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Introduccién

La constante generacion de residuos de alimentos y su insuficiente gestion ha
incrementado el interés en la obtencion de subproductos y recursos alternativos a partir
de estos desechos, desde la alimentacion de ganado y el compostaje como medio de
mejoramiento de suelos, hasta la obtencion de energia y de compuestos de interés para
diferentes industrias. La valorizacion de los residuos vegetales, principalmente de
especias, hortalizas, frutas y sus semillas ha mostrado la posibilidad de aprovechar los

compuestos contenidos en las células a través de diferentes procesos.

Por otro lado, la gran mayoria de los alimentos son susceptibles a la rancidez, es decir,
a la degradacion de sus compuestos lipidicos. Dentro de los diferentes tipos de rancidez,
aquella provocada por las reacciones de oxidacién, puede ser disminuida con ayuda de
compuestos antioxidantes. Los antioxidantes mas utilizados como aditivos en alimentos
son los compuestos sintéticos BHA, BHT y TBHQ); no obstante, desde hace varios afios
los consumidores han mostrado preocupacion sobre sus efectos en la salud, asi mismo,
existe una creciente tendencia en la industria de alimentos de incluir ingredientes

naturales.

La especie Annona purpurea, endémica del sur de México y América central conocida
comunmente como Chincuya, Soncoya, Cabeza de negro, etc., se utiliza en la medicina
tradicional e incluso se han descubierto y aislado compuestos como alcaloides y
acetogeninas en tallos, raices, frutos y semillas. Sin embargo, no se han realizado
estudios sobre la presencia de compuestos antioxidantes en las semillas, las cuales son

descartadas para su consumo y escasamente aprovechadas.

El presente trabajo tiene como propdsito extraer y cuantificar los polifenoles contenidos
en el pericarpio y la almendra de las semillas residuales de chincuya, asi como evaluar
su actividad antioxidante y comparar su eficiencia en la estabilidad oxidativa de un aceite
comercial. De esta manera poder evaluar su aplicacion como aditivo alimentario

antioxidante.
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Objetivos e Hipotesis

2.1 Objetivo General
Extraer, cuantificar los compuestos fendlicos y evaluar la capacidad antioxidante de los
extractos obtenidos tanto de la almendra como del pericarpio de semillas de Chincuya

(Annona purpurea), a fin de implementar su uso como aditivo antioxidante natural.

2.2 Objetivos Particulares

+ |dentificar el disolvente con el cual se obtenga el mayor rendimiento de extraccion
mediante maceracion.

+ Determinar los extractos, a partir de almendra y pericarpio de semillas de chincuya,
con la mayor concentracion de compuestos fendlicos por medio del método de Folin-
Ciocalteu, asi como la mayor capacidad antioxidante mediante el método de DPPH.

+ Evaluar la eficiencia del extracto de mayor actividad antioxidante de cada fraccion de
semilla en la estabilidad oxidativa de una muestra de aceite comestible comercial
comparandolo con el antioxidante sintético BHT, midiendo los cambios en los
parametros de calidad del aceite

2.3 Hipotesis

Un extracto obtenido a partir de pericarpio y/o almendra de las semillas residuales de
Annona purpurea podrd representar una alternativa a los antioxidantes sintéticos si
presenta los compuestos fendlicos con propiedades antioxidantes que logren retrasar

significativamente la oxidacién de lipidos.



Antecedentes

3.1 Residuos

Los residuos son usualmente considerados como aquellas sustancias o materias que,
después de un consumo o actividad productiva, ya no son objeto de interés o utilidad y
es entonces que deben disponerse. Por su parte, la legislacion mexicana, define dicho
término como material o producto que el poseedor o propietario desecha y se encuentra
en estado solido, semisélido o es un liquido o un gas contenido en recipientes o
depdsitos; puede ser susceptible de ser valorizado o requiere sujetarse a tratamiento o
disposicion final de acuerdo con la Ley General de Prevencion y Gestion Integral de
Residuos (Diario Oficial de la Federacion, LGPGIR Art 5).

Se hace notar que existe diferencia entre los términos residuo y basura, ya que el primero
es aquél que puede ser reutilizado o reciclado, dependiendo del tipo de demanda que
genera cada sociedad y cada época, mientras que el segundo es considerado como aquél
gue no se le encuentran usos potenciales (Dimarco, 2013). De acuerdo con la ley antes

mencionada, los residuos son clasificados segun sus caracteristicas (Figura 1).

__Residuos Incomplatibles: Producen calor, presion, fuego, particulas, gases o vapores
dafinos al entrar en contacto con agua u otros residuos.

Residuos Peligrosos: Poseen caracteristicas de corrosividad, reactividad, explosividad,
| toxicidad, inflamabilidad, o contienen agentes infecciosos que les confieren peligrosidad, asi
como envases, recipientes, embalajes y suelos que han sido contaminados al ser
transferidos a otro sitio.

Residuos de Manejo Especial: No reunen las caracteristicas para ser considerados como
— peligrosos 0 como residuos sélidos urbanos, o que son producidos por grandes
generadores de residuos soélidos urbanos.

Residuos Sélidos Urbanos: Generados en casas habitacidn, que resultan de la eliminacién
de materiales utilizados en actividades domésticas, de productos consumidos y de sus
— envases, embalajes o 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.

Figura 1: Clasificacion de residuos de acuerdo con sus caracteristicas.
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Antecedentes

3.1.1 Residuos Salidos

Particularmente, dependiendo de la normatividad de cada pais, dentro de los residuos en
estado solido se encuentran también diferentes categorias que a continuacion se
describen de acuerdo con el sector econdémico en el que se generan. (Enger & Smith,
2010).

3.1.1.1 Residuos de Mineria

Son generados mediante tres vias principales, en la primera via es necesario remover
grandes cantidades de rocas y suelo, quedando el material de desecho en la superficie
de la mina; en la segunda via se utilizan diversas tecnologias para la extraccion de los
materiales mas valiosos de los minerales que incluyen desde simples moliendas y
separaciones hasta procesos quimicos sofisticados de separacion. En la tercera via, una
vez recuperado el material de interés y la separacion de los residuos restantes conocidos
como relaves, los residuos sdlidos generalmente son arrojados en las zonas cercanas a
la mina, mientras que los residuos liquidos son almacenados en estanques. Al dejarse
expuestos estos residuos a la lluvia, el agua que drena de las pilas de las rocas y relaves
acarrean materiales peligrosos como asbestos, arsénico, plomo, materiales radioactivos,
entre otros, que deben ser tratados o contenidos; sin embargo, frecuentemente no es asi.
(Enger & Smith, 2010).

3.1.1.2 Residuos Sdlidos Industriales

Incluyen una gran variedad de materiales provenientes de la demolicion, arenas de
fundicion, restos de procesos de manufactura, lodos, cenizas, entre otros. Estos
materiales son probados para determinar su peligrosidad y en caso de ser clasificados
como peligrosos, requerirdn ser colocados en vertederos especiales. (Enger & Smith,
2010).

3.1.1.3 Residuos Agricolas

Son los residuos mas comunes, provenientes de la crianza de animales, la cosecha y
procesamiento de arboles y otros cultivos vegetales como son: pelado, remocion de
semillas, tallos, paja, lodos, etc. Debido a que estos residuos son organicos,

aproximadamente el 90 % puede ser usado como fertilizante para otras actividades para
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Antecedentes

el mejoramiento de suelos y los materiales restantes quemados como fuente de energia,
por lo tanto, una cantidad reducida de estos desechos llegarian a los vertederos. Sin
embargo, cuando la generacion de residuos es demasiada las tierras de cultivo no son
suficientes para aceptarlos sin causar contaminacion de aguas y sus problemas

asociados debido a escapes e infiltraciones al subsuelo. (Enger & Smith, 2010).

3.1.1.4 Residuos Soélidos Municipales (RSM)

También son llamados Residuos Soélidos Urbanos (RSU). Incluyen los residuos
domésticos originados de las casas habitacion y sus actividades, asi como los similares
provenientes de las actividades comerciales pequefias, edificios de oficinas, instituciones
tales como edificios escolares, de gobierno y pequefios negocios que disponen de sus
desechos con las mismas facilidades que ofrecen las municipalidades para su
recoleccion (OECD, 2015).

3.1.2 Residuos Solidos Organicos (RSO)

Los residuos sélidos organicos pueden definirse como aquellos sélidos generados
naturalmente como consecuencia de funciones fisiolégicas y/o de mantenimiento; o
producto de la explotacién de los recursos naturales, que tienen su origen en seres Vivos,
ya sea animales o vegetales. Asi también se encuentra el término “biorresiduo” como un
sinénimo utilizado en diversas legislaciones y que se refiere al material proveniente de
los residuos biodegradables de jardines y parques, residuos de alimentos procedentes
de hogares, restaurantes, expendios y plantas procesadoras de alimentos. (Oviedo-
Ocaifia, 2012; Rodrigo-llarri, 2014).

Una fraccién importante de los RSM es constituida por los residuos organicos. Por
ejemplo, en el afio 2012 a nivel mundial estos desechos representaban el 46 % de los
residuos solidos, mientras que en México la cifra ascendia al 52.4 %. Tales porcentajes
se relacionan directamente con las condiciones de cada regién y el acceso a los recursos;
México se encuentra entre los paises de ingreso medio donde, teniendo acceso a
productos tanto procesados y empacados como naturales, el sector agricola toma parte
importante en la actividad economica. (Hoornweg & Bada-Tata, 2012; Oviedo-Ocafia,
2012; SEMARNAT, 2016; Porras, 2016).
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Antecedentes

A nivel nacional, la disposicion final de los residuos se dirige predominantemente hacia
los rellenos sanitarios. Si bien la LGPGIR establece que estos establecimientos deben
contar con obras de ingenieria y métodos que permitan el control de fugas de lixiviados
y manejo adecuado de biogases generados, la gestion insuficiente de tales métodos
ocasiona el desaprovechamiento de los residuos que son susceptibles a reincorporarse
al sistema productivo y asi disminuir la explotaciéon de nuevos recursos. (SEMARNAT,
2016).

3.1.2.1 Residuos de Alimentos

Dentro de los residuos organicos, los mas relevantes son los provenientes de los
alimentos. Estos son generados a lo largo de la cadena de suministro como pérdidas o
como desperdicios, donde los primeros se refieren a la reduccién en la disponibilidad de
los alimentos para consumo humano provocada por la ineficiencia de la cadena de
suministro, mientras que los segundos corresponden a las partes deliberadamente

descartadas de los productos comestibles (Steinvorth, 2014).

Al tratarse de materia biodegradable, los residuos de alimentos generan gases de efecto
invernadero, dioxido de carbono y metano cuando se descomponen en los rellenos
sanitarios, contribuyendo a la contaminacién del aire y por ende a cambios climaticos y
problemas de salud publica; son entonces de gran interés otras opciones de disposicion
que reduzcan estos inconvenientes. Los procesos mas utilizados como alternativa son el
compostaje y la digestion anaerobia ya que contribuyen a conservar el espacio destinado
a los rellenos sanitarios y aportan beneficios econdmicos y ambientales. (Mirabella, 2013;
CCA, 2017)

El compostaje es un método en el que microorganismos, en su mayoria aerébicos,
producen humus, material de aspecto similar a la tierra, que se utiliza como
acondicionador de suelos ya que mejora su composicion, fertilidad y el crecimiento de las
plantas, ayudando también a la sostenibilidad de la produccién agricola. Por su parte, la
digestiébn anaerobia es el proceso en el cual microorganismos en ausencia de oxigeno
degradan la materia organica y producen biogas y un residuo conocido como “digestato”.

Otra forma mas novedosa de este proceso se conoce como codigestion, donde los
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Antecedentes

residuos de alimentos se combinan con residuos agricolas y residuos organicos ricos en
contenido energético (generalmente lipidos) en digestores de estiércol o de aguas
residuales. (Oviedo-Ocafa, 2012; CCA, 2017).

3.1.2.2 Valorizacién de Residuos de Alimentos

Los residuos de alimentos vegetales presentan la ventaja de ser mas valorizables que
los residuos organicos generales, ya que poseen componentes aprovechables tales
como nutrientes para suelos, compuestos fermentables y aquellos que pueden adquirir
valor agregado. (Ros, 2012; Mirabella, 2013). De esta manera, se considera la
valorizacion como el conjunto de actividades cuyo objetivo es recuperar el valor
remanente de los materiales que componen los residuos, mediante su reincorporacion
en procesos productivos donde se sustituya a otros materiales, bajo criterios de
responsabilidad compartida, manejo integral y eficiencia ambiental, tecnoldgica y
econdémica. (LGPGIR, 2003).

Existen diferentes vias, ademas del compostaje, aplicables a los residuos de alimentos y
dirigidos a la generacion de productos en distintas industrias que representan beneficios
econémicos y medioambientales (Figura 2). Sin embargo, estos procesos no contemplan
la utilizacion de las aguas residuales del procesamiento de los alimentos vegetales y que
se caracterizan por poseer alto contenido de materia organica y solidos en suspension,
valores variables de pH y conductividad eléctrica dependiendo de la actividad y materia
prima de las que provienen. (Ros, 2012).
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Figura 2: Valorizacion de residuos de alimentos vegetales aplicada a diversas industrias
(Ros, 2012).

Q



Antecedentes

Por otro lado, a partir de los residuos de alimentos es posible la obtencion de energia,
por ejemplo, la mezcla de metano y dioxido de carbono, también conocido como biogas,
obtenido mediante la digestion mediada por microorganismos anaerobios en cuatro
pasos: hidrolisis, acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis. Por su parte, el
combustible solido se forma durante la carbonizacién hidrotermal que es un proceso en
medio acuoso que transforma la biomasa en carbon y en fertilizante acuoso. Por ultimo,
el bioetanol se produce por la fermentacion de los azlcares y almidones de la materia
organica, mientras que el biohidrégeno es generado por fermentacion anaerobia. (Ros,
2012).

Tabla 1: Ejemplos de compuestos de interés obtenidos de residuos vegetales y su
funcionalidad.

Compuesto de Residuo vegetal . .

: i Funcionalidad

interés como fuente
Cascaras de Agente  espesante, estabilizante vy

Pectina naranja 2y gelificante en mermeladas, gelatinas,
maracuya © salsas, aderezos, etc.

Cutina Tomate @ Obtencién de biolacas y envases.

Cinarina,

Principios activos de formulaciones para
Alcachofa P tratamiento de anorexia, hepatitis,
hipercolesterolemia, hipertension, etc.

cinaropicrina,
flavonoides e

inulina
Biocatalizadores en la produccion de
resinas, adhesivos, protectores de
Enzimas Cebolla‘®y radiacion magnética, colorantes
Peroxidasas coliflor ¢ alimentarios; como componentes
bioactivos de detergentes® y agentes de
tratamiento de aguas residuales.(© 9
. . . Actividad antioxidante y antimicrobiana
Polifenoles y Céascara y semilla . : .
. con potencial para aplicarse en diversos
carotenoides de mango ¢©

productos alimenticios.
a. Ros, 2012; b. Hammouda, 1993; c. Barakat, 2009; d. Deva, 2014; e. Mirabella, 2013

Los residuos de alimentos vegetales se utilizan principalmente para la extraccion u
obtencion de elementos aprovechables en diferentes industrias como la farmacéutica,

cosmeética, quimica, agricola y alimentaria; rescatando asi compuestos con capacidad
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antimicrobiana, acidulante, gelificante, vitaminica, catalizadora y componentes
bioactivos. Algunos ejemplos se enlistan en la Tabla 1. Un namero limitado de estos
ejemplos de aprovechamiento son llevados a cabo en la actualidad teniendo dichos
componentes suficientemente caracterizados. No obstante, muchos otros aiun no han
sido identificados ni explotados para la elaboracién de nuevos y competitivos productos.
(Ros, 2012). Cabe resaltar que, para poder adaptarse a la produccion industrial, los
residuos de alimentos requieren una amplia investigaciéon sobre su disponibilidad, en
términos de cantidad y ubicacion geogréfica de los proveedores; asi como un

procesamiento previo a su aprovechamiento. (Mirabella, 2014).

Resultan de especial interés los residuos agroindustriales de frutas y hortalizas para la
obtencién de biomoléculas con actividad antioxidante, principalmente compuestos
fendlicos, ya que representan una fuente rica en dichos componentes. Ya sea por su
capacidad antioxidante o por los beneficios a la salud, se ha buscado su aplicacion tanto
a nivel farmacéutico como a nivel alimentario durante el procesamiento de alimentos,
utilizandolos como aditivos que extiendan la vida util del producto, o para la elaboracién
de alimentos funcionales y nutracéuticos. (Ignat, 2011; Kumar, 2017).

3.2 Antioxidantes

Los compuestos antioxidantes son aquellos que inhiben o retrasan la oxidacién de otras
moléculas cuando se presentan en bajas concentraciones, en comparacion con las de
los sustratos oxidables, al limitar ya sea la iniciacion o la propagacién de la cadena de
reacciones de oxidaciébn y en su lugar frecuentemente resultan oxidados. Los
antioxidantes ahora convertidos en radicales libres no propagan la cadena de oxidacién
ya que tienen la capacidad de soportar la diferencia de electrones debido a su estructura
resonante y posteriormente son neutralizados con otros radicales para formar productos
mas estables o regenerados por otra molécula antioxidante. (Pereira, 2012, Atta, 2017).
De manera general, los antioxidantes actian a través de las siguientes rutas (Kumar,
2011):

+ Rompiendo la cadena de reacciones de oxidacion.
+ Reduciendo la concentracion de las especies reactivas de oxigeno.
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¢ Secuestrando los radicales iniciales.
+ Quelando metales de transicion cataliticos, evitando asi su efecto prooxidante.

La primera categorizacion, basada en el mecanismo de accion, contempla a los
antioxidantes como primarios, secundarios y sinérgicos. (Rajalakshmi & Narasimhan,
1996). Los primarios finalizan la cadena de reaccion de los radicales libres al donar
electrones o un hidrégeno a los radicales, convirtiéndolos en compuestos mas estables.
Ademas, pueden retardar la etapa de iniciacién reaccionando con un radical de acido
graso o inhibir la etapa de propagacion al reaccionar con radicales alcoxilo (RO") o
peroxilo (ROO’). (Rajalakshmi & Narasimhan, 1996). Los antioxidantes secundarios
retardan las reacciones de oxidacion inhabilitando a los prooxidantes como iones
metalicos, oxigeno singulete, enzimas y otros; convirtiendo las especies radicales en
compuestos no reactivos o absorbiendo radiacién UV. Por ultimo, los sinérgicos actian
bajo diversos mecanismos ya que pueden regenerar a los antioxidantes primarios
donando un hidrégeno, proveyendo un medio acido que mejora la estabilidad de estos;
reaccionando con oxigeno libre o formando complejos estables con prooxidantes.
(Shahidi & Zhong, 2015)

A nivel molecular, los antioxidantes pueden intervenir previniendo, reparando o
interceptando. Los de tipo preventivo procuran detener la formacion de especies reactivas
de oxigeno; aquellos implicados en la reconstitucion son principalmente enzimas de
reparacion, mientras que los involucrados en interceptar a los radicales libres son los
compuestos de mayor estudio como son la vitamina C, vitamina E, carotenoides,
flavonoides y polifenoles relacionados, etc. (Devasagayam, 2005). Por otro lado, la
capacidad de los antioxidantes se divide frecuentemente en dos vertientes: la primera
vertiente es el potencial antioxidante, determinado por la naturaleza de su composicion y
aplicado a la quimica de alimentos; la segunda vertiente se refiere a los efectos bioldgicos
a modo de defensa contra el estrés oxidativo de las células, que dependen principalmente
de la biodisponibilidad de los antioxidantes. De igual manera, la clasificacion mas comun
para los antioxidantes es sobre su origen sintético o natural. (Kancheva, 2013; Oroian,
2015).
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3.2.1 Antioxidantes Sintéticos

Los antioxidantes sintéticos son moléculas generalmente de tipo fendlico con
sustituciones alquilicas que facilitan su solubilidad en grasas y aceites; de esta manera,
la diferencia en estructura quimica influye sobre sus propiedades fisicas y actividad
antioxidante. A diferencia de los antioxidantes sintéticos idénticos al natural, los
antioxidantes sintéticos artificiales no son encontrados en la naturaleza y han sido
desarrollados para tener una medicién estandar de actividad antioxidante debido a la
inherente inestabilidad de los antioxidantes naturales. Antes de poder utilizarse como
aditivos alimentarios que prolonguen la vida de almacén, estos compuestos sintéticos
deben cumplir con ser altamente activos a bajas concentraciones (0.01-0.02 %),
concentrarse en la superficie de la fase lipidica, no ser toxicos y ser estables bajo las
condiciones normales de procesamiento de alimentos. (Yanishlieva, 2001; Belitz, 2009;
Carocho, 2013; Atta, 2017; Admassu, 2019).

OH OH

a. 2-terc-butil-4-metoxifenol (BHA) b. 2-terc-butilbenceno-1,4-diol (TBHQ)
OH OH
OH
/\/O OH
O

c. 2.6-diterc-butil-4-metilfenol (BHT) d. 3,4,5-trihidroxibenzoato de propilo (PG)

Figura 3: Antioxidantes sintéticos artificiales mas utilizados en la industria alimentaria.

Los ejemplos mas utilizados en la actualidad son: butilhidroxianisol o BHA (Figura 3a),
terc-butilhidroxiquinona o TBHQ (Figura 3b), butilhidroxitolueno o BHT (Figura 3c) y
ésteres de acido galico como galato de propilo o GP (Figura 3d), octilgalato (OG) y

dodecilgalato (DG). Muchas veces son incorporados a los alimentos en combinacion para
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generar un efecto sinérgico, por ejemplo, afladiendo BHA y BHT o BHA con GP. A
diferencia de la mayoria de los antioxidantes fendlicos naturales que son o-sustituidos,
los antioxidantes sintéticos, con excepcion de los galatos, son p-sustituidos con el fin de
disminuir su toxicidad, mientras que los m-sustituidos son practicamente inactivos.
(Yanishlieva, 2001; Pokorny, 2007; Atta, 2017).

A pesar de que estas sustancias se han empleado en alimentos para humanos desde
1954, los estrictos analisis toxicoldgicos a los que se han sometido exigen tomar mayores
precauciones sobre su uso. Los resultados toxicoldgicos no son concluyentes y muchas
veces son contradictorios, principalmente acerca del potencial efecto carcinogénico,
provocando cambios en los valores de ingesta diaria admisible (IDA) y discrepancias en

la tolerancia entre legislaciones. (Thorat, 2013; Atta, 2017).

3.2.2 Antioxidantes Naturales

Son aquellos encontrados en fuentes naturales tales como: hongos, algas, tejido animal
y principalmente plantas; se han desarrollado dentro de las células de estos organismos
como respuesta a las condiciones adversas de su entorno. (Brewer, 2011; Kebede,
2019). Asi mismo, son parcialmente responsables de los efectos benéficos asociados a
los alimentos ya que, ademas de la capacidad antioxidante, estos compuestos exhiben
propiedades adicionales, haciéndolos mas relevantes para ser afiadidos a los alimentos

y obtener alimentos funcionales. (Thorat, 2013; Carocho, 2014).

Este grupo de compuestos se divide primeramente en enziméticos y no enzimaticos
(Figura 4). Los primeros corresponden a las enzimas primarias, que previenen la
formacion o neutralizan directamente a los radicales libres, y enzimas secundarias que
contribuyen a la actividad de otros antioxidantes enddgenos; los dltimos incluyen
antioxidantes de accion directa tales como compuestos organosulfurados, nitrogenados
no proteinicos, vitaminas, carotenoides y polifenoles, asi como de accion indirecta como
cofactores y minerales cuya accion esta estrechamente relacionada con la actividad de
las enzimas antioxidantes. (Carocho, 2013; Atta, 2017; Kebede, 2019).
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Enzimas Catalasa, Super Oxido

. . _ Dismutasa, Glutation
Primarias peroxidasa
Enzimaticos , .
Enzimas Glucosa-6-fosfato hidrogenasa,
Secundarias Glutatién reductasa
Antioxidantes Cofactores Coenzima Q10
Naturales
Polifenoles ——— Flavonoides, Acidos Fendlicos
No . Licopeno, B-caroteno, Luteina y
Enzimaticos S Zeaxantina
. . . A C,E K, Zincy
Vitaminas y Minerales e e
Compuestos _Indoles, Glutation,
organosulfurados y —— Acido Urico y Sulfuro
nitrogenados no proteinicos de alilo

Figura 4: Clasificacion de antioxidantes naturales. (Carocho, 2013).

3.2.2.1 Carotenoides

Son un grupo de pigmentos con tonalidades desde el rojo al amarillo que se han
aprovechado principalmente como colorantes naturales ya que son sintetizados en el
metabolismo secundario de plantas, bacterias, hongos y algas. Pueden dividirse en dos
grupos: carotenoides hidrocarbonados, carotenos con grupos terminales especificos
como el licopeno, a-caroteno (Figura 5a) y B-caroteno; y carotenoides oxigenados,
generalmente conocidos como xantofilas, por ejemplo, la luteina y la zeaxantina (Figura
5b). (Carocho, 2013; Atta, 2017).

La funcién de los carotenoides como antioxidantes se debe a la reduccion del oxigeno
singulete sin degradarse, siendo efectivo para prevenir la formacion de hidroperéxidos,
donde el carotenoide excitado disipa la energia adquirida por medio de la deslocalizacion
de electrones desapareados a través de su estructura. Esto ocurre debido a la presencia
de enlaces dobles conjugados; se ha visto que mayor nimero de enlaces dobles se
incrementa la capacidad reductora de radicales. (Rajalakshmi & Narasimhan, 1996;
Belitz, 2009; Pereira, 2012).
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HO

Figura 5: Estructura quimica de un carotenoide hidrocarbonado (a. a-caroteno) y un
carotenoide oxigenado (b. Zeaxantina).

3.2.2.2 Vitaminas

Son compuestos sintetizados en su mayoria por plantas, reconocidos por sus beneficios
a la salud al estar relacionados con reacciones de 6xido-reduccién y por ser cofactores
para ciertas enzimas. Ademas de la vitamina K y el retinol (vitamina A), cuya estructura
guimica corresponde a un carotenoide que se produce como resultado de la ruptura del
B-caroteno, las vitaminas que presentan potencial antioxidante relevante son las
vitaminas C y E . (Shetty, 2013; Atta, 2017).

¢ Vitamina C
Se conoce como una lactona de seis carbonos sintetizada a partir de glucosa (Figura 6).
Bajo condiciones fisiologicas, el &cido ascérbico se encuentra principalmente en su forma
reducida como ascorbato, el cual reacciona con varios radicales para formar el radical
ascorbilo relativamente estable al formar enlaces dobles en los sitios en los que se ha
perdido un hidrégeno y posteriormente puede ser reducido enzimaticamente. La
capacidad donadora de electrones, por ser soluble en agua, convierte al acido ascérbico
en el principal agente contra radicales en fase acuosa, protegiendo a las membranas
contra la peroxidacion al eliminar directamente los radicales peroxilo o al interactuar con
el radical tocoferoxilo, regenerando asi al a-tocoferol. Por el contrario, la combinacion con

iones ferrosos genera radicales hidroxilo que inducen a la peroxidacion lipidica. (Wojcik,

2010; Pereira, 2012; Atta, 2017).
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Figura 6: Estructura quimica del acido ascorbico (Vitamina C).

¢ Vitamina E
Se trata de un grupo de ocho especies de tocoferoles y tocotrienoles de caracter
liposoluble, derivados del isoprenoide y que constan de un anillo complejo y una larga
cadena lateral. Esta cadena es saturada en los tocoferoles, mientras que en los
tocotrienoles es insaturada con tres enlaces dobles en los carbonos 3,7,y 11; de la misma
forma los anillos difieren en la posicion de los grupos metilo, designados como a, B, y Yy
0. El succinato de a-tocoferol es la forma mas comun y la més activa en el organismo
(Figura 7). Su funcion antioxidante se encuentra en la interrupcion en la etapa de
propagacion en las reacciones de autoxidacion mediante la donacion de un hidrégeno al
radical peroxilo, formando un hidroperéxido y el radical ariloxilo que se estabiliza por
resonancia de la estructura fendlica. Finalmente, los radicales formados pueden
reaccionar con otros radicales peroxilo o ariloxilo para generar multiples productos no

reactivos. (Sayago, 2007).

Figura 7: Estructura quimica del a-tocoferol (Vitamina E).

3.2.2.3 Polifenoles
Los polifenoles son metabolitos secundarios de las plantas, generalmente involucrados
en la defensa contra la radiacion ultravioleta o la invasion de patdgenos, contribuyendo

también a propiedades como astringencia, amargor, olor, sabor, color y estabilidad
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oxidativa de los alimentos que los contienen. Estos compuestos pueden ser clasificados
en funcion del nimero de anillos de fenol que contienen y con base en los elementos
estructurales que mantienen unidos dichos anillos. Las clases principales de polifenoles
incluyen acidos fendlicos, flavonoides, taninos, estilbenos y lignanos. Estos compuestos
poseen actividad antioxidante debido a la presencia de grupos hidroxilo que son capaces
de donar un proton y a la estructura aromatica que mantiene estable el radical resultante.
(Villano, 2007; Pandey, 2009).

¢ Acidos Fenolicos
Los acidos fendlicos se caracterizan por la presencia de un grupo carboxilico unido al
fenol ya sea sustituyendo al grupo alcohol, en el caso de los derivados del &cido benzoico,
o mediante una cadena alifatica como aquellos derivados del acido cindmico. Estos
compuestos son ubicuos en materiales vegetales y en ocasiones presentes como ésteres
o glucosidos. Aquellos derivados del acido benzoico (Figura 8a) incluyen al acido p-
hidroxibenzoico, acido siringico, acido galico y acido vanilico (Figura 8b); mientras que
los derivados del acido cindmico (Figura 8c) incluyen al acido p-cumarico, &cido ferdlico,
acido sinapico, acido cafeico (Figura 8d), entre otros. Generalmente actian como
antioxidantes capturando radicales libres, en especial a radicales peroxilo, hidroxilo,

aniones superoéxido y peroxinitritos. (Carocho, 2013; Kancheva, 2013; Oroian, 2015).

—O0
OH o]
a. Acido benzoico ©—< HO
O (@]
HO
c. Acido cinamico \ o) HO \ o) )
d. Acido cafeico
OH O

H

H
b. Acido vanilico

Figura 8: Estructuras del acido benzoico, cinamico y ejemplos de &cidos fendlicos
derivados.
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¢ Flavonoides
Son pigmentos hidrosolubles encontrados en las vacuolas de las células vegetales donde
realizan funciones como: la coloracion de pétalos de flores, filtracion de luz UV vy fijacion
de nitrdgeno. También pueden fungir como mensajeros quimicos, reguladores

fisioldgicos e inhibidores de ciclos celulares. (Kabera, 2014)

Estructuralmente, se conocen como difenilpropanoides ciclados, basados en un sistema
de tres anillos: un anillo central de pirano (anillo C), por un lado fusionado a un anillo
aromatico (anillo A) y por el otro unido a un segundo anillo aromético (anillo B) unido por
un enlace sencillo (Figura 9a). Debido a las diferencias alrededor del anillo heterociclico,
al niumero y posicidn de los grupos hidroxilo y al grado de alquilacién o glicosilacion,
pueden ser agrupados como flavonoles, flavanoles o catequinas, flavanonas, flavonas,
isoflavonoides, antocianinas y antocianidinas (Figura 9b-g). (Kancheva, 2013; Oroian,
2015; Shahidi & Ambigaipalan, 2015).
o L]
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a. Estructura basica flavonoide

d. Flavanoles
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e. Isoflavonas f. Flavanonas g. Antocianinas

Figura 9: Estructuras basicas de diferentes clases de flavonoides.
(Adaptado de Pandev, 2009).

@)



Antecedentes

Funcionan como antioxidantes primarios donando atomos de hidrogeno, como agentes
reductores, quelantes y supresores de aniones superoxido. Asi mismo, pueden activar
enzimas antioxidantes, inhibir oxidasas, reducir radicales tocoferoxilo y aumentar niveles
de &cido urico. (Pereira, 2012; Carocho, 2013)

¢ Taninos
Compuestos constituidos por un grupo diverso de oligdbmeros y polimeros; son
hidrosolubles, a excepcién de algunos con peso molecular elevado. Pueden estar
presentes en hojas, cortezas y frutos como medida de proteccion contra herbivoros e
infecciones. Ademas de efectuar reacciones fendlicas tipicas presentan propiedades
especiales como la capacidad de precipitar alcaloides y proteinas, actuando como
principios activos de plantas medicinales con efectos astringentes, antidiarreicos,

antiinflamatorios y antitumorales. (Kancheva, 2013: Kabera, 2014).

OH OH
0]
HO/%/O
R4 HO OH

b. Tanino hidrolizable
OH (Glucogalina)
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HO

OH
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Figura 10: Estructuras quimicas de un tanino condensado (10a) y un galotanino (10b).
(Kancheva, 2013).

Comunmente son divididos como taninos condensados y taninos hidrolizables. Los
primeros, conocidos también como proantocianidinas, son oligdbmeros y polimeros de

flavonoides (Figura 10a), mientras que los taninos hidrolizables se forman por la
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glicosilacion del acido galico e incluyen a los galotaninos (Figura 10b), elagitaninos y
taninos complejos. Son conocidos por inhibir a las lipoxigenasas y por eliminar radicales

peroxilo, hidroxilo y superdxido. (Shahidi & Ambigaipalan, 2015).

¢ Estilbenos
Los estilbenos contienen dos fracciones fendlicas conectadas por un puente de
metilenos. Se presentan como mondmeros o como oligdmeros y muchos de ellos actian
como fitoalexinas antifingicas, solamente sintetizados como respuesta a lesiones o
infecciones. Uno de los estilbenos mas estudiados es el resveratrol (Figura 11a),
encontrado principalmente en uvas y vino rojos, asi como moderadamente en cacahuates
y frutos rojos. (Pandey, 2009; Woijcik, 2010).

¢ Lignanos
Son compuestos bifendlicos que contienen una estructura de 2,3-dibencilbutano formada
por la dimerizacion de dos residuos de acido cinAmico. Se encuentran especialmente en
semillas de sésamo, en forma de sesamina (Figura 11b) y sesamolina; semillas de lino,
y en diversas partes de plantas vasculares, actuando como detergentes inactivos.
(Pandey, 2009; Kancheva, 2013).

HO
Ve
a. Resveratrol O

(Estilbeno)

b. Sesamina Q\
(Lignano) (\@ ‘\8 )

Figura 11: Ejemplos de estilbenos (Resveratrol) y de lignanos (Sesamina).
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3.3 Técnicas de Extraccion de Antioxidantes

La extraccion es uno de los procedimientos mas importantes para la obtencién, estudio y
utilizacion de analitos. Aunque no hay un Unico método estandarizado para ello, se
encuentran diversas técnicas que buscan un mayor rendimiento de extraccion y la minima

alteracion de los analitos. (Ignat, 2011).

Para la extraccion de compuestos de interés analitico existen métodos clasicos y no
convencionales; los primeros se basan en el poder de extraccion de los disolventes y en
la aplicacion de calor o agitacion. Por otro lado, los métodos no convencionales o
emergentes se consideran mas amigables con el medio ambiente ya que reducen el uso
de disolventes, reducen el tiempo de operacion y mejoran el rendimiento y la calidad del
extracto. Los factores mas comunes que afectan a los procesos de extraccion son: la
naturaleza de la materia prima, el disolvente utilizado, la temperatura, tiempo, presion y

el procedimiento de extraccion. (Azmir, 2013)

3.3.1 Extraccion mediante Maceracion

La extraccion de compuestos antioxidantes a partir de materia vegetal mediante
disolventes orgénicos se basa en el equilibrio quimico del componente de interés entre
el solido y el disolvente, y esta influenciada principalmente por las condiciones a las que
se encuentre la interaccion sélido-liquido. Debido a que cada materia vegetal presenta
estructuras y composicion Unicas, el comportamiento del sistema materia-disolvente es
impredecible. En la extraccién de algunos compuestos fendlicos como flavonoides,
catecoles y taninos, los disolventes mas comunmente eficientes son los mas polares
como etanol y metanol, asi como sus mezclas acuosas, sin embargo, estos disolventes
no son altamente selectivos para fenoles. Por otro lado, la acidificacion del medio
aumenta la eficiencia de extraccién ya que el acido rompe las membranas celulares
permitiendo la liberacion de los compuestos fendlicos, no obstante, este puede ser un
tratamiento agresivo que lleve a la degradacion de los compuestos de interés, por lo que
es preferible la acidificacion con &cidos organicos como &cido férmico o acético a bajas
concentraciones, generalmente menores al 5 % dependiendo de la naturaleza de la
matriz vegetal. (Naczk & Shahidi, 2006; Castafieda-Ovando, 2009; Oroian, 2015).
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3.3.2 Extraccion mediante Soxhlet

Se trata de un método donde la muestra es colocada en un soporte 0 camara para
cartuchos que es llenado gradualmente con disolvente desde un matraz de destilacion y
cuando el liquido alcanza el nivel de desbordamiento, un sifon aspira el liquido de la
camara descargandolo de regreso al matraz de ebullicion y llevando consigo los analitos
extraidos. Se considera como una técnica de extraccion por lotes ya que el disolvente
actla de manera progresiva, sin embargo, operacionalmente resulta ser una técnica
continua al recircular el disolvente a través del material vegetal. Por otra parte, las
desventajas que presenta este método son: un largo periodo requerido para la extraccion,
grandes cantidades de disolvente gastado que pueden hacer al proceso costoso y una
fuente de problemas ambientales; la falta de agitacion durante la extraccion en la cAmara
y principalmente que los extractos se mantienen a la temperatura de ebullicion del
disolvente, lo que puede provocar la descomposicién de compuestos termolabiles. (De
Castro, 2010).

3.3.3 Extraccién asistida por Ultrasonido

Es la técnica cuyo poder de extraccion se atribuye a la cavitacion acustica, generando
fuerzas cortantes o transversales y ondas de choque a bajas frecuencias (20 — 100 kHz).
La cavitacion crea en la interfase entre el disolvente de extraccién y la matriz solida,
puntos con altas temperaturas y presiones (Figura 12B), provocando la ruptura de las
paredes celulares y la desintegracion de los materiales sélidos, lo que incrementa la
solubilidad, difusividad, la penetracion del liquido y la transferencia de masa. (Sabater,
2019).

3.3.4 Extraccién asistida por Microondas

Es la técnica que utiliza la energia de microondas para facilitar la particion de los analitos
desde la matriz de la muestra hacia el disolvente. La radiacion de las microondas
interactda con los dipolos de los materiales polares o polarizables (Figura 12C), causando
un aumento de temperatura cerca de la superficie de la muestra y el calor generado se
transfiere por conduccion. La rotacion del dipolo de las moléculas rompe los puentes de

hidrégeno, permitiendo la penetracion del disolvente y la migracion de los compuestos
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disueltos. Cuando se utilizan disolventes no polares, se genera poco calor ya que éste es
transferido solamente por absorcion dieléctrica. Por lo anterior, el método es considerado
como selectivo ya que favorece a moléculas y disolventes polares con constantes

dieléctricas altas. (Azwanida, 2015).

Conventional | Ultrasound Assisted Microwave Assisted
extraction | Extraction Extraction
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Temperature generator
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Figura 12: Disposicion experimental para diferentes métodos de extraccion de moléculas
de alto valor agregado. A. Métodos convencionales. B. Extraccién asistida por
Ultrasonido. C. Extraccion asistida por Microondas. (Roohinejad et al., 2017)
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3.3.5 Extraccion asistida por Fluidos Supercriticos

Un fluido supercritico, también llamado gas denso, es una sustancia que comparte
propiedades fisicas tanto de un gas como de un liquido cuando factores determinantes
como temperatura y presion llevan a dicha sustancia hasta su region critica. Estos fluidos
se comportan mas como un gas, no obstante, presentan propiedades solvatantes de un
liquido. EI compuesto mas utilizado es el didxido de carbono, el cual se convierte en fluido
supercritico por encima de los 31.1°C y 7380 kPa y resulta de interés al ser un excelente
disolvente para analitos no polares, siendo solamente necesario afadir pequefas

cantidades de etanol o metanol para la extraccion de compuestos polares, asi como por
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su bajo costo y toxicidad. (Azwanida, 2015). El esquema presentado en la Figura 13

ejemplifica la extraccion de antioxidantes mediante fluidos supercriticos.
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Figura 13: Proceso de extraccion de antioxidantes por fluidos supercriticos.
(Gil-Chavez, 2012).

3.3.6 Extraccion asistida por Enzimas

Este método se basa en la capacidad inherente de las enzimas para catalizar reacciones
con alta especificidad, regioselectividad y la capacidad de funcionar en condiciones
moderadas de procesamiento en medio acuoso. De esta manera, las enzimas son
capaces de degradar o romper las paredes y membranas celulares, permitiendo una
mejor liberacion y, en consecuencia, mejor extraccion de los analitos. El empleo de las
diferentes clases de enzimas disponibles depende de la naturaleza de la matriz de la cual

se pretende extraer compuestos de interés. (Puri, 2012)
3.4 Métodos de Cuantificacion de Compuestos Fendlicos

Existe una gran demanda de métodos analiticos cada vez mas selectivos y sensibles
para la determinacién de polifenoles; sin embargo, la cuantificacion de compuestos

fendlicos sigue siendo compleja, especialmente en la determinaciéon simultanea de
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diferentes grupos de ellos. Se han desarrollado métodos espectrofotométricos, que
proveen informacién cualitativa y cuantitativa muy util mediante procedimientos sencillos

y de bajo costo. (Ignat, 2011).

Entre los métodos espectrofotométricos mas utilizados para la cuantificacion de
compuestos fendlicos totales se encuentra el método de Folin-Ciocalteu, el cual es un
meétodo colorimétrico que se basa en la reduccion del reactivo de Folin-Ciocalteu, una
mezcla de &cido fosfomolibdico (HsPMo012040) y &cido fosfotliingstico (HsPW12040), en
oxidos de molibdeno y tungsteno (MosO23 y WsO23) en medio alcalino (Bancuta, 2016).
Los productos de reduccion del 6xido del metal presentan una coloracion azul que tiene
un maximo de absorcion a 760-765 nm, donde la intensidad de la coloracion azul es
proporcional a la concentracion de fenoles. Este método posee la ventaja de tener una
respuesta equivalente entre diferentes tipos de fenoles, sin embargo, también muestra
respuesta al diéxido de azufre, a azlcares y a proteinas que presentan aminoacidos con

grupo funcional hidroxilo. (Waterhouse, 2002).

La principal desventaja de los métodos espectrofotométricos es que solamente pueden
dar una estimacién del contenido total de compuestos fendlicos y no una medida
cuantitativa de los compuestos individuales. Para una determinacion mas selectiva y
sensible se emplean métodos cromatograficos tales como la cromatografia de liquidos
de alta resolucién (HPLC) y cromatografia de gases (GC), (Ignat, 2011). La técnica mas
utilizada es HPLC acoplada a espectrometria de masas (MS) que también permite la
identificacion y elucidacion estructural de los compuestos fendlicos de diferentes fuentes.
La cromatografia de gases, en comparacion con la técnica de HPLC, necesita la
preparacion de las muestras que incluye la remocién de lipidos del extracto, la liberacion
de los compuestos fendlicos y su derivatizacion mediante metilacion o acetilacion. (Ajila,
2010).

3.5 Métodos de Evaluaciéon de Actividad Antioxidante

Para el analisis in vitro de la actividad de los compuestos antioxidantes se encuentran
diversas metodologias que buscan evaluar principalmente la habilidad de proteger

moléculas expuestas a fuentes de radicales libres, la capacidad de reducir iones
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metalicos o la eliminacion de radicales libres estables. La técnica mas empleada que
evalla la capacidad de inhibir el consumo de una molécula objetivo es el ensayo ORAC
(capacidad de absorcion de radicales oxigeno) que se basa en el cambio en la absorcion
de luz UV-visible o en la intensidad de fluorescencia de una molécula objetivo al ser
incubada con radicales peroxilo, tratandose en este caso del AAPH o dihidrocloruro de
2,2-Azobis (2-metilpropionamidina) como fuente productora de radicales a una tasa

conocida en medio acuoso. (Lépez-Alarcon, 2013).

Por otra parte, se encuentran los métodos que evallan la capacidad de una muestra para
reducir los iones cuprico o férrico en medio acuoso, de los cuales el ensayo FRAP (poder
antioxidante reductor de hierro) utiliza la reaccion de reduccién del complejo férrico
tripiridil triazina (Fe'-TPTZ) en medio acido. El complejo reducido presenta absorcion
visible con un maximo de intensidad a 593 nm. (L6pez-Alarcon, 2013).

En la evaluacion de la eliminacion de radicales libres, el ensayo de DPPH se basa en la
reduccion del radical estable 1,1-difenil-2-pricrilhidracilo al sustraer un protén del
compuesto antioxidante presente (Figura 14). Esta capacidad es representada por el
indice ICso que se define como la concentracion necesaria de antioxidante para reducir
el 50 % del radical. EI DPPH en su forma radical presenta un maximo de absorcién a 515
nm en metanol y a 517 nm en etanol; a medida que se lleva a cabo la reduccién del
radical, la absorcion disminuye, siendo esta disminucion proporcional a la concentracion
y actividad antioxidante del compuesto analizado. Este método sirve de indicador del
potencial antioxidante de un alimento o algin compuesto contenido en él. (Brand-
Williams, 1995; Villafio, 2007).

O,N O,N
. H
N—N No, —AH N—N NO,
2N O,N

Figura 14: Reaccion entre el radical DPPH y una molécula antioxidante.
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3.6 Estabilidad Oxidativa de Compuestos Lipidicos

La principal reaccion de deterioro que ocurre durante el procesamiento y almacenamiento
de alimentos corresponde a la oxidacién lipidica, la cual limita la vida de anaquel de
muchos alimentos debido a la destruccion de vitaminas contenidas en ellos y a la
generacion de subproductos indeseables. (Johnson & Decker, 2015; Shahidi &
Ambigaipalan, 2015).

Por definicidn, la estabilidad oxidativa de un aceite es una medida del tiempo de
induccion, es decir, el tiempo requerido para iniciar su deterioro oxidativo; éste ocurre
cuando el calor, iones metalicos u otros catalizadores causan la conversion de moléculas
de aceite insaturado a radicales libres, los cuales mas tarde son oxidados en
hidroperoxidos, aldehidos, cetonas y &cidos que confieren sabores y olores indeseables
a grasas y aceites. Existen dos vias por las cuales sucede la oxidacion de lipidos, ya sea
por autooxidacion o por catalisis mediada por lipoxigenasas; en la autooxidacién se lleva
a cabo un grupo complejo de reacciones que resultan en la incorporacion de oxigeno en
la estructura lipidica y cuya velocidad aumenta después del periodo de induccién. (Aluyor,
2008).

El oxigeno atmosférico causante del deterioro de lipidos se encuentra en dos formas que
interactdan con los acidos grasos insaturados. La especie de oxigeno mas reactiva es el
oxigeno singulete (*0O2), que puede promover rapidamente la oxidacién en alimentos que
contienen fotosensibilizadores, mientras que la especie mas comun es el oxigeno triplete
(302), que es el responsable de la reaccion en cadena de radicales libres. (Johnson &
Decker, 2015).

Debido a que la oxidacién de lipidos constituye un proceso complejo que produce
cambios fisicos y quimicos en productos alimenticios que influyen de manera importante
en su aceptabilidad y calidad nutritiva, se han desarrollado diversas técnicas para evaluar
el nivel de deterioro de aceites y grasas. Cada ensayo puede medir solamente unos
cuantos cambios bajo condiciones y sistemas especificos, por lo cual se suele emplear

una combinacion de varias pruebas como indice de acidez, de yodo, de peroxidos y de

p-anisidina. (Nawar, 2000).
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3.6.1 indice de Acidez

La liberacion de acidos grasos en aceites vegetales se debe principalmente a la hidrolisis
enzimatica de triacilgliceroles, que generalmente ocurre antes de la recoleccion de
semillas. La concentracion de 4cidos grasos libres aumenta con la edad de las semillas
y con el almacenamiento del aceite crudo, por lo cual muchos aceites vegetales son
sometidos a neutralizacion con alcalis y posterior remocion de los jabones precipitados.
(Nawar, 2000; Chen, 2011).

Los acidos grasos libres se oxidan a velocidades ligeramente superiores que al ser parte
de los acilgliceroles. Pequefas cantidades de acidos grasos libres no provocan grandes
cambios en la estabilidad de un aceite o grasa, sin embargo, en cantidades relativamente
grandes facilitan la incorporacion de trazas de metales que provienen del procesamiento.
(Nawar, 2000). Ademas, una concentracion inicial de acidos grasos libres provoca la
hidrolisis de los triacilgliceroles, aumentando el contenido con el transcurso del tiempo y
estos producen sabores indeseables, espuma durante el calentamiento o agitacion y

ejercen un efecto prooxidante en los aceites vegetales. (Aluyor, 2008; Chen, 2011).

El indice de acidez es definido como los miligramos de hidroxido de potasio necesarios
para neutralizar los acidos grasos contenidos en un gramo de grasa o aceite, por lo que
refleja la concentracion de acidos grasos hidrolizados y es representado por el porciento

en peso de un &cido graso especifico. (Nielsen, 2010).

3.6.2 indice de Yodo

El indice de yodo se relaciona directamente con el nivel de insaturaciones de los acidos
grasos, lo que significa que a mayor indice de yodo, mayor nivel de insaturacién; de igual
manera, un decremento en el valor puede atribuirse a la destruccién de los enlaces dobles

por la oxidacion y polimerizaciéon. (Abdulkarim, 2007; Adekunle, 2015).

La prueba se define como los gramos de yodo absorbidos por 100 g de muestra. En el
método de Wijs, una cantidad pesada de aceite se mezcla con disolvente y se hace
reaccionar con un exceso medido de monocloruro de yodo, en una mezcla de acido
acético y disolvente, interactuando con los enlaces dobles carbono-carbono.

Posteriormente, una solucién de yoduro de potasio es afladida para reducir el exceso de

&)
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ICIl a yodo libre; esta liberacion es titulada con una solucion estandarizada de tiosulfato

de sodio (Naz2S203) y almidén como indicador. (Nawar, 2000; Nielsen, 2010).
Las reacciones implicadas en la determinacién son:
ICl+ R'—CH =CH —R? - R'— CHCl — CHI — R?
ICL+KI - KCL+ I,
I, +2Na,S,0; — 2Nal + Na,S,0q

3.6.3 indice de Peroxidos

Los principales productos de la etapa inicial de oxidacion son los peréxidos e
hidroperoxidos y estos pueden evaluarse por medio de métodos que se basan en la
capacidad de liberar yodo a partir de yoduro. El indice de perdxidos se representa en
términos de miliequivalentes de peréxido por kg de grasa o aceite. (Nawar, 2000). Se
determina a una cantidad conocida de muestra de grasa o aceite con un exceso de
yoduro de potasio en una mezcla de acido acético y disolvente. El yodo liberado durante
la reaccion es titulado con tiosulfato de sodio (Na2S203) estandarizado y almidén como
indicador, hasta el punto de vire. Se deben tomar precauciones para evitar la luz

ultravioleta promueva la oxidacién fotoquimica. (Hasenhuettl & Hartel, 2008).
Las reacciones comprendidas en el ensayo son:
ROOH + KI(exceso) » ROH + I, + KOH

I, + 2Na,S,05 — 2Nal + Na,S,0,
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3.7 Antioxidantes presentes en especies de Annonaceae

Actualmente existe una correlacion entre el contenido de diferentes metabolitos
secundarios de origen vegetal y la actividad antioxidante (Kothari, 2010); tal es el caso
de varias especies de anonaceas, una familia que comprende cerca de 120 géneros y
mas de 2000 especies, las cuales figuran entre las familias menos estudiadas tanto
quimica como farmacolégicamente. No obstante, dado el hecho de que varias especies
son utilizadas en medicina tradicional, se ha estudiado y observado que éstas son fuentes
potenciales de fitoquimicos bioactivos de interés farmacologico, entre los cuales se hallan
alcaloides, acetogeninas, flavonoides, carotenos, entre otros (Biba, 2014). De igual
manera, se han encontrado particularmente compuestos con actividad antioxidante en
diferentes partes de las plantas del género Annona como son: hojas, corteza, flores,
pulpa, pericarpio y semillas de frutos (Baskar, 2006; Roesler, 2007; Womeni, 2016).

Las propiedades antioxidantes atribuidas a las anonaceas pueden ser asignadas a la
presencia de compuestos tales como carotenos (3-caroteno, luteina y B-criptoxantina) y
acidos: citrico, ascorbico, quinico y clorogénico, los cuales son conocidos antioxidantes.
(Albuquerque, 2014, Baskaran, 2016; Nam, 2017). No obstante, una gran contribucion a
la actividad antioxidante esta dada por los polifenoles encontrados en diversas especies
del género Annona. (Benites, 2013). En la Tabla 2 se muestran algunos ejemplos de
estos compuestos aislados en algunas de las especies méas estudiadas.

Los alcaloides y principalmente las acetogeninas son moléculas caracteristicas del
género Annona que, dentro de las propiedades bioquimicas y farmacoldgicas que
presentan, muestran también capacidad antioxidante (Baskar, 2006; Gupta-Elera et al.,
2011; Egydio-Brandao et al., 2017). Tal es el caso de cinco alcaloides encontrados y
aislados de extractos metandlicos de la corteza de Annona salzmannii, los cuales son
identificados como: liriodenina, anonaina, asimilobina, reticulina y cleistofolina. De entre
estos compuestos, la asimilobina es el alcaloide mas activo con 2.09 equivalentes

relativos de Trolox, evaluado mediante el ensayo ORAC-FL. (Costa, 2013).
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Tabla 2: Ejemplos de compuestos fendlicos identificados en extractos de diferentes
partes de cuatro especies de Annona.

Especie

A. cherimola

A. crassiflora

A. muricata

A. squamosa

Compuestos fendlicos
« Acidos fendlicos: hidroxibenzoico,
vanilico y siringico
*Flavanol: epicatequina
*Flavonol: rutina
*Flavanona: hesperidina
* Taninos: procianidinas

« Acidos fendlicos: ferulico, cafeico y
cafeoiltartarico
*Flavonoles: rutina y quercetina

« Acidos fendlicos: vanilico, ferdlico,
cafeico, clorogénico y p-cumarico

*Flavonoles: rutina y quercetina

*Flavanoles: catequina, epicatequina,
galocatequina y epigalocatequina

*Flavanona: naringina

*Tanino: acido elagico

*Fenoles simples: catecol y vainillina

- Acidos fendlicos: cafeico, galico,
sinapico, protocatéquico, p-cumarico
y ferulico

*Flavanoles: catequina, epicatequina
y epigalocatequina

* Taninos: procianidinas

Partes

Cascara,

pulpa'y
semillas

Céascara,

pulpay
semillas

Flores,
hojas,
ramas y
raices

Pulpa

Referencia

Barreca,
2011

Garcia-Salas,

2015

Roesler,
2007

Womeni,
2016;

Nam, 2017

Jagtap &
Bapat, 2012

Baskaran,
2016
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3.8 Chincuya (Annona purpurea) como fuente de antioxidantes

3.8.1 Descripcién y Clasificacion Botanica
La Chincuya (Annona purpurea Mocifio & Sessé ex Dunal), pertenece a la familia
Annonaceae con 2500 especies que se distribuyen principalmente en regiones tropicales
y subtropicales (Gonzalez-Esquinca, 2005); dicha especie también forma parte del
género Annona L. que incluye a la guanabana (A. muricata), chirimoya (A. cherimola),
ilama (A. diversifolia), entre otras. Esta especie es clasificada taxonémicamente por la
base de datos del Jardin Botanico de Missouri Tropicos.org (2019), como se muestra en
la Figura 15.
Reino -« Plantae
Division =« Tracheophyta
Clase * Equisetopsida C. Agardh
Subclase < Magnoliidae Novak ex Takht.
Superorden < Magnolianae Takht.
Orden » Magnoliales Bromhead
Familia + Annonaceae Juss.

Género * Annona L.

Especie  + Annona purpurea Moc. & Sessé ex Dunal

Figura 15: Clasificacion boténica de la Chincuya.

Esta especie se describe como un arbol de hasta 10 m de altura con hojas simples,
alternas, ampliamente obovadas, pubescentes en el envés y cortamente pecioladas
(Figura 16a). Flores solitarias ferrugineo-tormentosas con pétalos rojo-morados de
alrededor de 5.8 cm de largo y sépalos ovados de 1.2 cm de largo aproximadamente
(Figura 16b). Los frutos (Figura 16c) son esféricos de 12 a 20 cm de didmetro, con crestas
conicas en la superficie exterior, verdes, tornandose amarillos al madurar y con muchas

semillas (Figura 16d) cubiertas por una pulpa fibrosa, amarilla o naranja y fragante.

(Chizmar, 2009).
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Figura 16: Distintas partes de la especie Annona purpurea Moc. & Sessé ex. Dunal

Habita en la selva alta perennifolia, media subperennifolia, mediana subcaducifolia, baja
caducifolia y en la vegetacion derivada de éstas; crece en suelos desde secos hasta
himedos y a partir del nivel del mar hasta 1200 m. Su distribucion se limita del sur de
México hasta el norte de Sudamérica, por lo que llega a tener cerca de 66 nombres
regionales, siendo los mas utilizados: Chincuya, Sincuya, Soncoyo, Cabeza de Negro y
Toreta (Luna-Cazares, 2015). En México la chincuya se distribuye en los estados de
Chiapas, Michoacan, Oaxaca, Jalisco, Veracruz, Campeche, Guerrero, Tabasco y
Yucatan (Luna-Cazares, 2015), donde se cultiva principalmente como arbol de sombra

por su abundante follaje y para el consumo de sus frutos frescos.

El sabor de la pulpa del fruto se puede describir como una combinacion de sabores
semejantes al mango, platano, maracuya y papaya. Esta fraccion del fruto se destaca por
aportar principalmente carbohidratos, fésforo, acido ascorbico y calcio, a diferencia de la
cascara con alto contenido en fibra y las semillas ricas en lipidos (Tabla 3). (Vidal-
Lezama, 2019).
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Tabla 3: Analisis bromatologico de chincuya con base en peso seco
(Vidal-Lezama, 2019).

Variable Céascara*? PulpaY Semilla *
Cenizas (%) 6.329+0.14 | 6.512+1.09 @ 2.562+0.01
Materia orgénica (%) 93.670+0.14 | 93.487+1.09  97.437+0.01
Proteina cruda (%) 10.756+1.61 7.317+1.00 § 13.965%0.14
Extracto etéreo (%) 0.984+0.80 | 0.667+0.19 | 44.000+0.03
Fibra cruda (%) 42.751+0.84 | 11.914+4.14 20.004+0.05

Extracto libre de nitrégeno (%)  39.177+2.15  73.587+3.41 19.470%0.00
zMedia de 6 observaciones; ¥ Media de 8 observaciones;

X Media de dos observaciones

3.8.2 Usos y Propiedades Asociadas de la Chincuya

Ademas del consumo en fresco del fruto, la planta de chincuya tiene diversos usos como
madera en la produccion de pulpa para papel, cordones, como combustible y en la
fabricacion de implementos para agricultura como cajas, cajones y postes para cercas.
Se siembra como arbol ornamental rompevientos y como cerca viva en fincas. El tinte
obtenido de sus hojas se emplea para tefiir pieles, mientras que las hojas y principalmente
las semillas son trituradas y utilizadas como insecticida contra piojos, chinches, polillas,
pulgas y cucarachas. Asi también, presenta gran potencial para ser empleada como porta
injerto de Annona muricata L. debido a su excelente compatibilidad (Chizmar, 2009;
Vidal-Lezama, 2019).

Por otro lado, los usos medicinales se conocen desde la época prehispénica, donde la
medicina tradicional de México y Panama utiliza esta especie para tratar infecciones de
la piel, enfermedades respiratorias, disminuir la fiebre y dolor de cuerpo, resfriados, tos,
contra la malaria y parasitos, dolor de cabeza y como cardioténico. Mas especificamente
los usos medicinales para cada parte de la planta se resumen en la Figura 17 (Chizmar,
2009; Luna Cazares, 2015).
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Figura 17: Usos y propiedades asociadas a la chincuya en la medicina tradicional.

3.8.3 Metabolitos Secundarios y Compuestos Bioactivos
Las propiedades medicinales y plaguicidas antes mencionadas tienen su origen en la
fitoquimica de esta especie. A partir de diferentes partes de la planta, se han logrado
aislar diversos metabolitos secundarios (Tabla 4), de los cuales, los mas destacables son
los alcaloides de origen bencilisoquinolinico y acetogeninas, compuestos ampliamente
encontrados en la familia Annonaceae (Luna-Cazares, 2015).

Los alcaloides son un grupo de compuestos encontrados en microorganismos, plantas y
animales; responsables tanto de los efectos benéficos de la medicina tradicional como
de la toxicidad de los venenos naturales. El papel de estos compuestos en los organismos
estd mas relacionado a la autoconservacion, inhibicion de competidores y la
comunicacién. Sin embargo, dentro de su gran diversidad estructural, la presencia de un
atomo de nitrégeno basico es la Unica caracteristica en comun y éste puede presentarse
como amina primaria, secundaria o terciaria, también puede estar contenido en el
heterociclo (en alcaloides tipicos) o en una cadena lateral (en alcaloides atipicos). La
presencia de este atomo de nitr6geno que puede aceptar un protdén, aunado a la
presencia frecuente de grupos funcionales que tanto aceptan como donan protones, tales
como los grupos fenol, hidroxilo y fracciones policiclicas, ayudan a explicar la bioactividad
excepcional de los alcaloides. (Cushnie, 2014)

Por su parte, las acetogeninas son compuestos con 35 a 37 atomos de carbono,

caracterizados por presentar una cadena larga alifatica con un anillo y lactona a, B
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insaturado, con ninguno o hasta tres anillos de tetrahidrofurano y varias fracciones
oxigenadas a lo largo de la cadena hidrocarbonada. Estos compuestos son de interés
debido a sus actividades citotdxicas, antiparasitarias, antitumorales, insecticidas,
antifangicas e inmunosupresoras. (Gonzéalez-Esquinca, 2014; Vidal-Lezama, 2019)

Tabla 4: Ejemplos de metabolitos secundarios y su bioactividad, encontrados en la
especie Annona purpurea.

Metaboht.o Clasificacién Bioactividad Referencia
secundario
Actividad antifungica contra
Candida albicans y
antibacteriana contra Cepleanu et al.,

Bacillus subtilis. 1993
Acetogenina | Actividad antifangica contra

Candida albicans

Actividad citotéxica sobre

Purpureacina-1

Purpureacina-2

AnnoplXPgr|C|nas las lineas celulares MSTO- FlJ:rr:::d;OZig
211H, HeLa 'y HepG2 ’
Oxopurpureina Actividad antitumoral contra
O-metil-laterolina la linea celular 9-KB
Liriodenina Potente citotoxicidad contra
lineas celulares KB Sonnet, 1971
S-Glaziovina Alcaloide Modesta actividad citotoxica
(N-metil- sobre la linea celular
crotsparina) tumoral 9-KB
Annomontina Efecto ansiolitico Rejon-Orantes,

2011

Asi también, se han encontrado aceites esenciales como cuminaldehido, terpineol,
geraniol y acetato de geraniol; flavonoides como el 3-O de quercetina, ramndsido-3-O-
campferol, ramnésido-3-O-osoramnetina y el ramnadsido-3-O-tanarixetina; dos esteroles
(B-sitosterol y B-sitosterol-B-D-glucdsido); adenina y escuamolona, una lactoamida.
(Luna-Cazéres, 2015) Finalmente, recientemente se ha logrado aislar, a partir de las
semillas, un nuevo ciclooctapéptido denominado ciclopururacina. (Gonzalez-Tepale,
2018).

)
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4. METODOLOGIA
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Figura 18: Esquema de obtencién y evaluacion de extractos de semilla de Annona purpurea.
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4.1 Materia Prima

En la Figura 18 se muestra el proceso general de trabajo para la obtencion de
extractos, su posterior evaluacion de la capacidad antioxidante y su aplicacion como
aditivo antioxidante en aceite vegetal comestible. Un total de 2.60 kg de semillas de
Annona purpurea se obtuvieron de la recoleccion de frutos maduros de Chincuya
en la comunidad de Las Salinas, Chicomuselo, Chiapas, México en octubre de 2016
y autentificada por la profesora Ernestina Cedillo Portugal, perteneciente a la Unidad
de Biologia del Departamento de Preparatoria Agricola de la Universidad Autbnoma
de Chapingo. Una muestra con numero 1-2016 fue depositada en el Herbario
“‘Efraim Hernandez X” en la Universidad Autbnoma de Chapingo, México. Las
semillas fueron colectadas, lavadas con agua, secadas y almacenadas a
temperatura ambiente aisladas de la luz (Gonzalez, 2018) hasta ser utilizadas en
2018.

4.2 Caracterizacion de las semillas.

A una muestra representativa de 30 semillas se le determiné el peso, largo, ancho
y grosor de manera individual. Asi mismo, se realizaron dichas determinaciones a
la almendra una vez separada del pericarpio de manera manual. Por otro lado, se
determiné la humedad del pericarpio y la almendra de semilla, empleando 1 g de

cada fraccion de semilla en una termobalanza marca Ohaus MB35 90°C (Figura 19).

Figura 19: Termobalanza Ohaus MB35 utilizada para la determinacion de humedad
de pericarpio y almendra de semillas de chincuya.

&)
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4.4 Separacion fisica de almendray pericarpio y molienda.
Con ayuda de una pinza mecanica se extrajo la almendra de la semilla, se colecto
el pericarpio resultante y se descartaron las piezas dafiadas; a continuacion, cada
porcion fue triturada. Para el caso de la almendra, la molienda se llevé a cabo en
una licuadora convencional, mientras que para la molienda del pericarpio se empled
primeramente un molino manual (Figura 20) y posteriormente se redujo el tamafio

de particula con ayuda de una licuadora convencional.

Figura 20: Molienda de pericarpio de semilla en molino manual marca Estrella.

4.5 Desengrasado y extraccion de compuestos fenélicos por maceracion.

Un total de 1.5 kg de harina de almendra y 0.9 kg de pericarpio molido fueron
inmersos por separado en hexano para la remocién de aceite y posteriormente en
seis disolventes diferentes de acuerdo con una secuencia creciente en polaridad.
Cada extraccion se realiz6 tomando en cuenta una relacion aproximada de
sélido/disolvente de 1/2 para la almendra y de 1/3 para el pericarpio. (Gonzalez,
2019). Ambas fracciones se maceraron por tres dias, repitiendo dos veces mas con
disolvente nuevo (Figura 21). La extraccion secuencial se realiz6 tomando en cuenta
el indice de polaridad relativo (Tabla 5), el contenido de lipidos en la almendra de la
semilla y la consecuente naturaleza de los diferentes compuestos antioxidantes
presentes (Hemwimon, 2007; Indrajit, 2013; Abarca-Vargas, 2016). De acuerdo con
la polaridad de cada disolvente, el orden de la secuencia de extracciones fue:
Diclorometano < Acetato de etilo < Acetona < Etanol (95%) < Metanol < Mezcla

Etanol-Agua al 50 %, acidificado con 0.1 % de acido acético glacial.
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Tabla 5: indices de polaridad de los disolventes utilizados en la extraccion de
compuestos antioxidantes.

Disolvente indice de Polaridad
Agua 902
Etanol-Agua 50 % 7.1°b
Metanol 6.6 2
Etanol-Agua 95 % 5.4b
Acetona 5.12
Acetato de etilo 442
Diclorometano 3.72
n-Hexano 0.0a

a Abarca-Vargas, 2016

b Hemwimon, 2007
Después de cada periodo de tres dias de maceracion, el disolvente correspondiente
fue renovado hasta completar nueve dias de maceracion. Por otro lado, cada
extracto resultante fue filtrado, secado con sulfato de sodio anhidro, con excepcion
de los extractos con etanol-agua y etanol debido al alto contenido de agua, y
concentrado mediante evaporacién reducida en un evaporador rotatorio a
temperaturas menores a 55 °C, dependiendo de la temperatura de ebullicién del
disolvente correspondiente, para evitar la degradacion de los compuestos de
interés. Los extractos finales fueron almacenados en frascos sellados en

congelacion (-18 °C) hasta su uso.

a

Figura 21: Extraccién de polifenoles mediante maceracion en disolventes organicos.
a. Pericarpio molido. b. Harina de almendra.
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Cada uno de los extractos obtenidos con los diferentes disolventes fueron
preparados previamente a su andlisis para la cuantificacion de polifenoles y la
evaluacion de actividad antioxidante. En un vaso de precipitados de 10 mL se
pesaron de 0.07 a 1.00 g de extracto (dependiendo de la polaridad del disolvente
de extraccion) y se disolvieron en 5 mL de metanol al 80 %, para después transferirlo

cuantitativamente a un matraz volumétrico y llevarlo a volumen final de 25.0 mL.

4.6 Cuantificacion de polifenoles totales.

La determinacion colorimétrica para la cuantificacion de compuestos fendlicos se
efectu6 para cada extracto obtenido mediante el método de Folin-Ciocalteu
(Waterhouse, 2002; Bancuta, 2016), con ligeras modificaciones, y empleando un
lector de microplacas con dispensadores automaticos, marca BioTek modelo

Synergy 2 (Figura 20).

Figura 22: Lector de microplacas BioTek, modelo Synergy 2.

Primeramente, se realizaron pruebas presuntivas, adicionando en diferentes pozos
de una microplaca 125 uL de agua destilada, 20 uL de reactivo de Folin-Ciocalteu
0.1 N, 30 pL de solucion de Na2COs al 20% y 25 uL del extracto crudo o la
correspondiente dilucidn consecutiva. La mezcla permanecié en oscuridad y reposo
por 15 min hasta verificar que la coloracién fuera azul claro ya que una tonalidad

muy intensa representa una concentracion elevada de polifenoles que dificulta la



Metodologia

cuantificacion y la ausencia de coloracion significa un contenido muy bajo de

polifenoles que no podra ser cuantificado.

Una vez hallada la dilucion apropiada, a partir de ésta se realizé una nueva serie de
diluciones tomando como alicuotas 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 y
1000 pL vy llevando a volumen final de 1000 pL con metanol al 80 % en tubos
Eppendorf con agitacion vigorosa. De la misma forma, como referencia, se elabor6
una curva patrén de 4cido galico, preparada a partir de una disolucién stock de 0.50
mg/mL, con la que se prepararon diluciones a las siguientes concentraciones: 0.01,
0.02, 0.03, 0.04, 0.05, 0.06, 0.07, 0.08, 0.09 y 0.10 mg/mL.

Figura 23: Microplaca de 96 pozos con prueba de Fenoles Totales para extracto
hidroetandlico de pericarpio de semilla de chincuya.

En una misma microplaca de 96 pozos (Figura 21) se hicieron reaccionar, por una
parte 25 pL de cada diluciébn de extracto y por otra 25 pL de las diluciones
correspondientes a la curva de calibracion de &cido galico con 125 uL de agua
destilada, 30 uL de disolucién de Na2COs al 20 % y 20 uL de reactivo de Folin-
Ciocalteu por 30 min en oscuridad hasta medir la absorbancia en el equipo a 760
nm, utilizando como blanco 125 uL de agua destilada y 30 uL de Na2COs al 20 %.
Ambos grupos se analizaron por cuadruplicado y la inyeccion tanto de agua
destilada como de reactivo de Folin-Ciocalteu se realiz6 por medio de los inyectores
del equipo. El contenido de polifenoles totales fue calculado mediante un modelo de
regresion lineal y los valores se reportaron como miligramos de Equivalentes de

Acido Galico por gramo de extracto (mg de EAG / g de extracto).
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4.7 Determinacion de actividad antioxidante.

La evaluacion de actividad antioxidante para cada extracto obtenido se realiz6
mediante el ensayo de DPPH (Brand-Williams, 1995. Sharma, 2009) con algunas
modificaciones. Para ello, se preparé una disolucion del radical 2,2-difenil-1-
picrilhidracilo (DPPH) 0.499 mM pesando 0.0197 g y disolviendo en 1 mL de acetona

y metanol al 80 % hasta un volumen final de 100 mL.

Una vez mas, se realizaron pruebas presuntivas en diferentes pozos de una
microplaca, adicionando 200 pL del extracto crudo o la correspondiente dilucién
consecutiva y 50 yL de disoluciéon de DPPH 0.499mM. La mezcla permanecio en
oscuridad y reposo por 15 min hasta verificar que la coloracion fuera rosa palido ya
que una coloracion purpura representa escasa actividad antioxidante y una
coloracion amarilla significa demasiada actividad que requiere realizar mas

diluciones.

Después de encontrar la dilucion de extracto apropiada, a partir de ésta se realizd
una nueva serie de diluciones tomando como alicuotas 100, 200, 300, 400, 500,
600, 700, 800, 900 y 1000 pL y llevando a volumen final de 1000 yL con metanol al
80 % en tubos Eppendorf. De igual manera, como referencia, se elabor6 una curva
patrén de acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox), preparada
a partir de una disolucion madre de 0.998 mM, con la que se prepararon diluciones
a las siguientes concentraciones: 4.99, 9.99, 14.98, 19.98, 29.96, 39.95y 49.94 uM.

En una misma microplaca de 96 pozos (Figura 22) se hicieron reaccionar, por una
parte 200 uL de cada dilucion de extracto y por otra 200 pL de diluciones de Trolox
correspondientes a la curva patrén, con 50 uyL de DPPH 0.499 mM por 30 min en
oscuridad hasta medir la absorbancia en el lector de microplacas a 515 nm,
empleando como blanco 250 uL de metanol al 80 % y como control 200 yL de
metanol al 80 % y 50 yL de DPPH. Ambas series se efectuaron por cuadruplicado

y la inyeccion de reactivo DPPH se realizé con ayuda de los inyectores del equipo.
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Figura 24: Microplaca de 96 pozos con ensayo de DPPH para extracto metanolico
de pericarpio de semilla de chincuya.
Para la determinacion numérica de la actividad antioxidante, primero se calculo el

porcentaje de radical DPPH degradado de acuerdo con la ecuacion:

A, —A
%DPPHDegradado = (1 - 2

m P) % 100
AC—Ab)

Donde Am, Ab y Ac representan las absorbancias de las concentraciones de la
muestra, el blanco y el control, respectivamente, leidas después de 30 minutos de
reaccion con DPPH y a 515 nm. Posteriormente, el ICso se calculé por medio de una
regresion lineal al graficar el porcentaje de DPPH degradado en funcion de la

concentracion de la muestra. Los valores de ICso se reportaron en ug/mL.

4.8 Evaluacion comparativa de la efectividad antioxidante en aceite comercial.
Después de la comparacién del contenido de compuestos fendlicos y actividad
antioxidante de los extractos de ambas fracciones de semilla, se selecciono el
extracto con mayor actividad antioxidante tanto de almendra como de pericarpio de
semilla de chincuya para su aplicacion a una muestra de aceite comercial de oliva,
a una concentracion menor a la maxima especificada para BHT en la norma
mexicana NMX-F-223-SCFI-2011 de 200 ppm y la posterior comparacion de la
estabilidad oxidativa contra dicho antioxidante sintético y un control de aceite sin

antioxidante.

Una muestra de aceite de oliva extra virgen, de la marca Oli y lote L.13818, se

dividio en cuatro lotes de 105 g cada uno. El primer lote se empleé como control al
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no adicionar ningun extracto o antioxidante. Por otro lado, el segundo lote se mezclé
con BHT, al tercer lote se le adicion6 extracto de almendra de semilla y al cuarto
lote se le afiadié extracto de pericarpio de semilla. En los dltimos tres casos se
afiadieron 15.8 mg de BHT o extracto correspondiente, disueltos en 5 mL de
metanol, para alcanzar una concentracion de 150 ppm. Una vez preparados los
cuatro lotes, se incubaron a 50 °C por 3 horas (Igbal, 2008; Chong, 2015) en una
incubadora marca ECOSHEL, modelo 9165, posteriormente se agitaron
constantemente al vacio por 90 minutos para evaporar la mayor cantidad posible de

metanol y se reposaron por 24 horas.

Cada lote fue distribuido en cinco viales transparentes con 20 g del aceite
correspondiente. Dichos viales se sometieron a 55 °C por 28 dias, realizando un
monitoreo cada 7 dias por medio de los métodos de prueba de indice de acidez,
indice de yodo e indice de peroxidos, descritos en las normas mexicanas NMX-F-
101-SCFI-2012, NMX-F-152-SCFI-2011 y NMX-F-154-SCFI-2010, respectivamente
y las modificaciones de Chong, et al., 2015. Las pruebas se realizaron por triplicado

para cada lote de aceite.

4.8.1 indice de Acidez

Se comenz6 pesando 1.0 g de muestra de aceite en un matraz Erlenmeyer de 125
mL, adicionando después 25 mL de etanol al 95 % y cinco gotas de fenolftaleina.
La mezcla se calent6 a 50 °C para después titularse con solucién normalizada de
KOH 0.0097 N y agitacién vigorosa hasta alcanzar una tonalidad rosa palido estable
por 30 segundos. EI mismo método se efectud por triplicado y con un blanco. El
volumen utilizado de solucién normalizada de KOH se registré en cada caso para

determinar el indice de acidez de acuerdo con la siguiente ecuacion:

) g acido oleico (V1 = V,)(N)(0.282 g/mEq)(100)
% Acidez ( )

100 g de aceite g de aceite

Donde V1y V2 corresponden al volumen de solucién de KOH utilizada en la muestra
y en el blanco, respectivamente, N representa la normalidad de la solucién de KOH

y 0.282 es el miliequivalente quimico del acido oleico. Los valores de indice de
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acidez se expresan como porcentaje de acidos grasos libres, tomando como

referencia en este caso al acido oleico, por cien gramos de aceite.

4.8.2 indice de Yodo

Se dispusieron 0.1 g de aceite en un matraz Erlenmeyer de 125 mL, adicionando
mas tarde 5 mL de diclorometano para disolver la muestra. Se agregaron a la mezcla
5 mL de reactivo de Wijs, se cubrid y se dejé reaccionar por 30 minutos en oscuridad
con agitacion ocasional. Posteriormente, después de retirar de la oscuridad, se
adicionaron 4 mL de solucion de yoduro de potasio al 15 por ciento y 50 mL de agua
destilada previamente hervida y fria. Esta mezcla se titulé en agitacion constante
con solucién estandarizada de tiosulfato de sodio (Na2S203 « 5H20) 0.0967 N hasta
presentarse una coloracién amarillo palido, momento en el cual se agregd un mililitro
de solucion de almidén al uno por ciento como indicador y se continud la titulacion
hasta el punto de desaparecer la coloracién azul. El mismo procedimiento se realiz6
por triplicado y con un blanco. El volumen consumido de solucién de tiosulfato de
sodio se registro para poder estimar el valor de indice de yodo mediante la siguiente

ecuacion:

= mol 100
g de muestra

, gdel, v, = )(V) (126.9 -2
Indice de Yodo ( )
100 g de muestra

Donde V1 y V2 corresponden al volumen consumido de solucion de tiosulfato de
sodio para la muestra y el blanco, respectivamente, N representa la normalidad de
la solucion estandarizada de tiosulfato de sodio y 126.9 corresponde al peso
molecular el yodo. Los valores resultantes se expresan como gramos de yodo

absorbido por cien gramos de aceite 0 muestra.

4.8.3 indice de Peroxidos

En un matraz Erlenmeyer de 125 mL se pesaron 2.0 g de aceite, mismos que se
disolvieron en 25 mL de una mezcla de &cido acético y diclorometano (3:2) con
agitacion y se adicionaron 0.5 mL de solucion saturada de yoduro de potasio. La

mezcla se cubrié de la luz y se dej6 reposar por 60 segundos; en seguida se
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agregaron 30 mL de agua destilada previamente hervida y fria para poder titularla
con solucién estandarizada de tiosulfato de sodio (Na2S203 « 5H20) 0.0967 N hasta
alcanzar una coloracién amarillo palido. Se adicioné 1 mL de almidén al 1 % como
indicador y se finalizo la titulacion hasta desaparecer la coloracion azul. La misma
técnica se realiz6 por triplicado y con un blanco. El volumen consumido de solucion
de tiosulfato de sodio se registré para calcular el valor de indice de peroxidos por

medio de la siguiente ecuacion:

« mEq de peroxidos V. — V,)(N)(1000
Indice de Per()xidos( 19%ep ) (1 2)(N)( )

kg de muestra g de muestra

Donde V1 y V2 corresponden al volumen consumido de solucién de tiosulfato de
sodio para la muestra y para el blanco, respectivamente, N representa la normalidad
de la solucion estandarizada de tiosulfato de sodio. Los resultados se expresan

como miliequivalentes de perdxidos por kilogramo de muestra o aceite.
4.8.4 Anélisis Estadistico

Para poder comprobar que las diferencias fuesen significativas, tanto en la
evaluacion de los diferentes extractos de pericarpio y almendra de semillas como
en la aplicacién de los extractos seleccionados comparados con BHT y un control,
se desarroll6 un andlisis de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza del 95 %
y una posterior comparacion de medias por medio de la prueba Tukey para todos
los casos. Se utilizd el programa de analisis STATISTICA version 8.0 (StatSoft,
2007).



5.1 Caracteristicas fisicas de las semillas residuales de chincuya (Annona

purpurea)
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Figura 25: Pericarpio y almendra de semilla de Annona purpurea.

Las semillas de chincuya, una vez limpias y secas, presentaron una forma eliptica
con un extremo puntiagudo, de superficie fibrosa, coloracion marrén oscuro en el
pericarpio y marron claro en la almendra (Figura 25). Las dimensiones y masa
promedio, a partir de una muestra de 30 semillas y las almendras correspondientes

seleccionadas al azar, se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6: Caracterizacion de semillas y las almendras correspondientes de Annona

purpurea.

Caracteristica Semilla entera Almendra
Ancho (cm) 1.35+0.15 1.01 £0.15 0.91+0.10%°
Largo (cm) 2.55+0.19 1.80+£0.18 1.79+0.272
Grosor (cm) 0.88 £ 0.15 0.74+0.16 0.70+£0.08 @
Masa (g) 1.08 +0.17 0.70 + 0.07 0.69 +0.12 2

n=30 + desviacion estandar
@ Resultados obtenidos por Olvera (2013).

De acuerdo con Salazar (2001), las dimensiones de largo y ancho de las semillas
de esta muestra resultan menores que el promedio reportado (2.8 a 3 cm de largo
y 1.4 a 1.8 cm de ancho), sin embargo, comparando las dimensiones y masa de la

almendra de semilla con los resultados obtenidos por Olvera (2013), ver Tabla 5, el
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lote utilizado para este proyecto presenta valores mayores; esto indica que existe
variabilidad considerable entre las cosechas de esta especie.

En el presente estudio se empled una masa de 2.6 kg se semilla entera, de la cual
el 7.7 % correspondieron piezas dafiadas. Una vez realizada la separacion fisica de
la almendra y el pericarpio de las semillas, se encontré6 que el 57.7 %
correspondieron a la almendra y el 34.6 % al pericarpio.

Los valores de humedad promedio de cada fraccion de la semilla son de 4.45 *
0.05% para la almendra y de 6.49 + 0.94 % para el pericarpio. Se observa que el
contenido de humedad es bajo en ambas fracciones, siendo mayor en el pericarpio
y con mayor variabilidad, debido a la naturaleza fibrosa del pericarpio ya que dificulta

un tamafo de particula homogéneo durante su molienda.

5.2 Extracciones de pericarpio y almendra de semilla de chincuya
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Gréfica 1: Rendimiento de extraccién a partir de almendra y pericarpio de semilla de
chincuya por maceracion con diferentes disolventes.

La Grafica 1 muestra los rendimientos de extraccion obtenidos con cada disolvente

utilizado a partir de la almendra y pericarpio de semilla, una vez concentrado cada
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extracto correspondiente. De acuerdo con estos resultados, se observa que los
rendimientos de extraccion mas altos se encuentran siempre a partir de la almendra,
principalmente en la obtencion de aceite (ver Tabla 6 en el anexo). El disolvente con
el cual se extrae mayor cantidad de extracto es diclorometano, con un rendimiento
de 6.56 %, afirmando la abundancia de compuestos no polares en la almendra,
principalmente aceite y ceras (Gonzalez, 2019). Por su parte, la mayor extraccion a
partir de pericarpio se obtiene con etanol-agua al 50 % (15.5 %), indicando una
abundancia de compuestos polares. De igual manera, se puede apreciar el gran
contraste entre los rendimientos de cantidad de extracto obtenidos a partir de
almendra y pericarpio; por otro lado, cabe mencionar que todos los extractos de
pericarpio de semilla presentaron coloracion &mbar y/o rojiza intensa, mientras que
los extractos de almendra presentaron coloraciébn amarilla a ambar claro con

texturas de cera, aceite o melaza.

Se hace notar que el rendimiento del aceite obtenido en la extraccién con hexano
(15.62 % para la almendra y 0.13 % para el pericarpio) es bajo para ambas
fracciones de semilla, si es comparado con el rendimiento de 29.97 % reportado por
Olvera (2013); en este caso se puede tomar en consideracion que los dafios
encontrados fueron, en su mayoria, semillas secas que no contenian almendra y
cuyo pericarpio se pulverizaba facilmente. Dicho defecto indica que la semilla es

susceptible a un rapido deterioro durante el almacenamiento.

Comparando los resultados de Gonzalez (2018) sobre las cantidades extraidas a
partir de la almendra mediante diclorometano, acetato de etilo y metanol (86 g, 54
g y 46 g, respectivamente), se puede observar que para los dos primeros
disolventes los rendimientos de extraccion son similares a los obtenidos a partir de
la almendra en este experimento (98.42 gy 47.61 g, respectivamente), mientras que
en el caso del metanol el rendimiento resulta mucho menor (15.61 g), (ver Tabla 6

en el anexo).

Por otro lado, no se han encontrado datos aun sobre el rendimiento de los extractos

de pericarpio para su comparacion; sin embargo, se puede decir que el extracto de
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mayor rendimiento es el obtenido con etanol-agua al 50 % (1.72 %), lo que sugiere

una mayor proporcion de compuestos polares en comparacion con la almendra.

Tomando en cuenta aquellos compuestos encontrados en la planta de chincuya y
la composicion quimica de extractos obtenidos a partir de otras especies de anonas,
se puede estimar que los compuestos con capacidad antioxidante presentes en los
extractos estudiados se relacionan principalmente con polifenoles del tipo
catequinas, &cidos fendlicos y flavonoles. (Garcia-Salas, 2015; Baskaran, 2016;
Nam, 2017). Del mismo modo, las acetogeninas y los alcaloides como la liriodenina
encontrada en esta especie pueden contribuir a la capacidad antioxidante de los

extractos de semilla de chincuya. (Gupta-Elera et al., 2011; Costa, 2013)

5.3 Cuantificacién de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu
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Grafica 2: Contenido de Fenoles Totales (mg de EAG / g) en extractos de almendra de
semilla obtenidos por maceracion con seis diferentes disolventes.

Andlisis estadistico realizado por columna. Los superindices * ¢ 9 representan los indices
promedio, donde 2 es el menor y ¢ el mayor indice promedio. Cuando el superindice se

repite significa que no existe diferencia significativa (p < 0.05).

En la Grafica 2 se comparan los valores obtenidos en la cuantificacion de fenoles
totales entre los extractos de almendra, mientras que en la Grafica 3 se comparan
los valores de los extractos de pericarpio de semilla de chincuya. Se observa que

ambas fracciones de semilla presentaron compuestos fendlicos en cada extraccion,
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sin embargo, se hace evidente la predominancia de la concentracion en los
extractos de pericarpio de semilla ya que los extractos de pericarpio superan a los
extractos de almendra, incluyendo al extracto de almendra con etanol-agua al 50 %
que presenta la mayor concentracion de compuestos fendélicos en dicha fraccion de
semilla (8.652 £ 0.386 mg de EAG / g de extracto).
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Grafica 3: Contenido de Fenoles Totales (mg de EAG/ g) en extractos de pericarpio de
semilla obtenidos por maceracion con seis diferentes disolventes.

Andlisis estadistico realizado por columna. Los superindices 2 2 ? ¢ d representan los
indices promedio, donde 2 es el menor y ¢ el mayor indice promedio. Cuando el superindice

se repite significa que no existe diferencia significativa (p < 0.05).

En el caso de los extractos de almendra de semilla de chincuya (Gréafica 2) se
observa una tendencia de aumento en compuestos fendlicos a medida que se
incrementa la polaridad del disolvente, mientras que en los extractos de pericarpio
(Grafica 3), los valores del contenido de fenoles totales se mantienen cercanos
hasta el extracto con etanol donde aumenta de manera abrupta y después

disminuyen considerablemente.

Debido a la presencia de electrones deslocalizados en los anillos aromaticos de
compuestos fitoquimicos, estas moléculas son altamente polarizables y es dicha
diferencia de polarizabilidad que hace a moléculas como los polifenoles

susceptibles a interacciones con disolventes polares que presentan fuerzas de

9



Resultados y Discusion

interaccion dipolo-dipolo, principalmente puentes de hidrégeno, resultando en

variaciones en el rendimiento de extraccion (Rahman, 2013).

El contenido de fenoles totales de los extractos con etanol de almendra y pericarpio
pueden compararse con el valor obtenido en semillas de Annona crassiflora,
reportados por Roesler (2007), donde el extracto de semillas con etanol presenta
un contenido de fenoles totales de 136.98 mg de EAG/g de extracto; dicho valor
supera al obtenido en el extracto de almendra de semilla de A. purpurea con etanol
(2.617 = 0.212 mg de EAG / g), aunque resulta mucho menor al valor encontrado
en el extracto de pericarpio con etanol (1456.523 + 111.577 mg de EAG / g).

En contraste, comparando con el resultado de semillas de Annona squamosa
reportados por Kothari (2010), donde la extraccion fue asistida con microondas, el
contenido de fenoles totales del extracto con etanol es de 171,580 + 7,310 mg de
EAG/g de extracto, valor que notablemente supera a ambos extractos de A.
purpurea con etanol (2.617 = 0.212 mg de EAG/g de extracto de almendra y
1456.523 + 111.577 mg de EAG/g de extracto de pericarpio). Es posible que tales
diferencias se deban, principalmente, a que se trata con especies distintas de
anonaceas con diferentes métodos de extraccion, o bien a que se trabajé con la
semilla completa donde la concentracion el contenido de fenoles totales
corresponde tanto a la almendra como al pericarpio de la semilla de Annona

crassiflora.

De acuerdo con el analisis estadistico (ver Graficas 2, 3 y Tabla 8 en el anexo), se
observa que, en el caso de la fraccion de almendra, la mayor diferencia significativa
existe entre los extractos de metanol y etanol-agua al 50 %. Por su parte, dentro de
la fraccién de pericarpio, las diferencias significativas principales se encuentran
entre los extractos de metanol y etanol al 95 %. Tales diferencias significativas
permiten seleccionar al extracto de almendra obtenido con etanol-agua al 50 % y al
extracto de pericarpio obtenido con etanol al 95 % como candidatos para el andlisis

de efectividad antioxidante al presentar los mayores valores de contenido de fenoles

)
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totales en cada fraccion de semilla (8.652 = 0.386 y 1456.523 + 111.577 mg de

EAG/g de extracto, respectivamente).

5.4 Evaluacién de actividad antioxidante mediante el ensayo de DPPH
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Gréfica 4: Actividad antioxidante (ICso en pg/mL) de extractos de almendra de semilla
obtenidos por maceracion con seis diferentes disolventes.

Andlisis estadistico realizado por columna. Los superindices & ¢ ¢ € representan los indices
promedio, donde 2 es el menor y © el mayor indice promedio. Cuando el superindice se

repite significa que no existe diferencia significativa (p < 0.05).

En las Graficas 4 y 5 se resumen los valores de ICso, expresados en pg/mL,
correspondientes a los extractos de cada fraccion de semilla. Tomando en cuenta
que el ICso representa la concentracion de muestra a la cual se degrada el 50 % del
radical DPPH vy, por tanto, un valor mas pequefio representa mayor actividad, se
puede observar que los extractos con mayor actividad antioxidante son los extractos
de almendra con etanol-agua al 50% (0.594 + 0.012 ug/mL) y de pericarpio con
etanol al 95 % (0.0026 + 0.0008 ug/mL). Se hace notar que los extractos de
almendra con metanol y etanol-agua muestran mejor resultado que el extracto de
pericarpio con diclorometano, a diferencia de los valores en el contenido de fenoles

totales donde el extracto de pericarpio con diclorometano presenta mayor contenido

)



Resultados y Discusion

de compuestos fendlicos (10.829 mg de EAG / g de extracto) que los extractos de
almendra con metanol y etanol-agua (7.017 y 8.652 mg de EAG / g de extracto,
respectivamente), sugiriendo asi que los compuestos antioxidantes mas polares
contenidos en los extractos de semilla de chincuya presentan mayor actividad que
aguellos con menor polaridad, ya sea por presentar mayor numero de grupos
hidroxilo o porque se hayan detectado en extractos menos polares compuestos con

grupos hidroxilo que no presentan actividad antioxidante.
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Gréfica 5: Actividad antioxidante (ICso en pg/mL) de extractos de pericarpio de semilla
obtenidos por maceracién con seis diferentes disolventes.

Andlisis estadistico realizado por columna. Los superindices 2 2> ¢ representan los indices
promedio, donde @ es el menor y ¢ el mayor indice promedio. Cuando el superindice se

repite significa que no existe diferencia significativa (p < 0.05).

Se observa una relacién directamente proporcional entre los valores de actividad
antioxidante y el contenido de fenoles totales (Graficas 2 y 3) para ambas fracciones
de semilla, ya que el orden decreciente de actividad antioxidante de los extractos
de almendra es: Etanol-Agua al 50 % > Metanol > Etanol al 95 % > Acetato de etilo
> Diclorometano > Acetona, el cual coincide con el orden decreciente en contenido
de fenoles totales para los extractos de almendra. Asi mismo, el orden decreciente

de actividad antioxidante para los extractos de pericarpio es: Etanol al 95 % >
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Metanol > Etanol-Agua al 50 % > Acetona > Acetato de etilo > Diclorometano,
coincide con el orden decreciente en contenido de fenoles totales para los extractos
de pericarpio. Por lo anterior, se puede decir que la mayor parte de la actividad
antioxidante de los diferentes extractos est4 dada por los compuestos fendlicos

contenidos en ellos.

Estadisticamente (ver Graficas 4, 5y Tabla 9 en el anexo), dentro de la fraccion de
almendra, existe diferencia significativa entre la mayoria de los extractos con
excepcion de aquellos obtenidos con metanol y etanol-agua; por otro lado, en la
fraccion de pericarpio, las mayores diferencias significativas se encuentran entre los
extractos obtenidos con etanol-agua y diclorometano. Si bien, los extractos con los
menores valores de ICso 0 con mayor actividad antioxidante de cada fraccion de
semilla no son significativamente diferentes de cada uno de los extractos restantes,
su correlacion con los valores mayores en contenido de fenoles totales favorece su

seleccién para evaluarse como antioxidante alimentario.

Los valores de ICso de los extractos de ambas fracciones con etanol pueden ser
comparados con los valores obtenidos en extractos con etanol de semillas de otras
especies de anonaceas, donde el extracto de A. crassiflora presenta un ICso de
31.14 ug/mL (Roesler, 2007); el extracto de A. cornifolia registra un valor 1Cso de
33.9 + 6.26 pg/mL (Santos, 2010) y el extracto de A. cherimola, variedad Madeira,
muestra un valor de 3190 = 80 ug/mL (Albuquerque, 2014). Se hace notar que de
los valores anteriores ninguno es menor a los 2.320 + 0.155 ug/mL obtenidos en el
extracto de A. purpurea, lo que indica que los extractos de esta especie presentan

mayor actividad antioxidante que las anonaceas antes mencionadas.

Se puede decir que la extraccion con disolventes polares, como etanol, metanol y
etanol-agua, produce mejores resultados en el contenido de compuestos fendlicos
y en su actividad antioxidante que con disolventes poco polares aun cuando, en el
caso de la almendra, presenten mayores rendimientos de extraccion. Para poder
conocer las especies de polifenoles presentes en cada extracto es necesario

implementar una purificacion donde se remuevan moléculas tales como: proteinas,

)
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carbohidratos y otros compuestos no fendlicos, para después emplear métodos de

identificacion como cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC).

5.5 Estabilidad oxidativa del aceite de oliva con extractos de almendra y
pericarpio de semilla de chincuya como aditivo antioxidante.

Se seleccionaron los extractos con mayor actividad antioxidante y mayor contenido
de fenoles totales, correspondientes al extracto de almendra de semilla con etanol-
agua al 50 % vy al extracto de pericarpio de semilla con etanol al 95 %. Dichos
extractos fueron aplicados a una muestra de aceite de oliva extra virgen, el cual se

caracteriza por su abundancia en acido oleico. (O’Brien, 2009).

Durante la evaluacion de la estabilidad oxidativa del aceite se utilizé el método de
la estufa de Schaal, de acuerdo con las recomendaciones del método AOCS Cg 5-
97 y adaptando la temperatura a 55 °C. Este método permite medir la evolucién de
la oxidacién de un aceite en menor tiempo del que se requiere en una prueba a
condiciones reales; asi también, considera que un dia de almacenamiento a 65 °C
es equivalente a un mes de almacenamiento a temperatura ambiente. (Khan &
Shahidi, 2001; Yim, et al., 2013). Los cambios en la oxidacion fueron monitoreados

mediante las pruebas de indice de acidez, indice de yodo e indice de peroxidos.

5.5.1 indice de Acidez

La liberacion de los acidos grasos resulta de la reaccion entre el agua y los
triacilgliceroles, conocida como lipdlisis, causada por enzimas o condiciones
extremas de pH y calentamiento. (Chen, 2011). Los grupos carboxilo de los acidos
grasos no son facilmente solubles en los aceites y provocan que las moléculas se
sitien en la superficie del aceite donde disminuyen la tension superficial y actian
como prooxidantes al incrementar la difusion del oxigeno atmosférico dentro del
aceite, acelerando su oxidacién. Por tal motivo, la concentracion de acidos grasos
libres puede utilizarse para indicar el grado de deterioro de un aceite debido a la
hidrolisis de triacilgliceroles (Choe, 2006, Abdulkarim, 2007).
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En concordancia con la norma mexicana NMX- F-109-SCFI-2014, los aceites de
oliva extra virgenes no deben presentar acidez libre, expresada como acido oleico,

mayor a 0.8 g por 100 g de aceite.
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Gréfica 6: indice de acidez a través del tiempo en diferentes tratamientos de aceite de oliva
extra virgen a 55 °C por 28 dias, utilizando un control de aceite y una concentracion de 150
ppm en muestras con BHT y extractos de semilla de chincuya.

Analisis estadistico realizado para cada dia (columna). El superindice 2 representa el indice
promedio que al repetirse significa que no existe diferencia significativa (p < 0.05).

La Gréfica 6 exhibe el comportamiento de cada tratamiento de aceite de oliva
durante los monitoreos de indice de acidez por 28 dias. Primeramente, se observa
un aumento de acidez en el aceite a medida que transcurre el tiempo de
almacenamiento. Desde el inicio hasta el final, la muestra control presenté siempre
el mayor valor de acidez. Por su parte, las muestras con antioxidante sintético y con
extractos afladidos muestran comportamientos muy similares, principalmente entre
el aceite con BHT y aquél adicionado con extracto de almendra de semilla, mientras
qgue el aceite adicionado con extracto etandlico de pericarpio de semilla presenta

una tendencia de menor aumento de acidez que las demas muestras.

<
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El andlisis estadistico en la Grafica 6 muestra que no existe diferencia significativa
entre los tratamientos evaluados, indicando que no hay un efecto sobre la acidez
del aceite de oliva al adicionarlo con BHT o con algun extracto de semilla de
chincuya (ver Tabla 9 en el anexo). Adicionalmente, en ningiin momento del anélisis
se supera el valor maximo permitido de 0.8 % de acidos grasos libres especificado

por la norma mexicana.

5.5.2 Indice de Yodo

Los cambios oxidativos en los aceites se caracterizan, ademas del incremento en
su contenido de acidos grasos libres, por la disminucion de su insaturacion. (Zahir,
2014). De esta manera, el descenso en los valores de indice de yodo es indicativo
del aumento en la velocidad de oxidacion que involucra a los enlaces dobles.
(Herchi, 2016).

De acuerdo con la norma mexicana NMX-F-109-SCFI-2014, un aceite de oliva extra

virgen debe mostrar un valor de indice de yodo de entre 75y 94 g 12/100 g de aceite.
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Gréfica 7: indice de yodo a través del tiempo en diferentes tratamientos de aceite de oliva
extra virgen a 55 °C por 28 dias, utilizando un control de aceite y una concentracion de 150
ppm en muestras con BHT y extractos de semilla de chincuya.

Analisis estadistico realizado para cada dia (columna). El superindice 2 representa el indice

promedio que al repetirse significa que no existe diferencia significativa (p < 0.05).
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La Grafica 7 presenta los comportamientos de las muestras de aceite de oliva
adicionado con antioxidantes en la estabilidad de las insaturaciones de los acidos
grasos en un periodo de 28 dias. Se observa principalmente una disminucion en los
valores de indice de yodo durante el periodo de almacenamiento en todas las

muestras.

La muestra control presenta el menor contenido de insaturaciones hasta el dia 28,
dia en el cual el aceite adicionado con extracto de almendra de semilla presenta el
menor valor de todos los tratamientos (75.17 £ 0.77 g de 12/100 g) y el que
inicialmente demostraba un comportamiento similar a la muestra adicionada con
extracto de pericarpio. Dentro de los dias 7 a 21, el BHT confiere mayor estabilidad
a los dobles enlaces del aceite, aunque al final es superado por el aceite con
extracto de pericarpio de semilla.

Una vez mas, el andlisis estadistico (ver también Tabla 10 en el anexo) advierte
que, al no existir diferencia significativa entre los tratamientos, la adicion de
antioxidantes al aceite de oliva no ejerce un efecto considerable en la estabilidad de
los enlaces dobles de los triacilgliceroles presentes en dicho aceite. De igual
manera, la especificacion de la norma mexicana sobre el indice de yodo (75 a 94 g

de 12/ 100 g de muestra) se cumple en cada uno de los monitoreos.

5.5.3 indice de Peroxidos

Los principales productos de la primera etapa de la autoxidacion de aceites son los
peréxidos e hidroperoxidos, los cuales proceden de la reaccion en cadena de los
radicales libres que atacan a las ligaduras dobles de lipidos a temperatura ambiente.
Estos mismos productos llevan a la formacién de compuestos volatiles que afectan
la calidad del aceite. El calentamiento es un factor que promueve tanto la formacion
como la degradacion de los peroxidos. El indice de perédxidos resulta de gran utilidad
para evaluar el grado de deterioro al que ha llegado un aceite. (Kaleem, 2015;
Gharby, 2016).
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La norma mexicana NMX-F-109-SCFI-2014 establece que un aceite de oliva virgen
debe presentar valor igual o menor a 20 miliequivalentes de oxigeno activo por

kilogramo de aceite.
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Gréfica 8: indice de peroxidos a través del tiempo en diferentes tratamientos de aceite de
oliva extra virgen a 55 °C por 28 dias, utilizando un control de aceite y una concentracion
de 150 ppm en muestras con BHT y extractos de semilla de chincuya.

Andlisis estadistico realizado para cada dia (columna). Los superindices # 2 P representan
los indices promedio, donde 2 es el menor y el mayor indice promedio. Cuando el

superindice se repite significa que no existe diferencia significativa (p < 0.05).

La Gréafica 8 muestra la evolucién de la oxidacién del aceite adicionado con
antioxidantes mediante el indice de peréxidos monitoreado por 28 dias. Aqui se
aprecia un aumento general en el contenido de peréxidos en las muestras de aceite
a lo largo del almacenamiento. Inicialmente, entre los dias cero y siete, el
comportamiento de las muestras se divide en dos grupos: la muestra control y
aguella adicionada con BHT contra las muestras con extractos de semilla de
chincuya afiadidos, hasta el dia 14 donde la muestra control presenta un mayor

aumento de peroxidos. El comportamiento anterior se invierte después del dia 14 al
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agruparse el aceite control y aceite con extracto de almendra de semilla contra el
aceite con BHT y el aceite con extracto de pericarpio de semilla; pudiendo indicar
esto que los polifenoles contenidos en el pericarpio de la semilla son mas estables
sobre el tiempo a temperatura de 55 °C que los polifenoles en la almendra de semilla
0 que la cantidad de polifenoles en el extracto de almendra es insuficiente para

continuar retrasando la oxidacion.

Debido al calentamiento de la muestra de aceite comercial previo a los monitoreos,
empleado de acuerdo con Igbal (2008) y Chong (2015), la especificacién en la
norma mexicana sobre el valores maximo permitidos de 20 mEq de oxigeno activo
o peroxidos por kg de aceite no se cumple desde antes del séptimo dia de
monitoreo, por lo que la evaluacion de la eficiencia antioxidante se basa
principalmente en la diferencia significativa encontrada entre los valores promedio

en cada tratamiento de aceite para cada dia de monitoreo.

El andlisis estadistico mostrado en la Grafica 8 (ver también Tabla 11 en el anexo)
confirma las diferencias significativas entre los tratamientos, principalmente en los
dias 0 y 21. Al inicio la diferencia significativa entre los grupos de muestra control y
aceite con BHT contra las muestras con extractos de semilla sugiere que hay un
efecto regulador de formacion de peroxidos en estas ultimas aun cuando la
oxidacién del aceite haya iniciado antes de la adicién de los antioxidantes. Por otro
lado, al dia 21 sucede la misma diferencia significativa pero esta vez sefialando que
el efecto protector es dado por el BHT en lugar del extracto de almendra de semilla.
Al final, en el dia 28 solamente pueden considerarse significativamente diferentes
la muestra control y el aceite con extracto de pericarpio. Cabe mencionar que es en
tres ocasiones que el aceite con extracto de pericarpio de semilla obtenido con
etanol presenta diferencia significativa, indicando que la adicién de este extracto
aporta un efecto protector contra la formacién de perdxidos asociado a la presencia

de compuestos fendlicos en dicho extracto.



Conclusiones

Los disolventes con los cuales se obtiene mayor rendimiento de extraccion
mediante maceracion son diclorometano para la almendra de semilla y etanol-

agua al 50 % acidificado al 0.1 % para el pericarpio de semilla de chincuya.

La mayor extraccion de compuestos fendlicos y la mayor capacidad antioxidante
se obtienen con disolventes polares, principalmente mediante etanol-agua al 50%
acidificado al 0.1 % en el caso de la almendra de semilla (8.652 + 0.386 mg de
EAG /gy 0.594 £ 0.012 pg/mL) y etanol al 95 % para el pericarpio de semilla
(1456.523 £ 111.577 mg de EAG/g y 0.0026 + 0.0008 pg/mL).

La mayor concentracion de polifenoles y la mayor actividad antioxidante de la

semilla de Annona purpurea se encuentran en el pericarpio.

La adicion de extracto de almendra de semilla con etanol-agua al 50 % acidificado
al 0.1 % no ejerce un efecto en la disminucién de la oxidacion del aceite de oliva

bajo las condiciones empleadas en el experimento.

El extracto de pericarpio de semilla con etanol al 95 % retarda significativamente
la formacion de peréxidos en aceite de oliva, lo cual indica que dicho extracto
retrasa la oxidacién de lipidos, posibilitando su uso como aditivo antioxidante

natural en alimentos.
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Tabla 7: Rendimientos de las extracciones por maceracion secuencial.

Fraccién Almendra | Pericarpio

Masa Inicial (g) 1,500 900

» Aceite obtenido (g) 234.24 1.19
Extraccion con Hexano —

Rendimiento (%) 15.62 0.13

L . Extracto obtenido (g) 98.42 1.03
Extraccion con Diclorometano —

Rendimiento (%) 6.56 0.11

. _ Extracto obtenido (g) 47.61 0.52
Extraccion con Acetato de etilo —

Rendimiento (%) 3.17 0.06

. Extracto obtenido (g) 18.05 1.11
Extraccidon con Acetona o

Rendimiento (%) 1.20 0.12

» Extracto obtenido (g) 31.33 6.65
Extraccién con Etanol —

Rendimiento (%) 2.09 0.74

. Extracto obtenido (g) 15.61 1.22
Extraccion con Metanol o

Rendimiento (%) 1.04 0.14

Extracciéon con Etanol-Agua Extracto obtenido (g) 29.6 15.5

50% acidificado al 0.1% Rendimiento (%) 1.97 1.72

Tabla 8: Cuantificacion de compuestos fendlicos totales en extractos de almendra'y
pericarpio de semillas de A. purpurea.

Disolvente empleado | Fenoles Totales (mg de EAG/g de extracto)

en la extraccion

Extracto de Almendra

Extracto de Pericarpio

Diclorometano
Acetato de etilo
Acetona
Etanol

Metanol

Etanol-Agua 50 %
acidificado al 0.1 %

2.413+0.343°"
2.046 + 0.099 °
1.066 + 0.081 #
2.617 +0.212°"
7.017 + 0.626 °©

8.652 + 0.386 ¢

n=4, promedio * desviacion estandar.
Anadlisis estadistico realizado para cada fraccion de semilla (columna). Los superindices 24
representan valores promedio, donde 2 es el menor y ¢ el mayor promedio. Cuando el
superindice se repite significa que no existe diferencia significativa (p < 0.05).

@

10.829 +1.184 @
65.195 + 6.094 2
117.639 £ 9.302 P
1456.523 + 111.577 ¢
243.124 +11.018 ¢

21.780 £ 0.960 #
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Tabla 9: Actividad antioxidante de los extractos de almendra y pericarpio de semilla

de Annona purpurea.

Disolvente empleado en
la extraccién

ICs0 (Mg/mL)

Extracto de Almendra

Extracto de Pericarpio

Diclorometano
Acetato de etilo
Acetona
Etanol

Metanol

Etanol-Agua 50 %
acidificado al 0.1 %

9.781+ 0.286 ¢
8.650+ 0.411°
36.300 + 0.309 °©
2.320+0.155°
0.640+£0.045°

0.594 +0.012 %

n=4, promedio + desviacion estandar.
Andlisis estadistico realizado para cada fraccién de semilla (columna). Los superindices 2
representan valores promedio, donde 2 es el menor y ¢ el mayor promedio. Cuando el
superindice se repite significa que no existe diferencia significativa (p < 0.05).

0.8888+0.1474
0.0680 + 0.0015%
0.0448 + 0.0042 2
0.0026 + 0.0008 #
0.0236 + 0.0006 #

0.1878 £ 0.0125 "

Tabla 10: indice de acidez en aceite de oliva adicionado con BHT, extractos
hidroetandlico de almendra y etandlico de pericarpio de semilla de chincuya y aceite
control, almacenados a 55 °C por 28 dias.

indice de Acidez (g de acido oleico / 100 g de aceite)

Tratamiento/Dia

0

7

14

21

28

Control
BHT
E. Almendra

E. Pericarpio

0.230 £ 0.0102
0.218 +0.013%
0.224 £ 0.0252
0.228 + 0.0162

0.245 + 0.0082
0.227 + 0.0142
0.227 £ 0.0162
0.225 + 0.0142

n=3, promedio + desviacion estandar.
Analisis estadistico realizado para cada dia (columna). El superindice 2 representa el indice
promedio que al repetirse significa que no existe diferencia significativa (p < 0.05).

0.263 £ 0.0102
0.254 + 0.0144
0.254 £ 0.0152
0.243 + 0.0144

0.271 =+ 0.0202
0.254 + 0.0142
0.245 +0.0012
0.260 + 0.0012

0.287 £0.0272
0.264 + 0.0152
0.263 £ 0.0142
0.262 + 0.0132
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Tabla 11: indice de yodo en aceite de oliva adicionado con BHT, extractos
hidroetandlico de almendra y etandlico de pericarpio de semilla de chincuya y aceite
control, almacenados a 55 °C por 28 dias.

indice de Yodo (g de I/ 100 g de aceite)

Tratamiento/Dia 0 7 14 21 28
Control A 76.25+1.172| 75.84+0.842 | 76.05+0.432 | 75.63+0.272 | 75.39+0.26 @
BHT 76.97+£0.832 | 76.86 +1.462 | 76.24+0.812 | 76.36 +0.582 | 75.58 +0.16 @
E. Almendra | 77.16+2.882| 76.29+0.452 | 76.22+0.902 | 7596 +0.312 | 75.17 £ 0.77 @
E. Pericarpio | 77.31+0.792 | 76.39+0.402 | 76.16 £ 0.332 | 76.29+0.642 | 75.86 £+ 0.57 2

n=3, promedio * desviacion estandar.
Andlisis estadistico realizado para cada dia (columna). El superindice @ representa el indice
promedio que al repetirse significa que no existe diferencia significativa (p < 0.05).

Tabla 12: indice de perdxidos en aceite de oliva adicionado con BHT, extractos
hidroetandlico de almendra y etandlico de pericarpio de semilla de chincuyay aceite
control, almacenados a 55 °C por 28 dias.

indice de Peroxidos (mEq de Peroxidos / kg de aceite)

Tratamiento/Dia 0 7 14 21 28
Control 1451 +0.05° | 24.09+3.012 | 28.20+3.642 | 37.07+2.50" | 41.87 +£2.47"
BHT 14.60+0.04"° | 24.13+0.072 | 24.09 +0.072 | 28.91+0.082 | 36.88 +2.78 2
E. Almendra | 11.23+2.712|20.94+2.692 | 24.09+0.072 | 37.19+2.75° | 40.15+2.54
E. Pericarpio 1126 +£2.752 | 2091 +2.722 | 24.18+0.002 | 3046+2.642 | 3522+2.6772

n=3, promedio + desviacion estandar.

Andlisis estadistico realizado para cada dia (columna). Los superindices # 2P representan
los indices promedio, donde 2 es el menor y ? el mayor indice promedio. Cuando el
superindice se repite significa que no existe diferencia significativa (p < 0.05).

)
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