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RESUMEN

Los lipidos de los alimentos sufren un proceso de oxidacién; un conjunto de
reacciones inevitables que conducen a la formacion de productos volatiles, los
cuales afectan su calidad nutricional, haciéndolos inaceptables para el consumo
humano. Para evitarlo, se utilizan antioxidantes sintéticos que retrasar estos
procesos con la consiguiente prolongacion de la vida atil del alimento. Sin embargo
se pretende el uso de antioxidantes de origen natural ya que estos tienen mayor
aceptacion por el consumidor. Algunas investigaciones sobre la sandia (Citrullus
lanatus) han destacado sus altos contenidos de nutrientes esenciales, los efectos
antiinflamatorios y la actividad antioxidante que presentan las diferentes partes del
fruto (corteza, pulpa y semilla). En esta investigacion se evaluaron los posibles
antioxidantes presentes en la semilla de sandia mexicana residual (Citrullus
lanatus). Se realiz6 una comparacion de métodos de extraccion para determinar

cudl de ellos es el mas eficiente: Soxhlet, maceracién y sonicacion.

Se determiné el contenido de polifenoles totales mediante el método de Folin-
Ciocalteu, dando los siguientes resultados: Soxhlet etanol 59.879 mg de EAG/g de
extracto > Sonicacion metanol 75 min 51.498 mg de EAG/g de extracto > Sonicacion
metanol 60 min 51.310 mg de EAG/g de extracto. La actividad antioxidante se determiné
usando el radical 1,1-difenilpicril-hidrazilo (DPPH) obteniendo los resultados que a
continuacion se muestran expresados en ICso: Maceracion acetona 0.7088 mg/mL <
Soxhlet metanol 0.7525 mg/mL < Maceracion metanol 0.8389 mg/mL < Sonicacion metanol
75min 1.0068 mg/mL

Finalmente se llevd a cabo una comparacion entre el extracto de sonicacion
metanalico a los 75 minutos y el antioxidante sintético BHT (butilhidroxitolueno) para

determinar la eficiencia en la estabilizacion de los aceites vegetales.
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INTRODUCCION

Los residuos de alimentos se producen en toda la cadena de produccién y consumo,
recientes informes de la FAO (Food and Agriculture Organization) estiman que hasta
un 50 % de los alimentos producidos en el mundo se pierde antes y después de
llegar al consumidor final. La industria de alimentos produce grandes cantidades de
residuos, entre estos se encuentran los provenientes de las frutas, residuos que
pueden ser aprovechados de diversas formas. Recientemente ha tomado un auge
el uso de estos residuos para reducir la contaminacién ambiental en algunos paises
ya que estos son fuente importante en la obtencion de biogés, en la extracciéon de

aceites esenciales, pectinas, flavonoides, polifenoles, entre otros.

En el caso particular de la sandia (Citrullus lanatus), su produccion en México es de
946,458.12 toneladas anuales. De esta cantidad sélo se aprovecha la pulpa,
desechandose cascara y semilla. Sin embargo, las semillas pueden aprovecharse
ya que estas contienen 21.9% de aceite, el cual es valorado por sus propiedades
nutrimentales o farmacoldgicas. Aunque se han publicado estudios sobre la
actividad antioxidante de extractos de semilla de sandia, no existen analisis de este
tipo en semillas de este fruto cultivado en México. El presente trabajo tiene como
objetivo principal: la evaluacion de posibles antioxidantes presentes en la semilla de
sandia mexicana residual (Citrullus lanatus), con el propésito de poder incorporar el
extracto obtenido y usarlo como antioxidante en un aceite comestible, como una
alternativa mas segura y efectiva que pueda sustituir a los antioxidantes sintéticos
(BHA y BHT).
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar los posibles antioxidantes presentes en la semilla de sandia mexicana
residual (Citrullus lanatus), con el propdsito de poder incorporar el extracto obtenido

y usarlo como antioxidante en un aceite comestible.
Objetivos particulares

e Definir el método de extraccibn que proporciona el mayor rendimiento
(Soxhlet, maceracion y sonicacion), utilizando como disolventes, metanol,
etanol y acetona.

e Determinar cuél es el procedimiento y disolvente que presenta mayor
concentracion de polifenoles totales y actividad antioxidante, empleando los
métodos de Folin-Ciocalteu y DPPH respectivamente.

e Evaluar el extracto que presenta las mejores caracteristicas de rendimiento,
cantidad de polifenoles y actividad antioxidante en la estabilizacion de aceite
de girasol comparandolo con el antioxidante sintético BHT.

HIPOTESIS

La semilla de sandia mexicana residual (Citrullus lanatus), sera una opcion viable
como fuente de antioxidantes naturales que pueda sustituir al empleo de

antioxidantes sintéticos.
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CAPITULO 1
MARCO TEORICO

1.1 Residuos

Los residuos se definen formalmente como los materiales o productos que se
desechan ya sea en estado soélido, semisdlido, liquido o gaseoso, que se contienen
en recipientes o depdsitos, y que necesitan estar sujetos a tratamiento o disposicién
final con base en lo dispuesto en la Ley General para la Prevencion y Gestion
Integral de los Residuos (LGPGIR, 2003). Los residuos se clasifican de acuerdo a
sus caracteristicas y origenes en tres grupos: residuos sélidos urbanos (RSU),
residuos de manejo especial (RME) y residuos peligrosos (RP) (Figura 1).

Residuos de
Manejo
Especial
(RME)

Residuos .
Residuos

Solidos Peligrosos
Urbanos (RP)

h &

(RSU)

Figura 1. Clasificacion de residuos de acuerdo a sus caracteristicas y origen.
Fuente: LGPGIR, 2003.
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1.1.1 Residuos sélidos urbanos (RSU)

Los residuos sélidos urbanos son aquellos generados en las casas habitacion, que
resultan de la eliminacion de materiales organicos e inorganicos. Estos materiales
provienen de las actividades domésticas, de actividades dentro de establecimientos
0 en via publica. Los cuales pueden ser envases, embalajes o empaques de los
productos que se consumen, siempre gue no sean considerados por esta Ley como
residuos de otra indole (SEMARNAT?, 2017).

En México se generaron diariamente 102,895 toneladas de RSU en el afio 2017, de
las cuales se recolectdé un 83.93% y el 78.54% se colocaron en sitios de disposicion
final, reciclando Unicamente el 9.63% de los residuos generados. En el pais sigue
predominando el manejo basico de los RSU, que consiste en recolectar y disponer
los residuos en rellenos sanitarios, desaprovechando aquellos residuos que son
susceptibles a reincorporarse al sistema productivo. Lo anterior disminuye la
demanda y explotacion de nuevos recursos, a diferencia de paises como Suiza,
Paises Bajos, Alemania, Bélgica, Suecia, Austria y Dinamarca; donde la disposicion
final de los residuos es de menos del 5% en rellenos sanitarios. (SEMARNAT °,
2017).

1.1.2 Residuos de alimentos

Los residuos alimentarios pueden definirse como la materia organica que se ha
generado en las diferentes etapas de la cadena de procesamiento de los productos
destinados al consumo humano. La produccion de estos residuos abarca todo el
ciclo de vida de los alimentos: desde la cosecha hasta la fabricacion y elaboracién

industrial, el consumo minorista y el consumo de los hogares (Ki Lin, 2013).

En los paises desarrollados el 42% de los residuos de alimentos son producidos en
los hogares (Figura 2), mientras que el 39% se producen en la industria
manufacturera de los alimentos, el 14% en el sector de los servicios alimentarios y

el 5% en comercio y distribucion (Mirabella et al., 2014).
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Residuos alimentarios

® Hogares
B [ndustria manufacturera
Servicios alimentarios

B Comercio y distribuciéon

Figura 2. Produccion de residuos alimentarios en paises desarrollados.
Fuente: Mirabella et al., 2014

La gran cantidad de residuos producidos por la industria alimentaria, ademas de ser
una gran pérdida de materiales valiosos, también plantea serios problemas de
gestién, tanto desde el punto de vista econémico como ambiental (Mirabella et al.,
2014).

1.1.2.1 Gestion de residuos de alimentos

El aumento en la generacion de residuos soélidos asociado al crecimiento
poblacional y la globalizacion que genera una cultura consumista, ha llevado a la
aplicacion de tecnologias apropiadas para la disposicion final de residuos sélidos
gue permitan un control racional de su impacto al medio ambiente y a la salud
publica. Es por esto que la implementacion de acciones para el aprovechamiento
de los residuos sélidos organicos, es fundamental para su gestion integral (Jaramillo
& Zapata, 2008).

Los residuos alimentarios son inevitables, siempre estaran presentes en la
produccion de alimentos, por lo que se sigue un plan de manejo integral de residuos
sélidos (Figura 3), el cual consiste en: minimizacién de los residuos, recoleccién,

separacioén y utilizacion, reciclaje, valorizaciéon y disposicion final (LRSDF, 2003).
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Minimizacion
de los

residuos

Figura 3. Plan de manejo integral de residuos sélidos.
Fuente: LRSDF, 2003

1.1.2.2 Valorizacion de residuos alimentarios

La valorizacion de residuos se define como el conjunto de acciones asociadas cuyo
objetivo es recuperar el valor remanente o el contenido energético de los materiales
que componen los residuos, mediante su reincorporacién a procesos productivos,

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

Los residuos producidos en las diferentes etapas de la cadena de suministro de
alimentos (desde la produccién, el manejo post-cosecha, el procesamiento, la
distribucion y el consumo) se caracterizan por no ser de interés en el proceso que
los generd pero pueden utilizarse o transformarse para generar un producto con
valor comercial (Saval, 2012). Lo anterior es posible debido a que en diversos
estudios de composicion de residuos vegetales se sugiere la presencia de una
amplia gama de compuestos bioactivos encontrados en diferentes fracciones
residuales (Banerjee et al., 2017). Estas valiosas moléculas funcionales son
esencialmente metabolitos primarios y secundarios de las plantas, tales como:
biopolimeros, carotenoides, pectina, ceras, acidos grasos, flavonoides, polifenoles
entre otros compuestos, los cuales tienen un alto valor comercial para diferentes
industrias (Pfaltzgraff et al., 2013).
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La disponibilidad mundial de los residuos de alimentos y su potencial no explotado
ha alentado a los investigadores a realizar estudios detallados acerca de su valor
agregado (Banerjee et al., 2017). Para ello se necesitan de tecnologias actuales
capaces de recuperar, reciclar y dar sustentabilidad a la obtencion de compuestos
de alto valor agregado. Un ejemplo de estas tecnologias es la biorrefineria, basada
en biomasa y residuos como materia prima, que combina procesos bioldgicos,
térmicos y quimicos, que aprovechan las sinergias existentes entre las distintas
tecnologias (sostenibles y de bajo impacto ambiental), dando como resultado un

completo abanico de valiosos productos (Ki Lin et al., 2013).

1.1.2.2.1 Criterios parala seleccion de residuos con fines de aprovechamiento

A través de los afios se han definido principios para la seleccion de residuos que
pueden ser aprovechados con fines biotecnoldgicos (Saval, 2012). Los siguientes

criterios son algunos de ellos:

e Elresiduo debe estar disponible localmente y en las cantidades necesarias para
asegurar la fabricacién de un producto de interés.

¢ No debe tener otras aplicaciones 0 usos que compitan con el proceso que se
pretende promover.

e Que no requiera pretratamiento, y en caso de requerirlo, que éste sea sencillo y
econoémico.

e La disponibilidad del residuo debe permitir planificar el proceso para el cual se
va a utilizar.

e El residuo debe ser resistente al ser sometido a extracciones para recuperar
alguno de sus componentes que tenga un mercado demandante.

e El residuo debe ser estable, es decir, que no se descomponga facilmente bajo

las condiciones ambientales del sitio donde se genera.
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1.1.2.2.2 Ejemplos de valorizacion de residuos de frutas

La valorizacion de residuos como aditivo para la mejora del suelo es un enfoque
comun que se sigue ampliamente en muchos paises. El compostaje tiene una larga
historia en la agricultura y se ha utilizado para promover la productividad agronémica
durante siglos (Sener et al., 2015). Sin embargo en la actualidad, existen otros
ejemplos de valorizacion de residuos de alimentos como la generacion de
electricidad a través de la digestion anaerdbica, generacion de combustible
mediante la conversién de celulosa en bioetanol, produccion de alimentos para
animales y la extraccion de pectina, flavonoides y D-limoneno a partir de la cascara

de naranja (Pfaltzgraff et al., 2013).

La cascara, pulpa y semillas de residuos de alimentos pueden ser una buena
materia prima para la recuperaciéon de compuestos bioactivos tales como pectina,
lipidos, flavonoides, fibras dietéticas, etc. (Banerjee et al., 2017). Por ejemplo, los
fenoles y carotenoides de los subproductos de la fruta, podrian aplicarse como
conservadores naturales de alimentos o bebidas, ya que prolongan la vida util del
producto, retrasando la formacion de sabores desagradables y rancidez
(Oreopoulou & Tzia, 2007: Galanakis, 2012).

En la Tabla 1 se muestran algunos ejemplos de compuestos bioactivos obtenidos

de diferentes residuos vegetales:
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Tabla 1. Compuestos bioactivos obtenidos de residuos de frutas.

Cascara de naranja
Semillas de tamarindo
Cascara de mango
Cascara de granada
Semillas de guayaba
Céscara y semilla de
mango

Residuos de germen de
trigo

Cascara de naranja
Céscara de pepino
Cascara de jitomate
Residuos de uva
Pericarpio y semillas de
litchi

Cascara de jitomate
Cascara de mango
Cascara de papaya

Céscara de sandia
Céascara de mango
Céscara de citricos
Corteza de sandia
Semillas de tamarindo

Céascara de manzana

Peddnculo de platano

Colorante alimentario

Aditivo alimentario:

Aditivo alimentario

Antioxidante

Antioxidante

Antioxidante

Antioxidante

Antioxidantes

Antioxidante

agente espesante

Fibra dietética

Anticancerigeno

Antioxidante

(Cam et al., 2014)

(Kothari & Seshadri,
2010)

(Attard et al., 2014)

(Yuetal.,
2007)

(Huchin et al., 2013)

(Al-Sayed & Ahmed,
2013)
(Emaga et al., 2008)

(Al-Sayed & Ahmed,
2013)
(Milner &
Romagnolo, 2010)
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1.1.3 Sandia y valorizacion de sus residuos

La sandia (Citrullus lanatus) pertenece a la familia Cucurbutaceae y es un fruto
originario de Africa, aunque hoy en dia se cultiva de manera extendida por todo el
mundo (SIAP, 2017). Citrullus lanatus incluye tres subespecies: Citrullus lanatus
subsp. lanatus, que crece de forma natural en el sur de Africa; Citrullus lanatus
subsp. mucosospermus, que tiene grandes semillas comestibles con un pericarpio
carnoso y Citrullus lanatus subsp. Vulgaris (Figura 4), que representa el dulce grupo
que dio origen a la sandia moderna que se cultiva. Esta cucurbitdcea es un
importante cultivo, que representan el 7% de la superficie mundial dedicada a la
produccion de hortalizas, por lo que es una de las cinco frutas frescas mas

consumidas (Guo et al., 2013).

Figura 4. Citrullus lanatus subsp. Vulgaris.
1.1.3.1 Composicion quimica de la sandia

La sandia es una fruta tropical que contribuye a la dieta de los humanos, la pulpa
es consumida debido a sus aportes nutritivos, contiene un 91% de agua en peso y
es una fuente rica de compuestos biodisponibles que incluyen licopeno, B-

caroteno y otros carotenoides, citrulina, y vitaminas Ay C (Tamburini et al., 2017).
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No obstante a las semillas se les da poca importancia y es comun desecharlas, sin
embargo su composicion quimica (Wani et al., 2007) indica que es rica en proteinas,
carbohidratos, fibra y gran cantidad de acidos grasos insaturados, monoinsaturados
y poliinsaturados (Tabla 2), asi como vitaminas, minerales, aminoacidos esenciales

como triptéfano y leucina (Tarek & Khaled, 2001).

Tabla 2. Composicion quimica de las semillas de sandia (Citrullus lanatus).

Humedad 6-7
Lipidos 21.9
Carbohidratos 26.3
Celulosa 31
Hemicelulosa 17
Proteina cruda 16.3-17
Cenizas 2.4
Fibra cruda 22.2

Fuente: Wani et al., 2007
1.1.3.2 Importancia de la sandia en México (produccidn y exportacién)

México es de los principales productores de frutos en el mundo, la produccién anual
de sandia es de 946,458.12 toneladas, ocupa el primer lugar de exportacién de
sandia en el mundo, provee el 22.9% del comercio mundial. Como se muestra en la
Figura 5, en el afio 2016, los estados con mayor produccion de sandia fueron
Sonora con 440,106 toneladas, Jalisco 123,175 toneladas y Chihuhua con 97,222
toneladas (SAGARPA, 2017).
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PRODUCCION MEXICANA DE SANDIA

Resto 15%

Chiapas 3% Sonora 37%
Colima 3%

Oaxaca3%

Nayarit4%

Campeche 4%

Guerrero 5%

Jalisco 10%

Chihuahua 8%

Figura 5. Produccion de sandia en México en el afio 2016.
Fuente: SAGARPA, 2017

El mayor exportador de sandia del mundo en el afio 2016 fue México. El volumen
gue destind al mercado externo represent6 el 64.2% de la produccién nacional de
la fruta, por la cual obtuvo 140.5 millones de délares. Practicamente el total de las
exportaciones mexicanas de la sandia se comercializa en Estados Unidos. Sin
embargo, los mercados potenciales para la exportacién de este fruto mexicano son
Alemania, China y Canada (SAGARPA, 2017).

1.1.3.3 Valorizacién de los residuos de sandia

La industria de sandia produce miles de toneladas de desechos en porciones no
comestibles que presentan un problema ambiental y de manejo. Estos subproductos
podrian reutilizarse, en particular, para obtener compuestos bioactivos (Tarazona et
al, 2011). La biomasa de la sandia se puede categorizar como tres componentes
principales que son: pulpa que contribuye aproximadamente el 68% del peso total,
corteza con el 30% y las semillas con el 2%; siendo la corteza y las semillas de los
principales residuos sélidos generados por varios restaurantes, productores de
zumos de frutas e industrias alimenticias (Prakash et al., 2014).
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La pulpa de sandia contiene gran cantidad de fitonutrientes como el licopeno, un

precursor del B-caroteno, un carotenoide de gran interés debido a su capacidad

antioxidante (Fraser & Bramley, 2004).

La corteza de sandia es una fuente rica de aminoacidos (no esenciales) como la
citrulina, un eliminador de radicales hidroxilo eficiente y un fuerte antioxidante.
Ademas es un intermediario en la sintesis de arginina, un aminoacido esencial que
tiene un papel importante en los sistemas reproductivo, pulmonar, renal,
gastrointestinal, hepatico e inmunoldgico (Collins et al., 2007). Otros compuestos
importantes que se extraen de la corteza de sandia son las pectinas (Prakash et al.,
2014), las cuales son una mezcla compleja de polisacaridos que constituyen
aproximadamente un tercio de la pared celular de la mayoria de las plantas. Estas
pectinas se utilizan como aditivos alimentarios, pueden ser espesantes, aglutinantes
de agua, estabilizantes y sustitutos de grasa texturizante para imitar la sensacion

bucal de los lipidos en alimentos bajos en calorias (Wang et al., 2007).

Por otro lado, las semillas de sandia contienen un alto nivel de proteinas y aceite,
por lo cual, tienen un buen potencial para su uso en formulaciones de alimentos
(Shetty et al., 2012). De acuerdo a diversos estudios se ha encontrado que las
semillas de sandia contienen compuestos fendlicos con actividad antioxidante
(Rahman et al., 2013).

1.2 Antioxidantes

Los antioxidantes son compuestos que inhiben o retardan las reacciones de
oxidacion actuando en la etapa de iniciacion debido a que se combinan
preferentemente con los radicales libres para formar moléculas menos reactivas
(Landines & Zambrano, 2009).

Una de las formas de deterioro de alimentos mas importante es la oxidacion de los
lipidos. Esto representa un factor limitante en la vida util de muchos alimentos
(Monahan, 2012). Entre los métodos empleados para controlar la oxidacion de los

lipidos, el uso de antioxidantes es el medio mas efectivo, conveniente y economico.
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Los fabricantes de alimentos de todo el mundo usan antioxidantes para estabilizar los

lipidos de los alimentos y asi evitar el deterioro de la calidad de estos
productos (Shahidi & Zhong, 2010).

Los antioxidantes pueden clasificarse como sintéticos o naturales, de acuerdo a su
origen (Siddhuraju, 2007). También se clasifican en funcion de su modo de accion, ya
sea como antioxidantes primarios 0 secundarios. Los primarios, como la mayoria de
los compuestos fendlicos, rompen la reaccién en cadena de la oxidacion, mediante la
eliminacién de intermediarios de radicales libres, ya que son capaces de neutralizarlos
mediante la donacion de un atomo de hidrégeno. Los antioxidantes secundarios
pueden evitar o retardar la oxidacion: mediante la supresion del iniciador de la
oxidacion, incluidos iones metélicos, de oxigeno singulete, enzimas pro-oxidantes,
entre otros oxidantes, o mediante la regeneracion de antioxidantes primarios a través

de la reposicién de atomos de hidrégeno (Shahidi & Zhong, 2010).

1.2.1 Antioxidantes sintéticos

Los antioxidantes sintéticos son moléculas de estructura fendlica que tienen
sustituciones alquilicas, estas son obtenidas mediante procesos quimicos y se han
utilizado desde principios del siglo pasado, sin embargo, se han impuesto medidas
de precaucidon con respecto a su uso y se ha restringido su empleo en ciertos
alimentos y en cantidades limitadas debido a su toxicidad (Jeong et al., 2005). A
pesar de lo anterior, estos antioxidantes se siguen utilizando debido a su bajo costo
y a su alta efectividad para prevenir el deterioro oxidativo (Figura 6). Ejemplos de
estos compuestos son: butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT) vy
terbutilhidroxiquinona (TBHQ) (Rajkumar & Naragarajan, 2011).
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Figura 6. Estructuras de antioxidantes sintéticos.
1.2.2 Antioxidantes naturales

Las sustancias antioxidantes se distribuyen ampliamente en los materiales vegetales,
los tejidos animales y los microorganismos, protegiendo a los organismos del estrés
oxidativo y proporcionando antioxidantes naturales a los humanos. Los antioxidantes
se pueden aislar como compuestos puros a partir de fuentes naturales y se usan para
la conservacion de alimentos, suplementos nutricionales y fines medicinales (Shahidi
& Zhong, 2010).

Los antioxidantes naturales se clasifican en enziméticos y no enzimaticos (Figura
7). Entre los antioxidantes enzimaticos se ubican las enzimas superéxido dismutasa,
catalasa, glutation peroxidasa, glutation reductasa y Glucosa-6-fosfato-
deshidrogenasa. Algunos ejemplos de antioxidantes no enziméticos son: vitaminas
y minerales, carotenoides, polifenoles, compuestos organosulfurados vy

nitrogenados no proteicos (Badui, 2006; Singh et al., 2013).
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Figura 7. Clasificacion de antioxidantes naturales.
Fuente: Singh et al., 2013

1.2.2.1 Vitaminas

Las vitaminas conforman un grupo de agentes reductores capaces de donar
electrones a especies oxidadas como los radicales libres o los lipoperoxidos,
neutralizando de esta manera, el potencial oxidativo destructor de estos (Chao et
al., 2002).

e VitaminaC

La vitamina C también conocida como acido L-ascorbico (Figura 8) es un nutriente
requerido para una variedad de funciones biologicas. Es un compuesto derivado del

acido gulonico, el cual se sintetiza a partir de la glucosa (Traber & Stevens, 2011).

El &cido ascdrbico es un antioxidante hidrosoluble que se encuentra principalmente en
vegetales y frutos citricos. Ejerce su efecto antioxidante a través de mudltiples
mecanismos, que incluyen la extincion de diversas formas de oxigeno, la reduccion de
radicales libres y la regeneracién de antioxidantes primarios. El efecto del acido
ascorbico en la estabilidad de los lipidos se debe principalmente a sus interacciones

sinérgicas con otros antioxidantes.
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Muestra una excelente sinergia con a-tocoferol, &cido citrico, butilhidroxianisol (BHA),
butilhidroxitolueno (BHT) y quelantes de metales (Shahidi & Zhong, 2010). En su
estructura, el acido ascorbico presenta un grupo lactona y un par de grupos
hidroxilos asociados a un doble enlace, estos grupos funcionan como agentes
reductores de alta reactividad. En este proceso el &cido ascérbico es oxidado a

acido dehidroascorbico de manera reversible (Djilas & Cetkovic, 2002).

OH

H

Figura 8. Estructura de acido L-ascorbico.

e Vitamina E

La vitamina E (a-tocoferol) constituye uno de los antioxidantes esenciales lipofilicos
mas eficientes (Figura 9). El término vitamina E agrupa a dos familias de
compuestos (tocoferoles y tocotrienoles), de los cuales el tocoferol es el principal
compuesto y esta conformado por cuatro isoformas (a, B, y y 8), siendo el a-
tocoferol el mas activo. Estas sustancias contienen en su estructura un anillo de

cromano y un grupo alcohol en la posicion 6 (Benitez, 2006).

CHs3

Figura 9. Estructura quimica de a-tocoferol.
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La vitamina E, un potente captador de radicales peréxido, es un antioxidante que
rompe cadenas y previene la propagacion de radicales libres en las membranas y
en las lipoproteinas del plasma (Traber & Stevens, 2011). Esta vitamina se
encuentra en una gran variedad de alimentos y es una de las vitaminas de mayor
distribucion. Las principales fuentes son los aceites de soja, cacahuate, algodon,
girasol, ademas de algunas leguminosas (Gatica, 2017).

1.2.2.2 Carotenoides

Los carotenoides son estructural y funcionalmente un grupo muy diverso de
pigmentos naturales del tipo isoprenoide (Fiedor & Burda, 2014). De acuerdo a su
estructura quimica, estos compuestos pueden clasificarse como carotenos, que son
aguellos que en su estructura quimica so6lo contienen carbono e hidrégeno (por
ejemplo, licopeno y B-caroteno), mientras que los carotenoides que ademas de
carbono e hidrégeno contienen oxigeno, reciben el nombre de oxicarotenoides o
xantofilas (Garcia et al., 2004). Los carotenoides estan abundantemente presentes
en las frutas y verduras frescas. Las frutas amarillo-anaranjado-rojas y las verduras
de hoja verde son especialmente ricas en carotenoides nutricionales (Fiedor &
Burda, 2014).

El licopeno (Figura 10) es un pigmento natural, presente principalmente en tomate
y sandia, que pertenece a la familia de los carotenoides y mas precisamente al
subgrupo de los carotenos, ya que esta compuesto exclusivamente por atomos de
carbono e hidrogeno (Cso Hse) (Britton et al., 2004). Como la mayoria de los
carotenoides, el licopeno es un tetraterpeno. Entre los carotenos, el licopeno se

caracteriza por una estructura simétrica y aciclica que contiene dobles enlaces

conjugados linealmente dispuestos (Mller et al., 2015).

Figura 10. Estructura quimica del licopeno.
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1.2.2.3 Polifenoles

Existen alrededor de ocho mil tipos de compuestos polifendlicos, que contienen un
anillo aromatico dentro de su composicidon quimica (Wang et al., 2013). Los
polifenoles son compuestos provenientes del metabolismo secundario de las
plantas y se encuentran naturalmente en alimentos y bebidas de origen vegetal.
Desde el punto de vista quimico se caracterizan por la presencia de uno o0 mas
anillos tipo benceno. Ellos se relacionan directamente con algunas caracteristicas
de los alimentos como son el sabor, color y el valor nutricional. Entre estos
compuestos se encuentran los acidos fendlicos y flavonoides como el acido
cumarico y la quercetina y los taninos, entre los cuales el mas activo biolégicamente
es la epicatequina. Estos fenoles con peso molecular relativamente alto tienen un

poder antioxidante 20 veces mas fuerte que la vitamina E (Padilla et al., 2008).

e Flavonoides

Los flavonoides son una serie de metabolitos secundarios de las plantas. La
estructura quimica bésica de los flavonoides consiste en dos anillos bencénicos (A
y B) enlazados a tres carbonos comunmente ciclados con oxigeno (Figura 11). El
peso molecular de los flavonoides es bajo (Wang et al., 2013).

Debido a que la estructura basica de los flavonoides puede sufrir modificaciones y
adicién de grupos funcionales, estos pueden clasificarse en varias subcategorias
como flavonas, isoflavonas, flavonoides, flavonoles, flavanonas, antocianinas, y

antocianidinas (Crozier et al., 2009).

@]

Figura 11. Estructura bésica de los flavonoides.
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e Antocianinas

Las antocininas son glucdsidos de antocianidinas, pertenecientes a la familia de los
flavonoides (Garzon, 2008). Una de las estructuras simples de la antocianina es la
antocianidina que consiste en un anillo aroméatico que esta conectado a un anillo
heterociclico. Ademas, el anillo heterociclico estd conectado al tercer anillo
aromatico a través de un enlace de carbono (Figura 12) (Konczak & Zhang, 2004).

Estos pigmentos se encuentran ampliamente distribuidos en frutas y flores,
ofreciendo atractivos colores, como anaranjado, rojo y azul (Tonon et al., 2010). El
interés por los pigmentos antocianinos en investigaciones cientificas se han
incrementado en los Ultimos afios, debido no sélo al color que confiere sino a su
probable papel en la reduccién de las enfermedades coronarias, cancer, diabetes,
efectos antiinflamatorios, mejoramiento de la agudeza visual y comportamiento
cognitivo; estos efectos preventivos y terapéuticos, estan principalmente asociados
con sus propiedades antioxidantes (Longo & Vasapollo, 2004; Garzén, 2008).

Ry
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Figura 12. Estructura general de las antocianinas.

e Taninos

Los taninos son productos naturales que estan presentes en varias familias de
plantas (Wang et al., 2013). Son compuestos fendlicos hidrosolubles y tienen

grandes cantidades de anillos fendlicos en su estructura (Figura 13).
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Los taninos se clasifican en dos grupos: hidrolizables y condensados, los ultimos
tienen como nucleo central un alcohol polihidroxilado como la glucosa y grupos
hidroxilo que se encuentran esterificados parcial o completamente ya sea con el
acido galico o el acido hexahidroxidifénico formando los galotaninos y elagitaninos
(Porras & Lopez, 2009).

OH

OH

OH
O

Figura 13. Estructura quimica de un tanino (acido elagico).

1.3 Técnicas para la extraccion de compuestos bioactivos en residuos

vegetales

La extraccién de compuestos bioactivos depende de varios factores, como la técnica
de extraccién, las materias primas y el disolvente que se utilizan (Tiwari, 2015). Las
técnicas convencionales requieren el uso de disolventes organicos, temperatura y
agitacion. Ejemplos de este tipo de técnica incluyen Soxhlet y maceracion. Las
técnicas modernas son verdes o limpias debido al uso reducido de energia y

disolventes amigables con el medio ambiente (Rodriguez et al., 2015).

1.3.1 Técnicas convencionales de extraccion

La extraccion solido-liquido sigue siendo un procedimiento de extraccion mas
comunmente utilizado. Durante muchos afos, las técnicas convencionales han
sido ampliamente aceptadas, principalmente por su facilidad de uso, eficiencia y
amplia aplicabilidad (Qui et al., 2010). Dichos procesos implican el uso de
disolventes como metanol, etanol, acetona, éter dietilico y acetato de etilo, a

menudo mezclados con diferentes proporciones de agua (Stalikas, 2017).
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La eficacia de los métodos de extraccion convencionales depende de la eleccion
del disolvente y la polaridad del compuesto, ya que se necesitan disolventes de
diferentes polaridades para la identificacion y el aislamiento. Un buen disolvente
proporciona baja toxicidad, un punto de ebullicion bajo, transferencia de masa
rapida y no degrada al extracto. El rendimiento de la extraccion también depende

de factores como: la temperatura y el tiempo (Silva et al., 2016).

1.3.1.1 Extraccién por maceracion

La maceracion consiste en triturar la muestra en particulas mas pequefas para
aumentar el area de la superficie y obtener una buena mezcla con el disolvente. La
agitacion en el proceso de maceracion facilita la extraccion de dos maneras:
aumentando la difusién y eliminando la solucién concentrada de la superficie de la
muestra. Este proceso se ha utilizado durante mucho tiempo para obtener aceites

esenciales y compuestos bioactivos (Azmir et al., 2013).
1.3.1.2 Extraccion asistida por Soxhlet

Soxhlet es una técnica de extraccion semicontinua que implica una pequefa
cantidad de muestra seca (triturada), que se coloca en el equipo (Cravotto et al.,
2011). El disolvente se calienta a ebullicion y una vez que dentro del Soxhlet el
liguido condensado llega a cierto nivel, este es sifoneado de regreso al matraz de
ebullicién. El proceso se realiza de forma repetida hasta que se completa el tiempo

de extraccion (Nielsen, 1998).

1.3.2 Técnicas modernas de extraccion

Se han investigado varias técnicas novedosas de extraccion que resuelven algunas
deficiencias de las técnicas convencionales. Los nuevos métodos de extraccion son
procesos en donde el objetivo es aumentar el rendimiento de los compuestos de
interés, siendo amigables con el medio ambiente (Baiano, 2014). Para ello es

necesario que estas nuevas técnicas cumplan con ciertas caracteristicas:
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e Simplesy rapidos.
e Aumentar el rendimiento de los productos de interés.
e Evitar el dafio sobre los compuestos de interés.

e Ecoldgicos (evitando o minimizando el empleo de sustancias contaminantes).

Las posibles alternativas para extraer compuestos bioactivos que recientemente
han ganado un gran interés debido a su simplicidad son: extraccion asistida por
microondas, extraccion por fluidos supercriticos y extraccion asistida por ultrasonido
(Solanaa et al., 2015).

1.3.2.1 Extraccion asistida por ultrasonido

La extraccion asistida por ultrasonido (EAU) es un ejemplo de técnica de extraccion
alternativa. Esta técnica ofrece muchas ventajas con respecto a los procedimientos
de extraccion convencionales, tales como: selectividad, alta eficiencia y
productividad, calidad mejorada, consumo bajo de energia, tiempo de extraccidon
reducido y menor consumo de disolvente, riesgos quimicos y fisicos reducidos,
ecologico, econémico y alto nivel de automatizacion (Wong et al., 2015). El
ultrasonido se ha utilizado para extraer moléculas y diversos biomateriales, incluidos
polisacéaridos, aceites esenciales, proteinas, péptidos, colorantes, pigmentos y

compuestos bioactivos (Briones et al., 2015; Tiwari, 2015).

El ultrasonido es un tipo especial de onda de sonido que oscila entre 20 kHz y 100
MHz. La extraccion asistida por ultrasonido produce un fenébmeno conocido como
cavitacion, que implica la produccién, el crecimiento y el colapso de las burbujas
(Azmir et al., 2013). Este fendmeno puede ser indirecto o directo. Cuando el
ultrasonido se aplica directamente al medio sin ninguna barrera, proporciona una
intensidad que es aproximadamente 100 veces mayor que la sonicacion indirecta,
la cual utiliza un bafio de agua, en donde las ondas deben transferirse a traves del

agua para llegar a la muestra (Kek et al., 2013).

La temperatura, presion, frecuencia y tiempo de sonicacidon son factores que regulan
la accion del ultrasonido (Vinatoru, 2001; Rajha et al., 2015; Rosell6 et al., 2015).
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1.3.2.2 Extraccion asistida por microondas

Las microondas, por su naturaleza, son radiaciones electromagnéticas no
ionizantes, con una frecuencia que oscila entre los 0,3 y 300 GHz, correspondiente
a una longitud de onda de 1 m a 1 mm, que se caracteriza por desplazarse en forma
de ondas sinusoidales. Su principal efecto, cuando interactian con un material

receptivo, es de naturaleza térmica (Jain et al., 2009).

La extraccidbn asistida por microondas mediante disolvente consiste en el
calentamiento de este Ultimo en contacto con la muestra. El proceso implica la
perturbacion de los enlaces por puente de hidrogeno, como resultado de la rotacion
de dipolos por la radiacion en las moléculas y la migracion de iones (Salomoén et al.,
2013); con la consiguiente penetracion del solvente en la matriz solida por difusién
y el soluto (compuestos de interés) se disuelve para alcanzar una concentracion
que esté limitada por las caracteristicas del sélido (Bromberger et al., 2017). Aceites
esenciales, antioxidantes, pigmentos, aromatizantes y otros compuestos organicos,

pueden separarse de manera eficiente utilizando este método (Li et al., 2013).

1.3.2.3 Extraccién por fluidos supercriticos

La extraccion supercritica se caracteriza por cambios en la temperatura y la presion,
que transforma el gas en un fluido supercritico (Figura 14) (Bromberger et al., 2017).
La extraccion supercritica se usa principalmente para aislar compuestos bioactivos
no polares como carotenoides vy lipidos, debido al hecho de que los disolventes
utilizados en esta técnica son de naturaleza apolar. Sin embargo una opcion para la
extraccibn de compuestos polares, como los flavonoides, es la adicién de

modificadores como etanol, metanol, agua y acetona (Herrero et al., 2013).
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Figura 14. Sistema de fluidos supercriticos.

Los fluidos supercriticos presentan propiedades de transporte deseables como: baja
viscosidad, que permiten extenderse mas facilmente dentro de la matriz solida y
baja tension superficial lo que provoca una rapida penetracién del solvente en el
sélido y por consiguiente, mayor eficiencia de extraccion (Pouliot et al., 2014). Entre

los fluidos supercriticos mas utilizados se encuentran propano, agua y COa.

El diéxido de carbono (CO2) se utiliza como fluido supercritico por tres razones

principales (Brunner, 2005; Silva et al, 2016):

e Es inofensivo para la salud humana y el medio ambiente, ya que es una
sustancia no téxica, no inflamable y clasificada como GRAS.

e Su temperatura critica es moderada (31.2°C), esto es importante debido a que
pueden preservarse los compuestos bioactivos en los extractos.

e El extracto se aisla del aire y la luz, para evitar reacciones de oxidacion.

El uso de CO:2 es una alternativa en la extraccion de antioxidantes naturales a partir
de hierbas vegetales, frutas, verduras entre otros (Song et al., 2016). Sin embargo

para ello se necesita la presencia de disolventes polares como el etanol.
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1.4 Métodos para la cuantificacion de polifenoles

La investigacion sobre antioxidantes ha recibido un interés creciente debido a que
los antioxidantes naturales estan ganando importancia por sus beneficios para la
salud humana en comparacion con los antioxidantes sintéticos, que pueden producir
efectos secundarios graves. Los polifenoles son los principales compuestos
vegetales asociados con propiedades saludables debido a su actividad antioxidante
y a la capacidad de eliminacion de radicales libres (Wong et al., 2015). A
continuacion se presentan los principales métodos analiticos para la caracterizacion

de compuestos polifendlicos en matrices vegetales.
1.4.1 Métodos de cromatografia

Entre los métodos que han resultado ser muy Uutiles en la cuantificacion de
polifenoles estan los cromatograficos. La cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC) y la cromatografia de gases (GC) son los dos métodos mas utilizados para

cuantificar compuestos fendlicos.

Actualmente la técnica de HPLC acoplada con espectrometria de masas (HPLC-MS
y HPLC-MS/MS), proporcionan informacion sobre la masa molecular y las
caracteristicas estructurales de los compuestos. Estas se consideran mas Gtiles que
otras técnicas de separacion, identificacion y cuantificacion del contenido fendlico.
Sin embargo, una de las desventajas de esta técnica es la dificultad para analizar
extractos crudos, por lo que primero se debe concentrar y purificar los polifenoles
de la matriz antes de usar el equipo correspondiente (Ignat et al., 2011).

La cromatografia de gases representa otra técnica altamente efectiva para la
separacioén, identificacion y cuantificacion de varias especies fendlicas, como los
acidos fendlicos y los flavonoides (Brglez et al., 2016). Presenta una alta
sensibilidad y selectividad cuando se usa acoplada a espectrofotometria de masas,

pero presenta serios inconvenientes propios de la técnica (Naczk & Shahidi, 2006).
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1.4.2 Espectrometria de masas

La espectrometria de masas consiste en la separacion de especies quimicas idnicas
en funcion de su relacion masa/carga (m/z) mediante un campo electromagnético.
Esta técnica analitica es excepcional para identificar, cuantificar y elucidar la
estructura de compuestos polifendlicos debido a su alta sensibilidad, especificidad,
reproducibilidad y buenos limites de deteccion. Ademas, combinada con técnicas
de cromatografia, hace posible la separacion purificacion e identificaciéon de
compuestos polifendlicos siendo la técnica mas utilizada para caracterizar

compuestos en extractos vegetales (Barberan et al., 2001).
1.4.3 Ensayo de Folin-Ciocalteu

La cuantificacion de polifenoles totales se determina a través de un ensayo
utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteu. Este método se basa en la capacidad de
los fenoles para reaccionar con agentes oxidantes. El reactivo de Folin-Ciocalteu
contiene molibdato y tungstato sédico, que reacciona con cualquier tipo de fenol,
formando complejos fosfomolibdico-fosfotingstico. La transferencia de electrones
reduce los complejos fosfomolibdico-fosfotlingstico en 6xidos cromdgenos de color
azul intenso, de tungsteno (WsO23) y molibdeno (MosOz23), siendo proporcional este
color al numero 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 acido galico (EAG)/100g de muestra
(Singleton et al., 1999; Reyes et al., 2014).

1.5 Métodos para la evaluacion de actividad antioxidante

Existen diversos métodos para evaluar la actividad antioxidante. Una de las
estrategias mas aplicadas consiste en determinar la actividad antioxidantes frente a
sustancias cromoégenas de naturaleza radical. Los métodos mas utilizados son
DPPH, FRAP y ORAC (Kuskosk et al., 2005).
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1.5.1 Método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracil)

El método colorimétrico del radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracil) es un método
para la evaluacion de actividad antioxidante total en alimentos y extractos vegetales
(Singh et al., 2013). Se encuentra entre los métodos mas utilizados y ofrece el primer

enfoque para evaluar la actividad antioxidante.

La técnica se basa en el cambio de color del DPPH que es un radical cromdgeno
con una coloracion violeta que se pierde progresivamente a medida que reacciona
con los antioxidantes de la muestra (Figura 15), produciendo un descenso de la
absorbancia a 515 nm. La actividad antioxidante mediante el método de eliminacion
de DPPH a menudo se informa como ICso que se define como la concentracion
efectiva del antioxidante necesaria para disminuir la concentracion inicial de DPPH
en un 50% (Shahidi & Zhong, 2015).

Los antioxidantes butilhidroxianisol (BHA), butilhidritoxitolueno (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).

NO
2 NO,
°N. NH
: N : : N. :
Color violeta Color amarillo

Figura 15. Estructura del radical DPPH y su forma oxidada.
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1.5.2 Método ORAC

El ensayo de ORAC (Capacidad de Absorcion de Radicales de Oxigeno, por sus
siglas en inglés) mide la capacidad de donacion del &tomo de hidrégeno de un
antioxidante a un radical libre perdxido, formando una asociacion estable de tal
manera que se detiene la reaccion de oxidacion en cadena. Por lo tanto, es un
método basado en transferencia de atomos de hidrogeno (Shahidi & Zhong, 2015;
Zapata, 2014).

En este ensayo se utiliza el compuesto diazo AAPH (2,2 -azobis (2-amidinopropano)
dihidrocloruro) para generar radicales peroxido que reaccionan con fluoresceina
como sustrato, como resultado de tal reaccién, la fluorescencia disminuye a través
del tiempo, generandose un area bajo la curva. Cuando la reaccion tiene lugar en
presencia de antioxidantes, el area bajo la curva se incrementa en forma lineal y
proporcional a la capacidad antioxidante, ya que la presencia de antioxidantes

retrasa el descenso de la fluorescencia (Sotelo et al., 2015).

Un antioxidante estandar que usualmente se emplea como referencia es el trolox,
por lo que los valores de ORAC de los antioxidantes probados se informan como
equivalentes de trolox (Shahidi & Zhong, 2015).

1.5.3 Método FRAP

El ensayo FRAP es un método tipico basado en transferencia de electrones (TE)
que mide la reduccion del complejo de ion férrico (Fe 3*) ligando al complejo ferroso
de color azul intenso (Fe 2*) mediante antioxidantes en medios acidos. La actividad
antioxidante se determina como el aumento de la absorbancia a 593 nm, y los
resultados se expresan como equivalentes micromolares de Fe 2* o relativos a un
estandar antioxidante (Antolovich et al., 2002). A diferencia de otros métodos
basados en TE, el ensayo FRAP se lleva a cabo en condiciones de pH acido (pH
3,6) para mantener la solubilidad del hierro (Hegerman et al., 1998; Shahidi &
Zhong, 2015).
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1.6 Evaluacion de la estabilidad oxidativa de un aceite

La oxidaciéon de los lipidos es una de las principales causas del deterioro de la
calidad de los alimentos ya que estos son susceptibles a los procesos oxidativos en
presencia de catalizadores como calor, luz, enzimas, metales, metaloproteinas y
microorganismos, dando lugar al desarrollo de sabores desagradables en los
alimentos y la pérdida de aminoacidos esenciales, vitaminas liposolubles y otras
moléculas bioactivas (Shahidi & Zhong, 2005).

Los lipidos pueden oxidarse a través de procesos complejos de autooxidacion,
fotooxidacién y oxidacién térmica, la mayoria de los cuales implican radicales
libres y/u otras especies reactivas como intermedios (Vercellotti et al., 1992; Shahidi,
2000). La autooxidacion es el proceso mas comun entre todos y se define como la
reaccion espontanea de los lipidos con el oxigeno atmosférico a través de una reaccion
en cadena de radicales libres que avanza a través de tres etapas: iniciacion,
propagacion y terminacion, lo que lleva a una serie de cambios quimicos
complejos (Shahidi & Zhong, 2010).

La estabilidad oxidativa puede determinarse midiendo en un periodo de induccién
los siguientes parametros: valor de peroxidos, dienos conjugados, cantidad de
carbonilos, y compuestos volatiles. La oxidacién es un proceso lento y se mantiene
uniforme en el proceso de induccion. Después del periodo de induccion, la oxidacion
de los lipidos es rapida lo que provoca el deterioro del aceite (Bartee et al., 2007).

Entre los principales métodos para evaluar la calidad de un aceite se encuentran:
1.6.1 indice de perdxidos

La oxidacion lipidica involucra la produccién de radicales libres, formando
compuestos iniciales de perdxidos e hidroperéxidos que se transforman en
productos secundarios de la oxidacion, como aldehidos y cetonas, responsables del

olory sabor a rancio (Belén et al., 2007). Se expresa en miliequivalentes de peréxido

por kilogramo de muestra.
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1.6.2 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, la dobles ligaduras
son susceptibles a ser atacadas por radicales libres para la formacién de nuevos

compuestos (Moreno et al., 2007).
1.6.3 indice de acidez

El indice de acidez es una medida de los acidos grasos libres contenidos en el aceite
0 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 degradacién

del aceite (Ferrari et al., 2011).

32

——
| —



©

CAPITULO 2
METODOLOGIA

Semillas de sandia
(Citrullus lanatus)

Seleccion de semillas

Pulpa
Materia extraina

Secado de semillas

Caracterizacion de Molienda de
semillas semillas

Desengrasado
de semillas

Medicion de Determinacion
dimensiones de humedad

Extraccion Extraccion mediante Extraccion asistida

mediante Soxhlet maceracion por sonicacion

Concentracion | Acetona, etanol y
de extractos ] metanol

Prueba de estabilidad Pruebas de actividad Cuantificacion de
oxidativa en aceite de antioxidante polifenoles
girasol

Indice de acidez

Ensayos para el
monitoreo de la

degradacion del aceite




&

2.1 Equipos, reactivos y disoluciones

Equipos:

e Balanza analitica (Scientech, modelo SAT 20)

e Equipo de Soxhlet

e Evaporador rotatorio Buchi modelo R-124

e Lector de microplacas con dispensadores automaticos (BioTek®, modelo

Synergy 2)

e Licuadora (Oster®, modelo 6640-13)

e Sonicador Ultrasonic Cleaner (Sper Scientific modelo 10004, Frecuencia 42

KHz, 60 W)

e Termobalanza (Ohaus, modelo MB35)

e Vernier (Petrul)
Reactivos y disoluciones:

e Acetona

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

e Acido acético

e Acido gélico

e Agua destilada

e Butilhidroxitolueno (BHT)

e Diclorometano

e Disoluciéon de carbonato de sodio

al 20%
e Disolucion del reactivo de Folin-
Ciocalteu 1/10 (v/v)

e FEtanol

——

Fenoftaleina

Hexano

Hidroxido de potasio
Metanol

Radical 2,2-Diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH)
Reactivo de Wijs

Solucién de almidon al 1%
Tiosulfato de sodio

Yoduro de potasio

—'



&

2.2 Materia prima

La investigacion se realizé a partir de una muestra de semillas de sandia (Citrullus
lanatus), adquiridas de residuos caseros en la Ciudad de México, aproximadamente

200 gramos.

2.3 Seleccion, limpieza y secado de las semillas de sandia (Citrullus lanatus)

Las semillas obtenidas fueron lavadas con la finalidad de retirar residuos de pulpa
para después descartar aquellas con dafos fisicos. Posterior a su limpieza y
seleccidn, las semillas fueron colocadas en papel absorbente y se dejaron secar por

un periodo de siete dias a temperatura ambiente, evitando la luz solar.
2.4 Caracterizacion de semilla

De manera aleatoria se tomo6 una muestra de 30 semillas y con ayuda de un Vernier
marca Petrul se tomaron las dimensiones de largo, ancho y espesor de cada una.
Se pes6 cada semilla en una balanza analitica marca Scientech, modelo SAT 20.
Una vez obtenidos los datos, se calculd la desviacién estandar y el coeficiente de

variacion de cada dimension.

2.5 Molienda y determinacion de humedad de la semilla

Aleatoriamente se tomé una muestra de semillas de sandia la cual se sometié a un
proceso de molienda, se utilizé para ello una licuadora marca Oster modelo MB-35,
inmediatamente después se tamizé en una malla No.20, realizado lo anterior se
colocd en una bolsa de plastico y se agitdo vigorosamente para homogenizar la

muestra.

La determinacion de humedad se llevo a cabo colocando 1 gramo de semilla molida
extendida uniformemente en todo el plato de una termobalanza marca Ohaus
modelo MB35 a una temperatura de 95°C (NMX-F-428-1982, 1982).
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2.6 Desengrasado de las semillas de sandia

2.6.1 Método de Soxhlet

La extraccion de la materia grasa de las semillas se realizé mediante el método de
extraccion por Soxhlet. Se tomd una muestra de semilla molida de 25 gramos
aproximadamente y se colocé en un cartucho de papel filtro, el cual se depositd
dentro del equipo Soxhlet, como disolvente se emplearon 300 mL de hexano. El
proceso de desengrasado se efectué en un periodo de 6 horas para llevar a cabo
una extraccion exhaustiva de los lipidos (Ismail et al., 2010). Transcurrido el tiempo
de extraccion, el extracto hexanico fue retirado del equipo Soxhlet y secado con
Na2SO4 anhidro, el sélido fue separado mediante una filtracion empleando papel
Whatman No.4. Efectuado lo anterior, el extracto hexanico se dispuso en un
evaporador rotatorio marca Bichi modelo R-124, con la finalidad de concentrar el
aceite obtenido de las semillas (Abu et al 2013). El extracto se peso6 varias veces
hasta que se obtuvo un peso constante. Finalmente se calcul6 el rendimiento del
aceite.

2.6.2 Método de maceracion

En un matraz bola con capacidad de 1 L se colocé una muestra de 40 g de semilla
de sandia molida, posteriormente se adicionaron 400 mL de hexano, se agitd
vigorosamente para asegurar la homogenizacion de la mezcla y ésta se dejo
reposar durante 24 horas. Finalizado el tiempo de reposo, se separé la fase liquida
de la fase solida, mediante decantacion, y posteriormente se realizd una filtracién
utilizando papel Whatman No.4. El extracto obtenido se sometié a evaporacion a
presién reducida utilizando un evaporador rotatorio marca Blchi modelo R-124 a
60°C (Figura 16) con el fin de eliminar el disolvente. Se efectu6é un total de 3
extracciones, las cuales se reunieron y se determin¢ el rendimiento una vez que el

aceite se encontro libre de disolvente (Reyes et al., 2014).

36

——
| —



Figura 16. Evaporacién del disolvente a presion reducida mediante rotaevaporador
Biichi modelo R-124.

2.7 Extraccién de posibles compuestos antioxidantes
2.7.1 Método de extraccion mediante Soxhlet

La extraccion de posibles antioxidantes se llevo a cabo de manera secuencial con

tres disolventes, en orden de polaridad creciente: acetona, etanol y metanol.

Se pesaron por triplicado 25 gramos de semilla desengrasada y se colocaron en
cartuchos de celulosa, que fueron depositados en el equipo Soxhlet, se adicionaron
en el matraz bola 300 mL de acetona y se dejé en reflujo por 6 horas (Figura 17). Al
finalizar el tiempo de extraccién, la acetona se recuperé mediante evaporacién a
presion reducida usando para ello un evaporador rotatorio marca Blichi modelo R-
124. Finalmente el rendimiento del extracto acetdnico se calculé (Ismail et al., 2010;
Porto et al., 2013).
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Este mismo procedimiento se efectué empleando etanol y posteriormente metanol.
Los extractos se guardaron en viales color &mbar y se conservaron en refrigeracion

para evitar la degradacion de antioxidantes.

Figura 17. Extraccion de posibles compuestos antioxidantes con el equipo Soxhlet.

2.7.2 Método de extraccidon mediante maceracion

La extraccidén de antioxidantes por maceracion también se llevé a cabo de manera
secuencial con tres disolventes, en orden de polaridad creciente: acetona, etanol y

metanol.

En un matraz bola con capacidad de 1 L se colocaron 40 g de semilla molida
(proveniente del desengrasado por el método de maceracion), posteriormente se
adicionaron 400 mL de acetona, se agitd vigorosamente para asegurar la
homogenizacion de la mezcla y se dejo reposar durante 24 horas (Figura 18).
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Se separaron las fases liquida y sélida mediante una decantacion y posteriormente
se llevd a cabo una filtracion con papel Whatman No.4. Una vez obtenida la fase
liquida, esta se evapord a presion reducida a menos de 50°C en un evaporador
rotatorio marca Buchi modelo R-124 (Zhang, 2011). Se realiz6 un total de tres
extracciones que posteriormente se reunieron. Finalmente se realizé el calculo de
rendimiento.

El mismo procedimiento se efectué empleando etanol y posteriormente metanol.

Figura 18. Extraccién de posibles antioxidantes por maceracion.

2.7.3 Método de extraccion asistida por sonicacion

En un matraz Erlenmeyer de 125 mL se pesaron 10 gramos de semilla molida
desengrasada y se adicionaron 40 mL de metanol. Las muestras se agitaron
manualmente para homogenizar la mezcla y posteriormente se trataron con un
Sonicador Ultrasonic Cleaner (Sper Scientific modelo 10004, Frecuencia 42 KHz,
60 W) durante 30, 45, 60 y 75 minutos respectivamente a una temperatura de 25°C
(Figura 19).
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Terminando el tiempo indicado, cada muestra se filtré utilizando papel Whatman
No.4 para después eliminar el disolvente en un evaporador rotatorio a presion
reducida. Los extractos se pesaron para después calcular el rendimiento (Igbal et
al., 2010) y posteriormente se colocaron en viales color ambar para luego ser

guardados en refrigeracion evitando asi la degradacién de los antioxidantes.

Figura 19. Extraccion de posibles compuestos antioxidantes asistida por sonicacion.
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2.8 Cuantificacion de polifenoles por el método de Folin-Ciocalteu

En todos los casos, los extractos obtenidos por los diferentes métodos llevaron una
preparacion previa a la cuantificacion de polifenoles y a la evaluacion de actividad
antioxidante. En un vaso de precipitados de 10 mL se pesaron aproximadamente
0.1 gramos de extracto y se afadieron 5 mL de metanol al 80%, se agitd
vigorosamente y una vez disuelto el extracto se adiciond a un matraz volumétrico

de 10 mL y se aforé con metanol al 80%.

La cuantificacion de posibles compuestos polifenolicos se llevé a cabo con el
método colorimétrico de Folin-Ciocalteu (Zhang et al 2006, Siddhuraju, 2007)
realizando algunas modificaciones y empleando el Lector de microplacas con
dispensadores autométicos (Bio Tek, modelo Synergy 2).

Inicialmente se llevaron a cabo una serie de pruebas presuntivas las cuales
consistieron en adicionar 25 pL de extracto original en un pozo de la microplaca
seguido de 30 pL de solucién de carbonato de sodio al 20%,125 yL de agua
destilada y 20 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu, se agit6 la mezcla y posteriormente

se dej6 reposar por un espacio de 30 minutos en la oscuridad.

Después de encontrar la concentracion adecuada, se realizaron diluciones de esta
solucion en tubos Eppendorf. Se colocaron 25 pyL de cada dilucion en diferentes
pozos de la microplaca y consecutivamente se adicionaron en cada pozo 30 pL de
solucion de carbonato de sodio al 20%, 125 L de agua destilada y 20 pL de reactivo
de Folin-Ciocalteu. Luego de una agitacién vigorosa se dejé reposar la microplaca
en la oscuridad por un periodo de 30 minutos para posteriormente ser analizada en

el lector de microplacas Sinergy 2.

Se elabord una curva patron de acido galico para cuantificar los polifenoles, se
adicionaron aproximadamente 0.0125 gramos de &cido gélico y se colocaron en un

matraz Erlenmeyer de 25 mL, se adicioné agua destilada hasta el aforo.
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Posteriormente se hicieron diluciones de esta solucion en tubos Eppendorf

obteniendo las siguientes concentraciones: 0.22, 0.2, 0.18, 0.16, 0.14, 0.12,
0.10,0.08, 0.06, 0.04 y 0.02 mg/mL de acido galico.

En una microplaca de 96 pozos se adicionaron 25 pL de cada dilucion, para llevar
a cabo la reaccion se adicionaron 30 pL de solucion de carbonato de sodio al 20%,
125 pL de agua destilada y 20 uL de reactivo de Folin-Ciocalteu. La mezcla se agité
y en la oscuridad se dejo reposar por 30 minutos, terminando el tiempo se midio la
absorbancia a 760 nm. Esta prueba se desarrollé en un lector de microplacas marca

BioTek, modelo Synergy 2 con dispensadores automéaticos (Figura 20).

Figura 20. Lector de microplacas con dispensadores automaticos (Bio Tek, modelo
Synergy 2).
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2.9 Determinacion de la actividad antioxidante por el método de DPPH

La actividad antioxidante se evalué llevando a cabo el ensayo de la capacidad de
remocion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH por sus siglas en ingles) de
acuerdo al método de Brand-Williams, Cuvelier & Berset, 1995 y a las
modificaciones de Cheng et al., 2006.

Para llevar a cabo el método de DPPH, se pesaron 0.0197 gramos de DPPH y se
disolvieron con 1 mL de acetona, después esta mezcla se adicion6 a un matraz
Erlenmeyer de 100 mL y se aforé con metanol al 80% obteniendo una concentracion
de 0.4998 mM de DPPH.

El 4&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (trolox), es un compuesto
hidrosoluble que se utiliz6 como referencia para elaborar la curva patron de esta
prueba. Se partié de un stock de trolox de 1000 uM, posteriormente se realizaron
diferentes diluciones para obtener las siguientes concentraciones: 49.94 uM, 99.88
UM, 149.82 puM, 199.77 pM, 299.65 uM, 399.54 UM, 499.42 pM.

En el caso de los diferentes extractos se realizaron diluciones para llegar a la
concentracion idonea y posteriormente de la solucion tomando diferentes alicuotas
las cuales fueron de 100 pL, 200 pL, 300 pL, 400 pL, 500 pL, 600 pL, 700 uL, 800
pL, 900 pL y 1000 pL y se aforaron a un mililitro con metanol al 80%.

En una microplaca de 96 pozos se adicionaron 200 uL de cada concentracion del
extracto, 200 pL de disolucion del reactivo de referencia (trolox), como control 200
uL de disolvente, el dispensador automatico suministré 50 uL del reactivo de DPPH
a cada pozo y como blanco de reactivos para desarrollar la prueba se adicionaron
250 pL de disolvente. La microplaca con muestras se dejé reposar por 30 minutos
en la oscuridad para después medir la absorbancia a 515 nm. La prueba se realiz6

por cuadruplicado para cada muestra.
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El calculo de actividad antioxidante se expres6 como ICso que es la concentracion

de muestra necesaria para inhibir el 50% de radicales libres (DPPH) afiadidos. En
este método se hizo un comparativo entre las muestras contra un estandar (trolox),

a través de un modelo matemético de regresion lineal (Cheng et al., 2006).

El valor obtenido de actividad antioxidante se define como capacidad de captacion

de radicales libres en uM equivalentes de Trolox por gramo de muestra.

De igual manera que en la cuantificacion de polifenoles, se llevo a cabo un analisis
estadistico de ANOVA y prueba de Tukey para observar si existe diferencia
significativa entre el uso de diferentes disolventes para la obtencion de los

antioxidantes.
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2.10 Evaluacion de la estabilidad oxidativa en aceite de girasol adicionando el
extracto de semilla de sandia residual (Citrullus lanatus) como posible
antioxidante.

Después de analizar estadisticamente los resultados de actividad antioxidante de
los extractos obtenidos, se eligié aquél que presento el valor méas alto de actividad

antioxidante.

Para el estudio de estabilidad oxidativa se utilizO una muestra de aceite de girasol
extra-virgen de la marca LIQUIDS® lote-701027316381. Esta muestra se dividié en
tres lotes de 120 gramos respectivamente.

En el primer lote se adicionaron 0.0181 g del extracto de semilla de sandia (Citrullus
lanatus), el cual fue previamente disuelto en 5 mL de etanol para incorporarlo al
aceite. Una vez adicionado el extracto al aceite, la mezcla se agitdé por 48 horas y

se dejo reposar por 2 horas.

En el segundo lote se llevd a cabo el mismo procedimiento sin embargo en esta

ocasién se adiciondé como antioxidante 0.018 gramos de BHT.

En ambos casos tanto la adicién de extracto y BHT en el aceite, se considero la
norma NMX-F-223-SCFI-2011, 2011 para cumplir con los limites permitidos para

este aditivo alimentario (200 ppm).

Al tercer lote de aceite no se adiciond ningun tipo de antioxidante, se agité por 48
horas y se dej6 en reposo por 2 horas mas, ya que éste sirvid como la muestra

control en el estudio.

Se emplearon tres grupos de viales color ambar. A cada vial del primer grupo se le
adicionaron 20 g del aceite sin antioxidante. En el segundo grupo se depositaron 20
g de aceite con extracto de sandia. Al tercer grupo de viales se agregaron 20 g del

aceite con BHT.
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Los viales fueron sometidos a condiciones de temperatura de 55°C por 35 dias en

incubadora y se efectuaron monitoreos cada 7 dias durante 28 dias, determinando
el indice de acidez, indice de yodo, e indice de perdxidos (Chong et al., 2015), lo

anterior se realiz6 por triplicado para cada muestra de aceite.
2.10.1 indice de peroxidos

Como referencia se utilizé la norma NMX-F-154-SCFI-2010, 2010. Se pesaron 3 g
de muestra en un matraz Erlenmeyer de 125 mL, se disolvi6 la muestra en 30 mL
de una solucién de acido acético con diclorometano (3:2). Se adicionaron a 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, se titul6 con una
solucién de tiosulfato de sodio 0.05674 N y se us6 una solucién de almidén al 1%

como indicador. El resultado se expresa en meq de peroxido/kg de aceite.
La ecuacion utilizada para calcular el valor del indice de peréxidos es la siguiente:

(V; — V,)(Normalidad del tiosulfato de sodio)(1000)
g de muestra

Indice de peroxidos =

Donde V1 es el volumen de tiosulfato de sodio ocupado en la muestra, V2 es el
volumen que se ocupod en el blanco. El resultado se expresa en miliequivalentes de

peréxido/kg de aceite.
2.10.2 indice de yodo

En la determinacion de indice de yodo, se usé como referencia la norma NMX-F-
152-SCFI-2011, 2011. Se pesaron 0.05 g de muestra en un matraz Erlenmeyer de
125 mL previamente cubierto con papel aluminio (para impedir el paso de la luz), se
adicionaron 5 mL de diclorometano y 5 mL de reactivo de Wijs. Se homogenizé la
mezcla y se dej6 reposar en un lugar obscuro por 30 minutos. Transcurrido este
tiempo, se adicionaron 5 mL de una solucién de yoduro de potasio al 10% y 50 mL
de agua destilada. La mezcla anterior se agito y titulé con una solucién de tiosulfato
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de sodio de concentracién 0.05674 N, hasta obtener una coloracién amarillo paja,
posteriormente se adicion6é 1 mL de una solucion de almidon al 1% que se utilizo
como indicador, se continuo la titulacion hasta quedar una solucion incolora. El
blanco de reaccion se realiz6é aplicando la metodologia anterior pero sin adicionar

muestra. El resultado se expresa como centigramos de yodo/g de aceite.

(V, = V1)(Normalidad del tiosulfato de sodio)(12.69)
g de muestra

Indice de yodo =

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

ocupado para la muestra.
2.10.3 indice de acidez

En esta determinacion se us6 como referencia la norma NMX-F-101-SCFI-2012,
2012. En un matraz Erlenmeyer de 125 mL se coloc6 1 g de muestra con 20 mL de
etanol absoluto y seis gotas de fenolftaleina. Se sometié a calentamiento de 50°C
para después titularse con una solucién de hidréxido de potasio 0.0075 N, la
titulacion se terming al llegar a una coloracién estable (con duracion de 30 segundos
de acuerdo a la norma) rosa palido dentro del matraz. Para calcular el indice de

acidez se aplicé la siguiente ecuacion:

(V; = V,)(Normalidad de KOH)(28.2 mg KOH)
g de muestra

indice de acidez =

En donde Vi es el volumen de KOH usado en 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 factor de referencia al acido oleico, debido a que este acido

graso es el que se encuentra en mayor proporcion en el aceite utilizado.
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2.11 Anélisis estadistico

Una vez terminadas las pruebas de estabilidad oxidativa durante el tiempo
propuesto, se realizé un andlisis estadistico para comparar la funcibn como
antioxidante en una matriz alimentaria entre el extracto de semilla de sandia residual

(Citrullus lanatus) y el antioxidante sintético (BHT).

En este analisis se utilizd el programa de andlisis estadistico R Project version 3.4.0
para comparar resultados y comprobar si existe diferencia significativa entre las
muestras. Se elaboré un analisis de varianza (ANOVA) con valor de significancia de

0.05 y la comparacioén de medias se realizé por Tukey (R Core Team, 2017).
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CAPITULO 3
RESULTADOS Y ANALISIS

3.1 Caracteristicas fisicas de la semilla de sandia residual (Citrullus lanatus)

Las semillas de sandia mexicana residual (Citrullus lanatus) presentaron una forma
eliptica y puntiaguda en uno de sus extremos, con pericarpio de color negro y textura

lisa, cuyas dimensiones de peso, largo, ancho y espesor se presentan en la tabla 3.

Tabla 3. Caracterizacion fisica de las semillas de sandia (Citrullus lanatus).

0.0561 0.89 0.6 0.18
0.0067 0.04 0.03 0.02
4.497E-05 16.09E-04 11.80E-04 5.41E-04

*Los valores reportados representan el promedio de 30 semillas.

Como se puede observar en la tabla 3, las semillas de sandia mexicana tienen
dimensiones ligeramente mas pequefias comparadas con las semillas de sandia
cultivada en Iran (longitud = 0.913-1.006 cm, ancho = 0.641-0.677 cm, espesor =
0.218-0.222 cm) (Seyed et al., 2006). La diferencia entre las dimensiones de las
semillas se debe a las condiciones geogréficas del lugar en donde fueron
recolectadas (Solmaz & Sari, 2008).

3.2 Humedad y extraccién de aceite

La humedad se determiné utilizando como referencia la norma NMX-F-428-1982,
empleando la termobalanza se obtuvo el porcentaje de humedad de 6.2% que
concuerda con el reportado de 6-7% (Banerjee, et al., 2017). Sin embargo se debe

considerar gque el valor reportado se obtuvo con el método de estufa convencional.

El rendimiento en extraccion de aceite mediante Soxhlet fue de 20.57% mientras

que por maceracion fue de 24.69%.
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3.3 Rendimiento de los extractos obtenidos con disolventes polares

Una vez desengrasada la harina de semilla de sandia (Citrullus lanatus), se llevo a
cabo la extraccion de posibles compuestos fendlicos mediante las técnicas de
Soxhlet, maceracion y sonicacion, usando como disolventes: acetona, etanol y

metanol.
e Extraccion asistida por Soxhlet y maceracion

En cada método de extraccibn (Soxhlet y maceracion), se emplearon tres
disolventes organicos en orden de mayor a menor polaridad: acetona, etanol y

metanol, para llevar a cabo una extraccion secuencial.

El rendimiento de cada extraccion se presenta en la Grafica 1, en donde se observa
qgue la mayor cantidad de extracto se obtuvo empleando metanol como disolvente
en ambas técnicas de extraccion, sin embargo, la extraccion por Soxhlet fue la mejor
técnica utilizada, ya que, se obtuvieron los mayores rendimientos comparado con la

técnica de maceracion.

4.00 3.74 3.61
3.20

2.40 2.16 2.08

1.52
1.60 1.32 >

0.80

% Rendimiento del extracto

0.00
Soxhlet Maceracion

4Acetona Etanol E Metanol

Grafica 1. Rendimiento de los extractos de la semilla de sandia (Citrullus lanatus),
empleando las técnicas de Soxhlet y maceracion, con diferentes disolventes.

50

——
| —



&

e Extraccion asistida por ultrasonido

En la extraccidon asistida por ultrasonido se emple6 metanol como disolvente y se
llevo a cabo a diferentes tiempos (30, 45, 60 y 75 minutos). Como se observa en la
Gréfica 2, el mayor rendimiento de extraccion se obtuvo a los 75 minutos de

sonicacion.

4.01

4.00
3.50 343 3.31 3.32

3.00
2.50
2.00
1.50
1.00
0.50

% Rendimiento del extracto

0.00

4 30 minutos 145 minutos 4 60 minutos H 75 minutos

Grafica 2. Rendimiento de los extractos de semilla de sandia (Citrullus lanatus) asistida
por sonicacion a diferentes tiempos, empleando metanol como disolvente.

Considerando los métodos de extraccion utilizados (Soxhlet, maceracion y
sonicacion), el orden de mayor a menor % de rendimiento de extraccion quedaria
de la siguiente manera: 4.01% sonicacién metanol 75 min > 3.74% Soxhlet metanol >
3.61% maceracion metanol. Concluyendo que el mejor método de extraccion fue el
de sonicacion a los 75 minutos, esto puede explicarse debido a que este método
tiene efectos de cavitacion que favorecen la penetracion del disolvente en la célula,
provocando la liberacién de los compuestos fendlicos a través de la ruptura de las

paredes celulares de la matriz (Rosello et al., 2015).
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3.4 Cuantificacion de compuestos polifendlicos por el método de Folin-

Ciocalteu

Los compuestos polifenolicos se encuentran distribuidos en todo el reino vegetal,
se ubican en toda la planta (Oroian & Escriche, 2015). Diversos estudios han
encontrado que las semillas de sandia contienen importantes compuestos
bioactivos, entre ellos polifenoles, los cuales tienen actividad antioxidante (Rahman
et al., 2013). Por lo anterior, se investigo el contenido de polifenoles totales en los
extractos obtenidos, mediante el ensayo de Folin-Ciocalteu (Zhang et al 2006,
Siddhuraju, 2007).

En la tabla 4, se resumen los resultados obtenidos del contenido de polifenoles
totales de los extractos de semilla de sandia, cada uno con su respectiva desviacion

estandar y comparacion de medias.

Tabla 4. Polifenoles totales presentes en los extractos de semilla de sandia.

Fenoles totales
(mg de EAG/g de extracto)

Técnica de extraccion

Soxhlet acetona 34.922 +4.811 2

Soxhlet etanol 59.879 +8.374 ¢

Soxhlet metanol 44.837 + 6.753 ¢
Maceraciéon acetona 35.739 £5.379
Maceracion metanol 26.983 +2.304 @
Sonicacion metanol 30 minutos 29.368 + 2.338 @
Sonicacién metanol 45 minutos 26.964 £ 0.587 2
Sonicacion metanol 60 minutos 51.310 £ 5.734 cd
Sonicacion metanol 75 minutos 51.498 + 5.496 ¢

n = 3, promedio *+ desviacidn estandar

Andlisis estadistico por tipo de técnica de extraccion. Superindices #¢ significan diferencia
significativa (p<0.05), donde el intervalo va desde a (menor contenido), hasta d (mayor
contenido).
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Especificamente con el método de Soxhlet se obtuvo mayor contenido de
polifenoles usando etanol, obteniéndose 59.879 + 8.374 mg de EAG/g de extracto.
Por otro lado, con el método de maceracion el disolvente con mayor extraccion fue
acetona con 35.739 + 5.379 mg de EAG/g de extracto, cabe mencionar que al
emplear etanol con ésta técnica, no fue posible obtener resultados. Finalmente con
la técnica de sonicacion utilizando metanol, el tiempo 6ptimo para extraer la mayor
cantidad de polifenoles fue a los 75 minutos obteniendo 51.498 + 5.496 mg de
EAG/g de extracto y a los 60 minutos con 51.310 + 5.734 mg de EAG/g de extracto,
entre estos dos tiempos de sonicacion no hubo diferencia significativa.

La cantidad de polifenoles totales de los extractos obtenidos por las técnicas de
extraccion: Soxhlet, maceracion y sonicacion con los disolventes: acetona, etanol y

metanol, se muestran en la Gréafica 3.
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\ 51.310 51.498
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Grafica 3. Polifenoles totales en los extractos de semilla de sandia residual (Citrullus
lanatus), empleando diferentes métodos de extraccion: Soxhlet, maceracién y sonicacion.
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Comparando los resultados obtenidos de todos los extractos, se observa que la
mayor cantidad de polifenoles totales fue a partir del extracto obtenido con Soxhlet
empleando etanol (59.879 mg de EAG/g de muestra), seguido por sonicacion con
metanol a 75 minutos (51.498 mg de EAG/g de muestra) y sonicacion con metanol
60 minutos (51.31 mg de EAG/g de muestra).

3.5 Evaluacion de actividad antioxidante

La actividad antioxidante mediante el método de eliminacion de DPPH se informa
como ICso que se define como la concentracion de antioxidante efectiva necesaria
para disminuir la concentracion inicial de DPPH en un 50% (Shahidi, 2015). Por lo

anterior, a menor valor de 1Cso hay mayor actividad antioxidante.

En la tabla 5 se resumen los resultados de actividad antioxidante de los extractos
obtenidos de las semillas de sandia con su respectivo promedio y desviacion

estandar.

Tabla 5. Actividad antioxidante de los extractos de semillas de sandia.

Técnica de extraccion DEE

ICs0 (mg/mL)
Soxhlet acetona 2.020 +0.053 f
Soxhlet etanol 1.423 £0.016°¢
Soxhlet metanol 0.753+0.010 2
Maceracion acetona 0.709 + 0.008 2
Maceracion metanol 0.839 +0.015°
Sonicacién metanol 30 minutos 1.054 + 0.020 ¢
Sonicacién metanol 45 minutos 1.199 +0.024 ¢
Sonicacién metanol 60 minutos 1.224 +0.009 ¢
Sonicacion metanol 75 minutos 0.994 £ 0.017 ¢

n = 4, promedio *+ desviacion estandar

Andlisis estadistico por tipo de técnica de extraccion. Superindices 2 significan diferencia
significativa (p<0.05), donde intervalo va desde a (mayor actividad), hasta f (menor
actividad).
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En particular, con la técnica de extraccién por Soxhlet se observa que el extracto

metandlico fue el que tuvo mayor actividad antioxidante, con un ICso de 0.753 +

0.010 mg/mL. En el caso de maceracion, el extracto acetonico fue el que presentd

mayor actividad antioxidante con un valor de ICso igual a 0.709 + 0.008 mg/mL.

Mientras que con la técnica de sonicacion a diferentes tiempos, se observé que el

extracto con mayor actividad antioxidante fue el obtenido a los 75 minutos,

obteniendo un valor de I1Cso de 0.994 + 0.017 mg/mL.

Los resultados que se muestran en la Grafica 4 corresponden a los valores de ICso

de todos los extractos.
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Grafica 4. Actividad antioxidante presente en los extractos de semilla de sandia residual
(Citrullus lanatus), empleando diferentes técnicas de extraccion y disolventes.

Los extractos con mayor actividad antioxidante fueron los siguientes en orden

descendiente: maceracién con acetona > Soxhlet con metanol > maceracién con

metanol > sonicacion con metanol 75 minutos.
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Cabe mencionar que en este experimento no hay una relacién directa entre la
concentracion de polifenoles y la actividad antioxidante de los extractos, por ejemplo
como se muestra en la Tabla 4, el extracto obtenido a partir de Soxhlet con etanol
presenta la mayor concentracion de polifenoles totales (59.879 + 8.374 mg de
EAG/g de extracto), sin embargo no resultd tener la mayor actividad antioxidante
(1.423 £ 0.016 mg/mL).

3.6 Estabilidad oxidativa del aceite de girasol

La oxidaciéon de los lipidos es una de las principales causas del deterioro de la
calidad de los alimentos. Los lipidos son susceptibles a los procesos oxidativos en
presencia de catalizadores como calor, generando hidroperéxidos y dienos
conjugados como productos de oxidacién primarios que posteriormente se
degradan a productos secundarios como alcoholes, aldehidos, cetonas,
hidrocarburos, acidos organicos volatiles y epoxi compuestos, entre otros (Shahidi
& Zhong, 2015).

El estudio de la estabilidad oxidativa se llevo a cabo con tres muestras: control
(aceite de girasol extra-virgen), aceite de girasol adicionado con BHT y aceite de
girasol adicionado con extracto de sandia. Las muestras se almacenaron en
condiciones aceleradas a 55° C por un periodo de 28 dias (Chong et al., 2015), que
equivale a 16 meses de almacenamiento a temperatura ambiente de acuerdo a
Matthaéus, 2010.

El extracto de sandia utilizado fue el obtenido con la técnica de sonicaciéon a los 75
minutos empleando metanol. Los cambios oxidativos de las muestras almacenadas
fueron monitoreados cada 7 dias durante 28 dias, determinando el indice de

peréxidos, indice de yodo e indice de acidez.
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3.6.1 indice de peréxidos

En general, la oxidacion de lipidos produce peréxidos como productos de primera
generacion que son inestables y se degradan a una amplia gama de productos

secundarios incluidos compuestos volatiles y no volatiles (Shahidi & Zhong, 2015).

El indice de peréxidos (IP) es una de las pruebas mas utilizadas en la determinacion
de la calidad de los aceites (O"Keefe & Pike, 2010).
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Gréafica 5. indice de peroxidos de las muestras a través del tiempo usando aceite de
girasol como control, aceite de girasol adicionado con 150ppm de extracto de semilla de
sandia y aceite de girasol adicionado con 150ppm de BHT a 55°C por 28 dias.

En la Grafica 5 se puede observar que inicialmente las muestras de extracto de
sandia, BHT y control, inician con un indice de peroxidos similar, el cual se
incrementa de manera constante hasta el dia 14, donde la muestra control presenta
un mayor aumento en su IP, mientras que los valores de IP de las muestras de

extracto de sandia y BHT aumentan, pero lo hacen de manera mas lenta.
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De acuerdo al Codex Alimetarius el valor méximo permitido de indice de perdxidos
es de 10 meq peroxido/kg de aceite (CODEX STAN 19-1981, 2015), la muestra
control alcanza este valor en el dia 19 mientras que las muestras con extracto de
sandia y BHT lo hacen en el dia 23, por lo que la eficiencia del extracto y el BHT
son iguales cualitativamente. En el dia 28 los valores de IP de las tres muestras

vuelven a ser similares.

En la tabla 6, se resumen los valores estadisticos del indice de peréxidos con su

respectivo promedio y desviacion estandar.

Tabla 6. indice de perdxidos en aceite de girasol con extracto de sandia, BHT y control,
almacenado bajo condiciones aceleradas a 55°C por 28 dias.

indice de peroxidos (meq peréxidos/kg muestra)
_ 0 7 14 21 28
3.72#0.072  4.98+1.092 7.39+0.04> 9.32+0.05¢ 12.40+0.96¢
3.68+0.032 5.43+0.108 7.93x1.05"° 9.45+0.02¢ 12.93+0.27¢
3.66+0.10% 4.90+0.992 7.36+0.13" 11.32+0.04¢ 12.53+1.02¢

n=3, promedio + desviacion estandar
Andlisis estadistico para indice de peroxidos. Subindices #¢ significan diferencia
significativa (p<0.05), donde el intervalo va desde a (menor indice), hasta d (mayor indice).

Puede observarse en la Tabla 6 que en el dia 21 si existe diferencia significativa
entre la muestra con extracto de sandia y el control, sin embargo, en el dia 28 el
valor de indice de peréxidos del control es significativamente igual que en los otros
dos extractos. Por lo anterior se puede decir que la adicién de extracto de sandia o
BHT al aceite de girasol no afectd la estabilidad oxidativa del aceite en lo que a

indice de peroxidos se refiere.
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3.6.2 indice de Yodo

El indice de yodo es una media del grado de insaturacion, es decir, el nimero de
dobles enlaces carbono-carbono en relacion con la cantidad de aceite. Cuanto
mayor es la cantidad de insaturacion, mas yodo se absorbe y mayor es el indice de
yodo (O"Keefe & Pike, 2010).
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Gréafica 6. indice de yodo de las muestras a través del tiempo usando aceite de girasol
como control, aceite de girasol adicionado con 150 ppm de extracto de semilla de sandia
y aceite de girasol adicionado con 150 ppm de BHT a 55°C por 28 dias.

En la Grafica 6 se observa que en el dia cero el indice de yodo para la muestra con
BHT es ligeramente menor comparado con las muestras de control y con extracto
de semilla de sandia, sin embargo, en los siguientes dias, los valores de indice de
yodo son muy similares y relativamente constantes hasta el dia 28 en las tres

muestras.

En la tabla 7, se resumen los valores estadisticos del indice de yodo con su

respectivo promedio y desviacion estandar.
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Tabla 7. indice de yodo en aceite de girasol con extracto de sandia, BHT y control,
almacenado bajo condiciones aceleradas a 55°C por 28 dias.

indice de yodo (centigramos de lo/g muestra)

0 7 14 21 28
= difcleie 78.50+£1.51%¢ 82.97+1.80% 80.86+0.80%° 86.41+1.63° 77.25+1.173°

BHT 75.95+3.83% 82.80+2.16%¢ 80.73+0.463%° 84.19+2.55¢ 77.12+1.773
Coligel | 79.63+7.94%¢  82.76+1.18%¢ 79.19+0.02%¢ 86.44+2.08° 79.76+1.10%

n=3, promedio + desviacion estandar
Andlisis estadistico para indice de yodo. Subindices #¢ significan diferencia significativa
(p<0.05), donde el intervalo va desde a (menor indice), hasta ¢ (mayor indice).

En la tabla anterior se observa que no existe diferencia significativa entre los valores

de indice de yodo, tanto entre muestras como entre dias del monitoreo.

Es importante mencionar que de acuerdo a la norma NMX-F-265-SCFI-2005 el valor
de indice de yodo para aceite puro de girasol debe ser de entre 118-145 cg l2/g
muestra, sin embargo al observar el valor obtenido para la muestra control en el dia
cero es de 79.63+7.94 cg l2/g muestra por lo que desde un inicio el aceite no cumplia

con la norma.

En esta prueba no se logré observar algun indicio de cambio en la estabilidad
oxidativa del aceite de girasol por lo que es necesario realizar otros ensayos para

corroborar los resultados obtenidos
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3.6.3 indice de acidez

El indice de acidez (IA) normalmente refleja la cantidad de &acidos grasos
hidrolizados presentes en una muestra de aceite, se usa a menudo como un
indicador de la calidad de un aceite (O"Keefe & Pike, 2010).

0.070
0.060
0.050
0.040
0.030

Indice de acidez
(mg KOH/g muestra)

0.020

z

0.010

0.000
0 7 14 21 28

Tiempo (dias)
—e—Extracto sandia —e—BHT Control
Gréfica 7. indice de acidez de las muestras a través del tiempo usando aceite de girasol

como control, aceite de girasol adicionado con 150 ppm de extracto de semilla de sandia
y aceite de girasol adicionado con 150 ppm de BHT a 55°C por 28 dias.

En la Grafica 7 se observa que el indice de acidez del control aumenta del dia 0 al
dia 14 y posteriormente disminuye hasta el dia 28. La muestra con BHT presenta
un aumento en el valor de indice de acidez del dia 0 al 14 para posteriormente
disminuir hasta un valor menor comparado con el control. Para la muestra con
extracto se tiene que el valor de IA disminuye del dia 0 al 7 para después aumentar
hasta el dia 21, posteriormente el 1A disminuye teniendo un valor muy parecido al

de la muestra de BHT.

En la tabla 8, se resumen los valores estadisticos del indice de acidez con su

respectivo promedio y desviacion estandar.
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Tabla 8. indice de acidez en aceite de girasol con extracto de sandia, BHT y control,
almacenado bajo condiciones aceleradas a 55°C por 28 dias.

indice de acidez (mg KOH/g muestra)
_ 0 7 14 21 28
0.052+0.0112  0.042+0.0012 0.047+0.0112 0.048+0.012@ 0.035%0.0122
0.053+0.0112  0.056x0.0122 0.062+0.0212  0.041+0.0212  0.033+0.0112
0.027+0.0122 0.041#0.0202 0.055+0.012@ 0.053+0.013* 0.048+0.0122

n=3, promedio * desviacion estandar
Andlisis estadistico para indice de acidez. Subindices 2 significa diferencia significativa
(p<0.05), donde a es menor indice.

En la tabla anterior se observa que no existe diferencia significativa entre los
tratamientos por lo que también se puede decir que la adicién de extracto de semilla

de sandia o BHT al aceite de girasol no afecta en su estabilidad oxidativa.




&

CONCLUSIONES

= Se analizaron los extractos obtenidos con disolventes polares de la semilla de
sandia mexicana residual (Citrullus lanatus).

= El método de extraccion con el que se obtuvo mayor rendimiento fue el método
de sonicacion a los 75 minutos empleando metanol como disolvente, se obtuvo
el 4.01%.

= EIl extracto con mayor concentracion de polifenoles totales fue el obtenido
mediante el método Soxhlet empleando etanol como disolvente (59.879 mg de
EAG/g de muestra).

= EIl extracto con mayor actividad antioxidante fue el obtenido por maceracion
empleando acetona con un ICsp igual a 0.709 = 0.008 mg/mL.

» En el estudio de estabilidad oxidativa no se observo diferencia significativa entre
las muestras de control, aceite adicionado con BHT y aceite adicionado con
extracto de sandia. Por lo anterior se concluye que el extracto de sandia no
demostré ser capaz de actuar como antioxidante bajo las condiciones

empleadas en este experimento.
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