas en las muestras del
aceite bajo el almacenamiento acelerado, se encuentran diferencias a partir del dia 7. En el
dia 7 el control es diferente a los dos aceites adicionados con antioxidante (extracto de meldn
y BHT). En el dia 21 existe una diferencia significativa en el aceite adicionado con el control
comparado con el aceite adicionado con BHT vy el control, por lo que el aceite adicionado

con extracto de meldn presento una menor hidrélisis de los triacilglicéridos.
6.5.2 Indice de yodo

El aceite de girasol contiene 70% de &cidos grasos poliinsaturados, estos son susceptibles a
la oxidacién lipidica (Zhang, et al., 2010). Durante su almacenamiento los enlaces dobles son
atacados por radicales libres, provocando la oxidacion en los dobles enlaces (O’Keefe &
Pike, 2010).

En la Gréfica 8, se observa como el aceite de girasol adicionado con antioxidantes (extracto
de mel6on y BHT) retardan la perdida de las dobles ligaduras presentes en el aceite a través

del tiempo comparado con el control.

Asi como en el dia 10 se alcanza el minimo permitido por la norma para el indice de yodo en
el control, en el aceite adicionado con extracto de melon es hasta el dia 19, por lo que retarda
la perdida de insaturaciones por 9 dias mas comparo con el control. Sin embargo, el aceite
adicionado con BHT e el dia 21 todavia no presenta el valor minimo permitido, por lo que es

mas eficiente comparado con el extracto de melén (NMX-F-265-SCFI-2005).
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Gréfica 8. indice de yodo de las diferentes muestras a través del tiempo usando como control
aceite de girasol, aceite de girasol adicionado con 150 ppm de extracto de semilla de meldn
y aceite de girasol con 150 ppm de BHT (Butilhidroxitolueno) a 55 °© C por 21 dias

En la Tabla 9, se muestra los resultados del indice de yodo con su respectiva desviacion
estandar y comparacién de medias.

Tabla 9. indice de yodo en aceite de girasol con extracto de semilla de melén, BHT y control,
almacenado bajo condiciones aceleradas a 55 ° C por 21 dias

indice de yodo (centigramos de I»/g muestra)
Muestra\Tiempo 0 7 14 21
Extracto de mel6n | 127.50 +34.11% | 136.33+3.89°% | 132.83+25.64% | 110.76 £ 8.43°
BHT 129.70+14.02% | 133.18+6.73% | 131.62+1.10% | 123.61+282°%
Control 12954 +3.61% | 121.73+21.65% | 113.83+2.19% | 9540+7.90%

n=3, promedio + desviacion estandar
Andlisis estadistico para indice de yodo por dia. Superindices ®® significan diferencia

significativa (p<0.05)
Durante los 21 dias de almacenamiento acelerado el decaimiento sigue el siguiente orden:

control > Extracto de melén > BHT ver Gréafica 8. Donde no existe diferencia significativa
entre las muestras por dia (p>0.05).



6.5.3 Indice de peroxidos

Los perdxidos son productos de la oxidacién primaria de los lipidos. Puede descomponerse
en productos secundarios no volatiles y volatiles, lo que deteriorara la calidad del aceite. Este

es un indicador de la etapa inicial de los cambios oxidativos (O’Keefe & Pike, 2010).

En la Grafica 9, se observa un incremento en las muestras de peroxidos durante su
almacenamiento, siendo la muestra control con el mayor indice en los dias 14 y 21 comparado

con el aceite adicionado con extracto de melon y BHT.

Asi como en el dia 10 se alcanza el maximo permitido para perdxidos en el control y aceite
adicionado con BHT, para el aceite adicionado con extracto de mel6n hasta el dia 14 llega al
maximo de acurdo al Codex Alimentarius, cualitativamente es méas eficiente el aceite
adicionado con extracto de melén (CODEX STAN 19-1981, 2015).
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Gréfica 9. Indice de peroxidos de las diferentes muestras a través del tiempo usando como
control aceite de girasol, aceite de girasol adicionado con 150 ppm de extracto de semilla de

meldn y aceite de girasol con 150 ppm de BHT (Butilhidroxitolueno) a 55 ° C por 21 dias

En la Tabla 10, se muestra los resultados del indice de perdxidos con su respectiva desviacion

estandar y comparacion de medias.



Tabla 10. indice de peroxidos en aceite de girasol con extracto de semilla de melon, BHT y

control, almacenado bajo condiciones aceleradas a 55 ° C por 21 dias

indice de perdxidos (meq peroxidos/Kg muestra)
Muestra\Tiempo 0 7 14 21
Extracto de mel6n 3.26+0.01% | 856+1.93°% 9.84+£0.05% 10.95+1.93%
BHT 3.26 £0.03% 752+1.74°% 14.20+£3.83° 13.10 £ 0.07 ®
Control 3.24+0.03° 6.52£0.02% 15.25+1.84°% 15.27 +1.89"

n=3, promedio + desviacion estandar

Andlisis estadistico para indice de peroxidos por dia. Superindices #° significan diferencia
significativa (p<0.05)

Al analizar estadisticamente por dia, si existe diferencias significativas en las muestras del
aceite bajo el almacenamiento acelerado, se encuentra solo diferencia en el dia 21 en donde
la muestra con extracto de melon tiene el menor indice de perdxidos y es diferente comparado
el control. Por lo que el aceite con extracto de meldn retarda de una manera eficiente las

reacciones de autoxidacion.

Los efectos antioxidantes en la inhibicion de formacion de perdxidos se atribuyen a la
presencia de compuestos polifenoles (Magsood, et al., 2013). Estos retardan el proceso de

oxidacion lipidica. La variacion depende de su estructura (Magsood, et al., 2014).



5 CONCLUSIONES

v’ Para la obtencion de los extractos se tiene un mayor rendimiento utilizando metanol
como disolvente para las técnicas de Soxhlet y sonicacidn. En el caso de maceracion

es utilizando acetona.

v' El extracto obtenido a los 60 minutos de sonicacion con metanol present6 un mayor
contenido polifenolico (15.746 mg de EAG/g extracto), extrayendo un 40.49% mas

que la técnica de Soxhlet con el mismo disolvente.

v' El extracto etanolico obtenido por maceracion tuvo la mayor actividad antioxidante
(ICs0 de 0.965 mg/mL), siendo 8 veces mayor que el extracto etandlico con la técnica
de Soxhlet.

v Al comparar el efecto antioxidante del extracto de semilla de meldn con el control y
el aceite adicionado con Butilhidroxitolueno (BHT) en las pruebas de estabilidad
oxidativa (indice de acidez e indice de perdxidos), demostraron que el extracto de

melon fue mas eficiente en retardar el proceso de oxidacion.
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