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1-Introduccidén

Una amplia variedad de vegetales son altamente apreciados por su potencial terapéutico
atribuido al contenido de componentes conocidos como fitoquimicos bioactivos. En la industria
farmacéutica las plantas son la materia prima mas importante para la obtencién de drogas
quimioterapéuticas ya que exhiben efectos farmacoldgicos aplicables para el tratamiento de
infecciones bacterianas, fungicas y enfermedades cronico degenerativas como diabetes y

cancer.

A fin de obtener principios activos medicinales inocuos y eficaces, se ha intensificado la
busqueda de fitoquimicos de origen vegetal derivados de vegetales considerados como
alimentos funcionales. Estos ultimos son componentes cotidianos de la dieta que ademas de
aportar nutrientes contienen fitoquimicos bioactivos que son benéficos para la salud incluidos

los polifenoles, carotenos y aceites funcionales.(Serrano, Lopez, & Espunes, 2006).

El interés en los posibles efectos benéficos a la salud de estos compuestos ha incrementado

debido a su capacidad como antioxidantes.

El presente proyecto se enfocé a estudiar algunos de los compuestos previamente
mencionados de las frutas mexicanas: Prunus serdtina, Opuntia joconostle, Carica papaya,
Pinus edulis Eng. P. Cembroides y Pouteria sapota, para identificar los compuestos presentes

en ellas y concluir posibles fuentes de obtencion de los fitoquimicos estudiados.

Para llevar a cabo el analisis de obtencion de los compuestos se busco en la literatura en que
partes de las frutas podrian estar presentes los compuestos de interés, las frutas se separaron
en su pericarpio (cascara), en su mesocarpio y/o endocarpio y en sus semillas y de cada una

de estas partes se reportan los compuestos estudiados.

El plan de trabajo consistio en determinar la concentracion de los compuestos fendlicos totales,
antocianinas totales o betalainas, identificar los acidos hidroxicinamicos, hidroxibenzoicos y
triterpenos, conocer el perfil de acidos grasos de las semillas de las frutas seleccionadas, el
contenido proteinico de las semillas y concluir las fuentes 6ptimas para la generacion de los
compuestos de interés y mas abundantes de cada una de las frutas seleccionadas.



2-Hipotesis

De acuerdo con la bibliografica consultada se identificaran y cuantificaran los fitoquimicos
presentes en las frutas seleccionadas y se podra concluir de posibles fuentes de obtencion de

estos compuestos ya sea por interés comercial como bioquimico.

3-Objetivo general

Estudiar los fitoquimicos de las frutas originarias de México: Opuntia xoconostle, Carica papaya,
Prunus serotina, Pinus edulis Eng. P. Cembroides y Pouteria sapota para analizar posibles
fuentes de obtencion de compuestos de interés comercial o bioquimico originados de su

produccion y/o procesamiento.

3.1-Objetivos particulares

e Cuantificar los fenoles, flavonoides, betalainas, carotenos y antocianinas totales

presentes en las frutas en puntos de venta comparando con lo reportado en la literatura.
e |dentificar los acidos hidroxicinamicos y/o hidroxibenzoicos de las cascaras de las frutas.
e Realizar el perfil de acidos grasos de las semillas de las frutas seleccionadas

e |dentificar la posible presencia de triterpenos pentaciclicos del extracto etéreo de las

semillas y/o hojas de frutas.

e Extraer e hidrolizar las proteinas de las semillas de frutas para ver si se consigue obtener

fracciones peptidicas con actividad antioxidante.



4-Antecedentes

4.1-Consumo de frutas y vegetales

La dieta tradicional mexicana pudiera ser de interés nutrimental porque incluye una larga
variedad de plantas alimenticias autoctonas, especialmente frutas y vegetales. La produccion y
consumo de algunas plantas nativas mexicanas son limitadas a pesar de ser ricas en

componentes de alta calidad nutrimental y en compuestos bioactivos como polifenoles.

Las frutas han sido asociadas con un rol protector en el mantenimiento de la salud. Los
beneficios a la salud de frutas y vegetales combinada en la dieta humana son bien conocidos y

son fuertemente apoyados por evidencia cientifica.(Hervert-Hernandez, et al. , 2011).

Evidencia epidemioldgica del rol protector de las frutas y vegetales en la prevencién de cancer
es substancial, también se sugiere un rol protector en la prevencion de cardiopatia coronaria y
se esta acumulando evidencia de un efecto protector en infartos. Ademas, una nueva base
cientifica estd emergiendo para la prevencién de cataratas, enfermedades cronicas en los

pulmones, diverticulosis y posiblemente hipertension.(Van Duyn & Pivonka, 2000).

Resultados de estudios epidemioldgicos de la relacion entre la ingesta de nutrimentos en frutas
y vegetales, como la vitamina C o B-caroteno, y el riesgo de infarto han sido inconsistentes. Sin
embargo, la prevenciéon de enfermedades tal vez no es atribuible a un solo nutrimento, si no a
la interaccién de los componentes nutrimentales y no nutrimentales en la fruta entera.(Steffen,
2006).

Las frutas y vegetales son considerados como fuentes ricas de algunos micronutrimentos
esenciales de la dieta y fibra dietética, y mas recientemente han sido reconocidos como fuentes
importantes de una amplia seleccion de fitoquimicos que individualmente o en su combinacién

podrian beneficiar a la salud.

La fibra dietética no es un grupo quimico bien definido sino una combinacién de sustancias
quimicas heterogéneas, puede estar asociada a compuestos bioactivos como los polifenoles y
carotenos. Los compuestos bioactivos asociados a la fibra dietética podrian explicar las

diferencias nutrimentales cualitativas encontradas en un patréon de una dieta sana, como en la



dieta en paises mediterraneos y otros. La ingesta diaria de fibra dietética es cuantitativamente
similar en paises mediterraneos y no mediterraneos europeos (aproximadamente 20 g per
capita). Sin embargo hay diferencias cualitativas que surgen del hecho que una gran proporcion
de la ingesta de la fibra dietética en paises mediterraneos viene de frutas frescas y vegetales,
mientras que en paises de Europa del norte la ingesta proviene de cereales. Una diferencia
importante es que la fibra dietética de frutas y vegetales transporta una cantidad significativa de
polifenoles y carotenos enlazados a la matriz de la fibra a través del intestino humano. Por lo
tanto, los fitoquimicos asociados pueden hacer una contribucion significativa a los beneficios a

la salud.

Las frutas y vegetales también contribuyen en gran medida a la capacidad total antioxidante de
la dieta, la cual es considerada un indicador de calidad de dieta. Aunque la capacidad total
antioxidante de la comida es derivada del poder antioxidante acumulado y sinérgico de
vitaminas, polifenoles, carotenoides y otros constituyentes menores, los polifenoles son los

principales antioxidantes presentes en frutas y vegetales. (Hervert-Hernandez, et al., 2011).

Se ha concluido que las frutas y vegetales incrementan significativamente los niveles de
vitaminas antioxidantes en la sangre (B-caroteno y vitaminas C y E) y folato y reducen el nivel
de homocisteina y de algunos marcadores que estan elevados durante el estrés oxidativo, como
malonaldehido (marcador en la peroxidacion lipidica) y 8-hidroxideoxiguanosina (marcador en
la oxidacion del ADN). Varios estudios reportaran que el consumo diario de frutas y vegetales
incrementaron la capacidad de caputurar radicales de oxigeno en sangre, indicando una

defensa antioxidante superior del cuerpo.(Dasgupta & Klein, 2014).



4.2-Frutas como alimento funcional y fuentes de
nutraceuticos.

En la dieta estan presentes mas de 25,000 compuestos bioactivos y muchos de ellos juegan un
rol en modificar la multitud de procesos que estan relacionados a diversas enfermedades. La
mayoria de los compuestos bioactivos presentes en una dieta tipica son obtenidos de plantas,

y estos quimicos son llamados fitoquimicos.

Diversos compuestos bioactivos que poseen efectos farmacoldgicos terapéuticos provienen de
alimentos funcionales de origen animal o de plantas, sean estas comestibles o no. Los alimentos
funcionales se definen como los productos alimenticios de origen animal o vegetal, consumidos
en la dieta diaria, que ademas de aportar nutrientes poseen componentes bioactivos. (Serrano
et al., 2006).

Estos compuestos ejercen efectos farmacoldgicos que modulan funciones terapéuticas en el
cuerpo que resultan benéficas para la salud. En ciertos casos, dichos componentes bioactivos
han sido distribuidos comercialmente como productos nutracéuticos; los nutraceuticos se
caracterizan por ser suplementos dietéticos bioactivos benéficos para la salud que se ingieren
en forma concentrada en pildoras, pastillas, capsulas o ténicos. En la industria farmacéutica,
los alimentos funcionales de origen vegetal representan una fuente potencial de componentes

bioactivos para el desarrollo de farmacos inocuos y altamente eficaces.(Serrano et al., 2006).

La mayoria de los fitoquimicos poseen actividad antioxidante. Se ha postulado que estos
pueden ejercer un efecto in vivo como compuestos individuales ejerciendo su propiedad
antioxidante al neutralizar oxigeno reactivo o compuestos reactivos de nitrégeno y contribuyen
a la defensa antioxidante del cuerpo, y por lo tanto induciendo longevidad, manutencion de las

células y reparacion del ADN. (Pallardy, 2008).

Los compuestos bioactivos de frutas y cereales pueden ser clasificados también como
metabolitos secundarios. Los fitoquimicos como los polifenoles, carotenoides y lipidos
funcionales son sustancias producidas de manera natural en la planta que promueven la salud

y/o propiedades nutraceuticas y medicinales.



El interés en compuestos provenientes de plantas ha incrementado en los ultimos afios,
especialmente en el area comercial y cientifica debido a los reportes con respecto a sus efectos

benéficos y toxicoldgicos en la salud.

El instituto nacional de nutricion (NIH) menciona que los fitoquimicos bioactivos como los
polifenoles, carotenoides y lipidos funcionales son “aquellos componentes en la comida o en
suplementos alimenticios que no satisfacen las necesidades humanas alimenticias basicas
(proteinas, hidratos de carbono, etc.) y son responsables de cambios en el estado de salud.
(Hall & Zhao, 2011).

Los fitoquimicos pueden ser ampliamente clasificados como compuestos fendlicos, compuestos
que contienen nitrdgeno, compuestos organofosforados, fitoesteroles y carotenoides.
(Dasgupta & Klein, 2014).

4.2.1-Antioxidantes

Los polifenoles en la comida y bebidas estan relacionados a caracteristicas sensoriales como
es el color, amargor, astringencia, etc., los cuales son relevantes en productos como el vino, té
y jugo de uva. Estos compuestos son intrinsecos variando de acidos fendlicos a complejos
taninos polimerizados. Debido a su inestabilidad inherente, los polifenoles sufren
transformaciones en la presencia de luz, oxigeno, y como resultado del tratamiento térmico,
almacenamiento y proceso de extraccion. Por esa razén, el consumo diario y requerimientos de

dieta para estos compuestos son dificiles de medir.

El conocimiento de que los polifenoles estan asociados con la proteccidon en contra de
enfermedades provocadas por el dano oxidativo ha incrementado el interés de su
estudio.(Gollucke, Ribeiro, & Aguiar, 2013).

El dafio oxidativo puede conducir a un dafio crénico de las células, el cual es uno de los
mecanismos que pueden producir cancer. Las frutas son ricas en fenoles antioxidantes
(flavonoides, antocianinas), vitaminas (ej. Vitamina E). Estos antioxidantes suprimen

directamente el dafo oxidativo al atrapar radicales libres de oxigeno originados de varios



procesos metabdlicos. También se conoce que suprimen el crecimiento de células cancerosas,

lo que puede contribuir a la eliminacion de cancer en etapas tempranas. (Hall & Zhao, 2011).

4.3-Compuestos fenolicos

Los fitoquimicos, referidos como metabolitos secundarios tienen diversos roles en el tiempo de

vida de las plantas como pueden ser estructurales, proteccion, etc.

Los compuestos fendlicos pertenecen a este grupo de compuestos y son sintetizados por las
plantas durante su desarrollo y en respuesta a contradicciones como infecciones, herida,

radiacion UV, etc.

Aproximadamente 8000 compuestos que son sintetizados en la naturaleza pertenecen en la
categoria de fendlicos, los cuales todos comparten una caracteristica estructural: un anillo
aromatico que contiene al menos un sustituyente hidroxilo. Existe una clasificacién de los
compuestos fendlicos la cual los separa en fenoles simples y polifenoles, basada

exclusivamente en el numero de subunidades fendlicas presentes. (Stalikas, 2007).

4.3.1-Polifenoles

Los polifenoles son un conjunto heterogéneo de moléculas con actividad antioxidante que
incluye a los fenoles acidos y flavonoides. Representan un componente abundante de
antioxidantes en la dieta humana. El interés en los posibles beneficios a la salud ha
incrementado debido a las correspondientes capacidades antioxidantes. Los polifenoles
presentes en el vino rojo y en el arroz inhiben la oxidacién de LDL (low densiy lipoprotein,
lipoproteina de baja densidad) y de acidos poli insaturados, respectivamente. La actividad
antioxidante de los polifenoles se ha relacionado con su capacidad para prevenir falla cardiaca,
aterosclerosis, enfermedad cardiovascular y neoplasias. (Serrano et al., 2006).



Evidencias recientes muestran que hay un gran interés en los efectos anticarcinogénicos de

compuestos polifendlicos, al potencial de prevenir enfermedades cardiovasculares y

cerebrovasculares.

Los polifenoles se dividen en varios subgrupos incluidos los flavonoides, los acidos
hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos, lignanos, estilbenos, taninos y cumarinas (Figura 4.1) los

cuales tienen efectos especificos tanto psicologicos como bioldgicos. (Hall & Zhao, 2011)

/ Compuestos fenclicos \

Flavonoides  Acidos fendlicos  Lignanos  Estilbenos Taninos Cumarinas
Flavonas Acidos Sesamol Resveratrol Hidrolizados
Isoflavonas hidrm_:ibenzc:icus Sesamina Piceatannol Condensados

Flavonoles Acidos Sesamolina  Pinosilvina

Flavanonas  hidroxicinamicos Rapontisina
Antoclanidinas Tamoxifeno

Antocianinas

Chalconas

Figura 4.1-Familias de compuestos fendlicos

4.3.2-Acidos fendlicos

El termino acido fendlico, en general, designa a fenoles que poseen un grupo carboxilo. Sin
embargo bajo el contexto de metabolitos de plantas, se refiere a un grupo distinto de acidos
organicos. Estos acidos organicos contienen dos estructuras distintivas de carbono: las
estructuras hidroxicinamicas e hidroxibenzoicas. (Tabla 4.1). Aunque la estructura basica sea
la misma, el numero y posicion de los sustituyentes hidroxilo en el anillo aromatico hacen

diferencia y establecen variedad.



Existe una gran variedad de fenoles acidos distribuidos en productos de origen vegetal como
son la curcumina, presente en la raiz de curcuma y la mostaza, y otros fenoles acidos como el
acido cafeico, ferulico y clorogénico que estan presentes en frutas, semillas de café y soya. Los
fenoles acidos como los acidos: cumarico, cafeico y ferulico, inhiben la actividad de agentes
mutagénicos, estimulan la actividad de la enzima fenolsulfotransferasa implicada en la
destoxificacion de compuestos metabdlicos potencialmente toéxicos y poseen actividad

bactericida.

Los acidos cafeico, p-cumarico, vainillinico, ferulico y protocatecuico estan presentes en casi

todas las plantas.

Otros acidos se han encontrado en fuentes naturales particulares (gentisico, siringico). Entre
los acidos cinamicos el mas ocurrente en la naturaleza es el acido clorogénico (acido 5-O-

cafeoilquinico) el cual es el acido cafeico esterificado con el 4cido quinico.

Los acidos fendlicos en plantas han sido asociados con diversas funciones, como obtencién
de nutrimentos, sintesis de proteina, actividad enzimatica, fotosintesis, componentes

estructurales y alelopatia.

Tabla 4.1. Estructuras de los acidos fendlicos mas frecuentes en la naturaleza

Acidos hidroxibenzoicos Acidos hidroxicinamicos
Nombre Rt R2 RI R4 . Nombre [R1 R2 R3 R4
Acido benzoico | H H Acido | H H H H
Acidop- | H OH h o cinémico
Hidroxibenzoico Acidoo-|OH H H H
Acido H OCHs OH H N M cumarico
vainillinico R Acido i HoonoHH
Acidogdlico | H OH OH OH ?;?;n;? e
Acido H OH OH H cumarico
protocatecuico Acido | H OCHs OH H
Acido siingico | H OCHs OH  OCHs ferdlico
Acido gentisico | OH H ~ H  OH Acido | H OCHs OH OCHs
Acido veratrico | H OCHs OCHs H singptico
Acido salicilico | OH  H H H C’:‘;;:O hoon o on

(Stalikas, 2007).




4.3.3-Flavonoides

Los polifenoles, a los que los flavonoides pertenecen, poseen al menos 2 subunidades
fendlicas; compuestos que poseen, tres 0 mas subunidades fendlicas son referidos como
taninos (hidrosolubles y no hidrosolubles). Los flavonoides son moléculas planares
omnipresentes en plantas, formados de los aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina y
malonato. La estructura basica de los flavonoides es el nucleo flavano, el cual consiste en 15
atomos de carbono arreglados en tres anillos (C6-C3-C6), los cuales estdan nombrados como
AB, y C (figura 4.2). Su variacion estructural se origina, en parte, del grado y patron de
hidroxilacion, metoxilaciéon, prenilacion o glicosilacion. (Stalikas, 2007). Las principales
subclases de flavonoides incluyen flavan-3-oles, flavonoles, flavonas, flavanonas, isoflavonas,

antocianinas y chalconas (figura 4.3).

Figura 4.2-Nucleo Flavano, 2 anillos benzoicos (A 'y B) unidos a un anillo pirano (C)

(Stalikas, 2007).

Las flavonas, como la quercetina, se encuentran en la cebolla y lechuga, otra flavanona
denominada fisetina esta presente en citricos. Entre las catequinas figuran la catequina del vino
rojo y la epicatequina del té; por ultimo, en el grupo de las antocianinas figura la delfidina

presente en las cerezas y en la cascara de frutas con pigmentos oscuros coloridos.

Se ha demostrado que los flavonoides previenen la agregacion platecaria e inducen la relajacion
muscular. Junto con los proteoglicanos, los flavonoides ejercen un efecto inhibitorio de los
sintomas alérgicos. Algunos flavonoides como la procianidina B1 y el resveratrol presentes en
extractos de semillas de uva y en la uva respectivamente, pueden aumentar la capacidad

cerebral y la longevidad.(Serrano et al., 2006).



Figura 4.3-Familias mds comunes de flavonoides en plantas

Flavonoides
Flavonas Isoflavonas Flavonoles Flavan-3-oles Flavanonas Antocianidinas
Apigenina Daidzeina Quercetina Catequina Hesperedina Cianidina
Luteolina (Genisteina Kaemferol Epicatequina Hesperidina Malvidina
Baicalina Biogquenina A Miricetina Epicatequingalato Naringenina Delfidina
Crisina  Formononetina  Quercitrina Epigalocatequina Naringina  Pelargonidina
Diosmina Glisteina Isoquercitrina Epigalocatequingalato  Narirutina Petunidina
Genistina Rametina Didimina Peonidina
Glistina Rutina Eriostirina

Astragalina

(Hall & Zhao, 2011).

4.3.4-Fuentes y roll de 4cidos fendlicos y flavonoides en
plantas

Los fenoles insolubles estan distribuidos en las paredes celulares, mientras que los fenoles
solubles estan compartamentalizados en las vacuolas de las células de la planta. Varios acidos
fendlicos han sido encontrados durante diferentes etapas de maduracion, mientras que las
condiciones de crecimiento se sabe que tienen un impacto en el contenido de acidos fendlicos.
Muchos de los acidos fendlicos como el acido cinamico y derivados del acido benzoico existen
en todas las plantas y en la comida derivada de plantas (frutas, vegetales, granos). Sin embargo,
solo una pequena fraccion existe en la forma de acido libre. La fraccion mayor esta unida a
través de enlaces éster, éter o acetal a celulosa, proteinas, lignina, flavonoides, glucosa,

terpenos, etc.

Los flavonoides son universales en el reino planta; son los pigmentos mas comunes antes de
la clorofila y carotenoides. Generalmente estan en las plantas como derivados glicosilados y su
rol fisioldgico en la ecologia de las plantas es diverso. Debido a los atractivos colores de las
flavonas, flavonoles y antocianinas pueden actuar como sefiales visuales para insectos

polinizadores. En consideracion de su astringencia, catequinas y otros flavonoles pueden



representar un sistema de defensa contra insectos dafiinos a las plantas. En adicion los
flavonoides actuan como catalizadores en la faceta de luz de la fotosintesis y/o como
reguladores de canales de iones involucrados en fosforilacién. Finalmente, debido a su
propiedad de absorber luz UV, los flavonoides protegen a las plantas de la radiacién UV del sol

y atrapan especies reactivas de oxigeno (Stalikas, 2007).

4.3.5-Hidrolisis de acidos fendlicos

La hidrolisis acida y saponificacion son los medios mas comunes de liberar a los acidos, sin
embargo se pueden descomponer bajo estas condiciones. La hidrolisis enzimatica es una

alternativa pero es una técnica menos usada.

El método de la hidrolisis acida involucra un tratamiento del extracto de planta o la muestra de
alimento con acido inorganico (HCI) en reflujo o reflujo a altas temperaturas en un solvente
acuoso o alcohdlico (metanol siendo el mas comun). La concentracion del acido puede estar en
un intervalo entre 1-2 N y el tiempo de reaccion dura entre 30 minutos a una hora. Se ha

reportado que el acido clorhidrico acuoso destruye a los acidos hidroxicinamicos.

La saponificacion se hace un una solucion de NaOH en concentraciones de 1 a 4 molar. La

mayoria de las reacciones se realizan a temperatura ambiente de 15 minutos a 24 horas.

Se sabe que reacciones enzimaticas liberan a los acidos fendlicos. Enzimas como pectinasas,
celulasas y amilasas son usadas para la degradacion de enlaces con hidratos de carbono. El

modo de accién en el cual estos acidos son liberados es conocido.

4.3.6-Extraccion de flavonoides

Los primeros pasos de un procedimiento de preparacién son molienda y homogeneizacion. La
extraccién es el principal paso para la recuperacién y aislamiento de fitoquimicos bioactivos de
plantas, antes de algun analisis. El método de extraccion empleado depende de la naturaleza
de la sustancia, tamano de particula de la muestra, como la presencia de sustancias
interferentes. Se pueden usar pasos adicionales para remover compuestos fendlicos no

deseados y sustancias no fendlicas como ceras, grasas, terpenos y clorofilas.



Las extracciones liquido-liquido y solido-liquido son las mas comunmente utilizadas en el

analisis de polifenoles y fenoles simples en plantas naturales.

Los solventes mas comunes usados en la extraccion son alcoholes (metanol, etanol), acetona,
dietileter y acetato de etilo. Sin embargo acidos fendlicos (acidos benzoicos y cinamicos) no se
extraen completamente con solventes organicos puros, y mesclas de alcohol-agua o acetona-

agua son recomendadas. (Stalikas, 2007).

4.3.7-Antocianinas

Las antocianinas son los pigmentos mas importantes de las platas vasculares; son inocuas y
de una facil incorporacion en medio acuoso, lo cual las hace interesantes para su uso como

colorantes naturales solubles en agua.

Estos pigmentos son responsables de los colores naranja brillante, rosa, rojo, violeta y azul en

las flores y frutas de algunas plantas.

Otra propiedad significativa es su actividad antioxidante, la cual juega un rol vital en la

prevencion de enfermedades neuronales y cardiovasculares, cancer y diabetes, entre otras.

Las antocianidinas son las estructuras basicas de las antocianinas (tabla 2). Las antocianidinas
o agliconas consisten en un anillo aromatico [A] unido a un anillo heterociclico [C] que contiene
oxigeno, en cual también esta unido por un enlace carbono-carbono a un tercer anillo aromatico

[B]. Cuando las antocianidinas estan en su forma glicosilada se conocen como antocianinas.

El color exhibido por estas moléculas fue explicada por Pauling en 1939, que propuso que la

estructura resonante del ion flavilo causa la intensidad de su color.

Existe una gran variedad de antocianinas en la naturaleza) los nombre y abreviaciones de las

mas comunes estan en la tabla 4.2).

Las antocianinas pueden ser encontradas en diferentes formas quimicas las cuales dependen
del pH de la solucion. A pH 1, el catién flavilio (color rojo) es la especie predominante y
contribuye a colores purpuras y rojos. A un pH entre 2 y 4, las especies azules quinoidales son

predominantes, a un pH entre 4 y 5 solo dos especies sin color pueden ser observadas, las



cuales son el carbinol y chalcona respectivamente (figura 4.5). A valores de pH mayores a 7,

las antocianinas son degradadas dependiendo de sus grupos funcionales.

Las principales diferencias entre ellas son el numero de grupos hidroxilos, la naturaleza y el
numero de azucares unidos a su estructura. (Castafeda-Ovando et al., 2009)

Tabla 4.2-Identificacion estructural de antocianidinas (agliconas)

Nombre Abreviacion  Patron de sustitucion
R1 R2 Rs3 Ra Rs Re R7 Color
Apigenidina Ap H OH H OH H OH H
Arrabidina Ab H H OH OH H OH OMe N.R.
Aurantinidina Au OH OH OH OH H OH H
Capensinidina Cp OH OMe H OH OMe OH OMe Azul-rojo
Carajurina Cj H H OH OH H OMe OMe N.R.
Cianidina Cy OH OH H OH OH OH H Naranja-rojo
Delfinidina Dp OH OH H OH OH OH OH Azul-rojo
Europinidina Eu OH OMe H OH OMe OH OH Azul-rojo
Hirsutidina Hs OH OH H OMe OMe OH OMe Azul-rojo
3’-HidroxiAb 3’0OHAb H H OH OH OH OH OMe N.R.
6 -HidroxiCy 60HCy OH OH OH OH OH OH OH Rojo
6 -HidroxiDP 60HDp OH OH OH OH OH OH OH Azul-rojo
6 -HidroxiPg 60HPg OH OH OH OH H OH H N.R.
Luteolina Lt H OH H OH OH OH H
Malvidina Mv OH OH H OH OMe OH OMe Azul-rojo
5- MetilCy 5-MCy OH OMe H OH OH OH H Naranja-rojo
Pelargonidina Pg OH OH H OH H OH H
Peonidina Pn OH OH H OH OMe OH H Naranja-rojo
Petunidina Pt OH OH H OH OMe OH OH Azul-rojo
Pulcelidina Pl OH OMe H OH OH OH OH Azul-rojo
Ricionidina A RiA OH H OH OH H OH H N.R.
Rosinidina Rs OH OH H OMe OMe OH H Rojo
Tricetinidina Tr H OH H OH OH OH OH Rojo

*N.R. No reportado
(Castaneda-Ovando, et al., 2009).



Figura 4.5-Formas quimicas de antocianinas dependientes del pH y reaccion de degradacion.

OH % OH
H,0
HO 8 HO 0

O X OH +H,0 O OH
Z ~Ha0 Z oH
OH

OH

OH s o e
Cation flavilio (oxonio) mlconr]rugamén entre Carbinol pseudobase
Conjugacion extendida os fragmentos Sin conjugacion entre
rojo, pH < 4 incoloro, pH = 4-5 los fragmentos.
incoloro, pH = 4-5

Conjugacién extendida Conjugacién extendida Conjugacién extendida
verde-amarillento, pH > 8 azul, pH =7-8 morado, pH = 6-7

Imagen tomada de: http://ubuscientia.blogspot.mx/ ultima revision 9/5/2016

4.4-Betalainas

Las betalainas también son fitoquimicos considerados como potentes antioxidantes, sin
embargo su presencia esta restringida a solamente algunas familias de plantas relacionadas
con el orden Caryophyllales, dentro de la cual destacan los géneros Beta, Amaranthus, Opuntia

e Hylocereus.(Garcia-Cruz & Salinas-Moreno, 2012).

De acuerdo a su estructura quimica, las betalainas pueden ser subdivididas en betacianinas
(color rojo-violeta) o betaxantinas (amarillas). Las betacianinas son derivados de la betanidina,
un compuesto imino formado del acido betalamico, mientras que las betaxantinas resultan de
la condensacion de a-aminoacidos o aminas con el acido betalamico como se muestra en la

figura 4.6.


http://ubuscientia.blogspot.mx/
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Figura 4.6- Estructura resonante de la betalaina B Estructura bdsica de la betacianina C Estructura bdsica de
betaxantina de acuerdo a Francisco y Paredes-Lopez (2003).

La actividad antioxidante de las betalainas ha sido demostrada en varios modelos quimicos y
biolégicos. En equivalentes trolox de capacidad antioxidante, las betalainas del betabel tuvieron
una actividad antioxidante de 1.5 a 2.0 veces mayor que algunas antocianinas, como la

cianidina-3-glucosido.

Las betalainas activan activamente en el atrapamiento de radicales libres y podrian
consecuentemente prevenir el principio de cancer o enfermedades cardiovasculares como por
ejemplo se encontré que betalainas de Opuntia ficus poseen actividad anti proliferativa de

células cancerosas (Gengatharan, et al., 2015).



4.5-Terpenos

Los isoprenoides o terpenoides de tanto de interés bioquimico como econdmico. Son
hidrocarbonos construidos de varias unidades de isopreno (figura 4.7) (CsHs) presentes en los
aceites esenciales, resinas, y en las estructuras de los carotenos y gomas. Todas las plantas
pueden sintetizar carotenos y esteroles, pero la capacidad de sintetizar otros terpenos es muy

irregular en el reino planta.

CsHe
RS
== C —— CH == CH,
Formula \’\‘-
molecular Cm”a 'v:s’*;u Czc-”'n CioHan Cm“u (CygHglm
Clase de Monoterpenos  Sesquiterpenos  Diterpenos  Triterpenos  Tetraterpenos  Politerpenos
terpeno
Compuestas Aceites Aceites Aceites Resinas, Carotenos Caucho
enla esenciales esenciales, esenciales, latex
naturaleza resinas, acido resinas,
abscisica giberelinas

Figura 4.7- Estructura de los diferentes terpenos en la naturaleza

(Pallardy, 2008).
Tienen propiedades antioxidantes que protegen a lipidos y componentes celulares del ataque
de agentes oxidantes como radicales libres de oxigeno, superdxido y grupos hidroxilo reactivos.

Los terpenos mejor conocidos son el escualeno y los carotenoides

4.5.1-Carotenos

Los carotenos son pigmentos naturales que son metabolizados por plantas, algas y bacterias
fotosintéticas; los cuales son responsables de los colores amarillo, naranja y rojo en varias frutas
y vegetales. Los carotenoides pueden ser clasificados en dos grupos basado en sus grupos
funcionales, xantofilas, que contienen oxigeno como grupo funcional, incluida la luteina y
zeaxantina, y carotenos, los cuales contienen solo un esqueleto hidrocarbonado sin algun grupo

funcional, como a-caroteno, B-caroteno y licopeno. La presencia de grupos polares (epoxi,



hidroxi y ceto), altera la polaridad de los carotenos (figura 4.8) y sus efectos en funciones
bioldgicas. Las frutas y vegetales son las fuentes principales de carotenos y juegan un rol
importante en la dieta debido a su actividad de vitamina A. Ademas de esto los carotenoides
son importantes por su actividad antioxidante, comunicacion intercelular y actividad del sistema

inmune.

Non-polar carotenoids
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Figura 4.8-Diferentes polaridades y algunas fuentes de obtencion de los carotenos
(Saini, Nile, & Park, 2015)
Los carotenos son pigmentos Cao tetraterpenoides. Consisten en ocho unidades de isopreno
unidos de una manera especifica tal que la organizacion de unidades de isopreno es revertida
en el centro de la molécula para que los grupos metilo no terminales en posicién 1y 5y los
otros dos grupos metilos centrales en posicion 1y 6. Los carotenos en las plantas pueden ser
encontrados en forma libre o esterificada con acidos grasos. Aunque la esterificacion no altera

las propiedades croméforas del carotenoide, si modifica las propiedades quimicas y biolégicas



al cambiar su matriz. Estas propiedades también dependen del tipo de acido graso al que se

encuentra unido a la molécula de caroteno.

4.5.1.1-Carotenos en frutas y vegetales

El tipo y disponibilidad de carotenos en frutas y vegetales pueden ser predecidos por su color,
como, como los vegetales y frutas amarillos-naranjas que generalmente son ricos en (-
caroteno y en a-caroteno. a-criptoxantina y zeinoxantina pueden encontrarse en frutas naranjas,
como la mandarina, naranja y papaya. Similarmente el licopeno es uno de los mayores

constituyentes de jitomates y sus productos.

En la mayoria de las frutas y vegetales el B-caroteno domina generalmente en comparacién con
su isdbmero geométrico a-caroteno. El a-caroteno se puede en contenidos altos en un numero
limitado de frutas y vegetales, como el camote, zanahorias, calabaza y vegetales verdes

obscuros como los frijoles verdes, espinaca y brocoli.

El contenido y tipos de carotenos en plantas depende de varios factores pre y post cosecha,
genotipo, tiempo de madurez, método de cultivo, condiciones climaticas y procesamiento.
Diferentes partes de una misma planta también pueden contener diferentes tipos y cantidades
de carotenos. Por ejemplo, la cascara de las frutas es generalmente mas rica en carotenos
comparado con la pulpa. El empaquetado y los métodos de procesamiento influyen en gran
medida en el contenido de carotenos en los productos de comida procesada. Ya sea un secado
térmico o no térmico, el proceso puede degradar significativamente el nivel de carotenos en los
productos de comida. Para la mayoria de los vegetales, el secado resulta en una pérdida de 10
a 20% de carotenos. (Saini et al., 2015).

4.5.1.2-Actividad biologica e ingesta diaria admisible (IDA)

Los carotenos son componentes estructurales esenciales fotosintetisados los cuales protegen
a las células del dano fotoxidativo y también juegan un rol ecolégico por la atraccion de
polinizadores y dispersadores de semillas por el color en las hojas, flores y frutas.



Los animales superiores son incapaces de biosintetisar carotenoides, asi que estos pigmentos

esenciales son adquiridos a través de la dieta como precursores del retinol (Vitamina A).

La actividad provitamina A es la habilidad de los carotenos de formar vitamina A por la accion
de la enzima caroteno dioxigenasa. (Figura 4.9). Cualquier caroteno que contenga al menos un

anillo B-ionona puede ser partido para tener actividad provitamina A.

PV VS 2 2 Como el [B-caroteno contiene dos
a-Carotene anillos de B-ionona este posee 100%
Enzymatic 1 cco de actividad provitamina A, y el

oxidative cleavage 1

licopeno carece de actividad de
RN CHO Oﬁ/%:Q

provitamina A, se debe a la ausencia

10°-Apo-3-10’-carotenal a-lonone . .

po-f © del anillo de B-ionona.

Enzymatic l CCD
oxidative cleavage 2 La actividad bioldgica de carotenos

E\j(\/ko N OHC’\\)‘WCHO esta dada por su conversidn a

equivalentes de retinol (RE; 1 RE=1
B-lonone C,,-Dialdeahyde
Mg de retinol). El porcentaje de

Figura-4.9- Ruptura oxidativa enzimdtica del 8-Caroteno por la
enzima caroteno dioxigenasa.

(http://2011.igem.org/Team:WashU/Modeling; Washinton es tomado en cuenta por la relacién
University).

absorcion y conversion de carotenos

de que 1 RE= 6 ug de B-caroteno y
12 ug para otros carotenos, considerando una actividad biolégica del 50 %. La ingesta diaria
recomendable de carotenoides para hombres adultos es de 1000 RE, 800 RE para mujeres
adultas y 1300 RE para mujeres en lactancia. Las unidades internacionales (IU) es la otra forma
de medir la actividad bioldgica de carotenos; 1 IU es equivalente a 0.3 ug de Z-retinol y 0.6 ug
de B-caroteno (1RE=3.3IU). La actividad biolégica de carotenos puede ser estabilizada por la

adicion de grupos fenilos. (Saini et al., 2015).

4.6-Esteroles

Los fitoesteroles y fitoestanoles son los miembros mas importantes de este grupo cuya

estructura es semejante al colesterol de origen animal. Estas moléculas no son sintetizadas por


http://2011.igem.org/Team:WashU/Modeling

el humano, derivan exclusivamente de productos de origen vegetal como aceite de maiz,
germen de trigo, nueces, cereales y frijoles. Los fitoesteroles son triterpenos insaturados con
uno o dos dobles enlaces entre carbono y carbono. Los fitoesteroles mas comunes en la
naturaleza son los B-sitoesteroles, campesterol y estigmasterol (figura 4.10). Los fitoesteroles
pueden formar ésteres con acidos grasos, acidos fendlicos o hexosas (usualmente glucosa). A
diferencia de los fitoesteroles, los fitoestanoles como el campestanol y sitostanol, son
triterpenos saturados ya que no contienen dobles enlaces C-C y son menos abundantes en la
naturaleza. Los fitoesteroles y fitoestanoles inhiben la absorcion intestinal de colesterol, por ello,
su consumo se ha asociado con la disminucién del riesgo de enfermedades del corazén.
También se ha reconocido que los fitoesteroles y fitoestanoles poseen propiedades
inmunomoduladores que podrian ser benéficas para la prevencion del cancer de colon, cancer

de mama y dafio tisular asociado a inflamacion. (Serrano et al., 2006).

Campesterol Campestanol

GBS

Sitosterol Sitostanol

Figura 4.10--Estructura quimica de fitoesteroles y fitoestanoles vegetales

4.7-Acidos grasos esenciales

Los acidos grasos poli insaturados (polyunsaturated fatty acids PUFA) poseen un grupo polar
carboxilo unido a una cadena hidrocarbonada de 16 a 20 carbonos con uno o mas dobles
enlaces. El término n-3 6 n-6 indica la posicion de la primera doble ligadura del carbono 3,6 6 9

considerando como carbono 1 al del grupo metilo terminal. Aunque el organismo humano puede



sintetizar acidos grasos saturados de numero par de carbonos, es incapaz de introducir dobles
enlaces en el carbono 3 (Cs3) 6 6 (Cs) aunque lo puede hacer en el Co, por ello, los PUFANn-3 y

n-6 son considerados como acidos grasos esenciales (essential fatty acids EFAs).

Por lo general, la letra griega omega (w) es empleada en lugar de n- para denotar w-3, w-6, w-
9. Los acidos grasos octadecanoides (18 carbonos) como el acido a linolénico (LNA), linoleico
(LA) y oleico (OA) (figura 4.11) son los miembros basicos de los PUFA de la serie n-3, n-6 y n-
9, respectivamente. La ingesta deficiente de LNA y LA da lugar a la formacion del acido graso
5,8,11 eicosatrienoico a partir del OA. En humanos el acido 5,8,11 eicosatrienoico no es
precursor de eicosanoides (20 carbonos) a diferencia del LNA, a partir del cual se puede
sintetizar aunque en forma limitada, eicosanoides n-3 como el acido eicosapentaenoico (EPA)
e incluso otro n-3 de 22 carbonos como el acido docosahexaenoico (DHA). Los acidos grasos
esenciales n-3 y n-6 no son interconvertibles en el organismo por lo que su aporte debe de
provenir necesariamente de fuentes exdégenas. Aunque los aceites de pescados de agua fria
como salmén, trucha y caballa poseen un alto contenido de EFAs n-3, existen fuentes vegetales

ricas de estos productos como son los aceites de lino, cartamo y nuez.

y A\ A\ /\ /,'\\ 7 \.\
Acido a-Linolénico (LNA) (n-3) /\—://\-—:/ \—/ vV V V COOH
A N\ /— — \ %3 COOH
Acido Linoléico (LA) (n-6) ' \/_\/\\/ \/ ,\v/
Acido oléico (OA) (n-9) '/\/\\/\/\MCOOH

—_— =\ S\ COOH
Acido araquidénico (n-6) /\/\/ \/ \/ \/ \/\/

Figura 4.11-Estructura de algunos dcidos poli insaturados de las series n-3, n-6 y n-9

La actividad anti inflamatoria y sus efectos benéficos sobre el sistema circulatorio para la
prevencion de enfermedades coronarias de los EFAs n-3 se ha atribuido a su capacidad de
modificar la sintesis de prostaglandinas y lipidos. Se ha observado que los acidos grasos
esenciales n-6 como el acido araquidénico y n-3 como el EPA y el DHA, aumentan la actividad

de drogas anticancerigenas. Otras propiedades farmacoldgicas atribuidas a los PUFAs n-3



incluyen: inhibicion de la angiogénesis, actividad citotdxica sobre células tumorales y reducen

los niveles de colesterol en sangre. (Serrano et al., 2006).

4.8-Triterpenos pentaciclicos

Los triterpenos pentaciclicos son metabolitos secundarios de plantas ampliamente distribuidos
a través del reino planta, ya sea en su forma libre (sapogeninas) o unidos a glucésidos
(saponinas). Estos constituyen a un grupo de compuestos isoprenoides de Cso organizados en
tres clases principales de acuerdo a su estructura base: lupano, ursano u oleano (figura 4.12);
y también clasificados de acuerdo a la presencia, posicion y numeros de grupos hidroxilo, y de
acido carboxilico en su estructura. Constituyen una fuente de interés para las industrias
farmacéuticas, nutraceuticas y cosméticas debido a sus propiedades antioxidantes, anti-
inflamatorias, antitumorales o anti VIH. Adicionalmente tienen un potencial alto en nuevos
efectos terapéuticos contra el cancer y se ha revelado efectos hepato protectores. En afios
recientes los acidos corosolico y maslinico han ganado interés comercial y cientifico debido a
sus propiedades antidiabéticas. Los triterpenos pentaciclicos pueden ser encontrados en varias
partes de plantas como en el fruto, hojas, cascara y tallo, y son usados para el desarrollo de
productos para la salud y suplementos alimenticios. (Jemmali, Chartier, Dufresne, & Elfakir,
2016).

4.9-Péptidos bioactivos

En paralelo con el desarrollo del area de los alimentos funcionales, hay una amenaza de
numerosas enfermedades incluyendo el estrés oxidativo, enfermedades cardiovasculares,
diabetes e inflamacion. Estos tipos de perturbaciones fisiologicas y morfologicas se han
asociado con el uso extensivo de aditivos sintéticos. La propagacién continua de estas
patologias hizo apresurar a los cientificos para que comprobaran las causas reales de tales
desordenes de salud a través de aplicaciones in vitro o in vivo de ingredientes naturales como

una terapia alternativa.



Figura 4.12- Estructuras quimicas las familias de triterpenos pentaciclicos del ursano, oleano y lupano.

Oleano Ursano Lupano

Nombre R1 R2 R3 Grupo de terpeno
B-amirina CHa H OH Oleano
Eritrodiol CH20H H OH Oleano
Acido oleanolico COOH H OH Oleano
Acido maslinico COOH OH OH Oleano
o-amirina CHa H OH Ursano
Uvaol CH=20H H OH Ursano
Acido ursolico COQH H OH Ursano
Acido corosolico COQCH OH OH Ursano
Lupeol CHs H OH Lupano
Betulina CH=0H H OH Lupano
Acido betulinico COQCH H CH Lupano

Los péptidos son una especie de sustancias protectoras de la salud presentes en la naturaleza,
los cuales estan hechos de una serie de residuos de aminoacidos con tamafnos variables de
cadenas con bajo peso molecular en comparacion con una masa proteinica. Estos péptidos
estan en la naturaleza dentro de una molécula origen (proteina). Sin embargo al ser digerida
enzimaticamente la proteina nativa inicia la produccion de fragmentos mas activos llamados
biopéptidos. La atencion que se le ha dado a los péptidos sobre otros compuestos activos como
los flavonoides y polifenoles es debido a su potencial terapéutico y medicinal, y especialmente

a su regulacion potencial de su consumo en la comida.

La produccién, purificacion y caracterizacion de biopéptidos de fuentes de alimentos son un

area emergente de investigacion bioquimica. La mayoria de las investigaciones estan dirigidas



en las funcionalidades biolégicas de biopéptidos incluyendo actividad antioxidante,

antihipertensiva, antidiabética e inmunomoduladora.

Los biopéptidos pueden ser incorporados, suspendidos, dispersados o encapsulados en
diferentes formas tales como emulsiones, liposomas, nutraceuticos y otros biopolimeros para
que ganen su funcionalidad 6ptima, biodisponibilidad y estabilidad (Samaranayaka & Li-Chan,
2011).

Los péptidos con actividad biologica, han sido aislados principalmente a partir de hidrolizados
proteinicos y de productos lacteos modificados por fermentacidén bacteriana, pero también se

pueden generar durante la digestion gastrointestinal.

Considerando la relaciéon que guarda la nutricion con el estado de salud, los péptidos con
actividad biolégica podrian ayudar a reducir la actual epidemia de enfermedades crénicas
degenerativas que afectan a un amplio sector de la poblacion mundial. Ademas de impactar el
mercado de alimentos, donde el rubro de alimentos funcionales crece a un ritmo del 20 % anual.
El futuro de los alimentos funcionales es predecible, pues la preocupacion por la salud conlleva
al aumento de la demanda de este tipo de productos por parte de los consumidores y al

desarrollo de nuevos productos funcionales basados en efectos cuantificables sobre la salud.

Diversos estudios han demostrado que cualquier proteina independientemente de sus
funciones y calidad nutrimental, puede ser empleada para generar péptidos con actividad
bioldgica, potenciando asi el uso de proteinas de origen no convencional o subutilizadas, como
proteinas vegetales provenientes de fuentes silvestres, residuos de pesquerias, subproductos

de la extraccion de aceites etcétera (Cossio et al., 2012).



4.9-Frutas de estudio

4.9.1-Prunus seroétina

llustracion-Fruto del capulin tomada del
SIAP

El capulin es un arbol o arbusto monopddico,
perenifoilio o caducifolio, de 5 a 15 m. Se desarrolla
sobre pendientes acentuadas y se le encuentra en |
zonas de cultivo (cafetal), es originaria de América y
se extiende actualmente desde Canada hasta

Guatemala.

Habita en climas calidos, semiaridos, semisecos vy

templados. En México se le encuentran en zonas

montafosas. La especie puede propagarse por

diferentes medios, ademas de la siembra con semillas.

Es intolerante a la sombra. Se desarrolla principalmente en claros (pionera). Especie sominante
en la sucesidon secundaria. Se establece bien después de perturbaciones como fuego, tala y

ciclones. (Mcvaugh, 1951)

El fruto es de color purpura y se da también en racimos parecidos a los de las uvas. Tiene hueso

y es de forma ovalada.

Sus frutos maduros son muy dulces. Se consume en fresco y en forma de jalea, mermelada,

jarabe y miel. También se utilizan para dar sabor a bebidas dulces y helado. (SIAP 2014).

En el Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), se reportan las  entidades
productoras capulin en México, que, a manera de resumen, se presentan en el siguiente

cuadro.

26



Tabla 4.2-Produccion de capulin por estados en el afio 2014.

(Ha) (Ton/Ha) ($/Ton) (Miles de
Pesos)

- 20.3 18.7 19.87 1.06 6,209.01 123.37

~ Jalisco 3 3 15 5 6,000.00 90

~ México 12 12 83.8 6.98 5,446.48 456.41

~ Puebla 44 44 103.3 2.35 1,252.66 129.4

 Veracruz 10 10 31.85 3.18 3,740.97 119.15

. 83 87.7 253.82 2.89 3,618.07 918.34
Fuente: SIAP 2014

Compuestos reportados en la literatura del capulin
Tabla 4.3-Fitoquimicos reportados en la literatura para el género Prunus
Compuesto Lugar de Cuantificacion Especie Referencia
extraccion
Antocianina (cianidina 3- Fruto entero  31.7 mg cianidina 3- Prunus serdtina (Ordaz-Galindo,

glucosido)

Fenoles totales

Fenoles totales

Flavonoides totales

Acido palmitico (C:16:0)
Acido esteérico
(C:18:0)

Acido oleico
(C:18:1)

Acido linoleico
(C:18:2)

Acido linolenico

Fruto entero

Cascara

Fruto entero

Semilla de

fruta

glucosido/100 g de

fruto fresco

242 mg GAE/100 g
fruta
1382 mg GAE/100 g
cascara
0.97 mg rutina/1 g
fruta fresca
En % de relacion con
el aceite
C: 16:0 (4.26%)
C: 18:0 (4.09%)
C: 18:1 (35.15%)
C: 18:2 (26.72%)
C:18:3 (0.18%)

Wesche-Ebeling,
Wrolstad,
Rodriguez-Saona, &
Argaiz-Jamet, 1999)
Prunus serdtina (Hurtado & Pérez,
2014)

Prunus serétina
Prunus pérsica L. (Belhadj et al., 2016)
Prunus serdtina (Aguerrebere,

Molina, Oomah, &
Drover, 2011)
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(C:18:3)
Acido p-hidroxibenzoico Cascara de 3.08 a 7.18 ug/g Prunus dulcis (Bartolomé et al.,
Acido vainillinico semilla 11.1a19.2 ug/g 2010)
Acido protocatecuico 6.69 a 17.2 ug/g
Acido p-cumarico 0a1.06 pg/g
Acido 3-O- cafeoilquinico 1.76 a 3.77 ugl/g

4.9.2-Opuntia joconostle

llustracion tomada de
http://holodieta.blogspot.mx/

El fruto del cactus Opuntia joconostle conocido como
xoconostle, es usado como condimento en la cocina

mexicana, y en la elaboracion de dulces, jaleas y bebidas.

El xoconostle puede permanecer en la planta por varios
meses sin deteriorarse, y puede ser almacenado por
varias semanas en un ambiente frio y seco sin que pierda
sabor o humedad .Es cultivado en el area central de
México a lo largo del afio. Tiene gran relevancia porque en zonas aridas y semi aridas la

accesibilidad a otros vegetales es baja.(Morales. et al., 2012).

Los xoconostle han sido usados en medicina rural como tratamiento para la diabetes,

hipertencion, obesidad y problemas respiratorios. (Osorio-Esquivelet al., 2011).
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Compuestos reportados en la literatura de Opuntia spp.

Tabla 4.4-Fitoquimicos reportados en la literatura para el género Opuntia

Compuesto Lugar de extraccion Cuantificacion Especie Referencia

Betacianinas totales Fruto entero 1044.32 mg/Kg de Opuntia ficus- (Jiménez-Aguilar,

Betaxantinas fruta indica Lopez-Martinez,
totales 499.92 mg/Kg de Hernandez-Brenes,
Fenoles totales Pericarpio Fruta Gutiérrez-Uribe, &

Welti-Chanes,
Flavonoides totales 3.86 gGAE/Kg de 2015)
Pericarpio fruta

Acido miristico
(C: 14:0)
Acido palmitico
(C:16:0)
Acido esteérico
(C:18:0)
Acido oleico
(C:18:1)
Acido linoleico
(C:18:2)
Acido linolenico
(C:18:3)

Acido ascorbico

Fenoles totales

Flavonoides totales

Semilla de fruta

pulpa

pulpa

Pulpa

111.99 mg/Kg
En % de masa en
relacion del aceite

C:14:0 (0.13%)
C: 16:0 (13.9%)
C: 18:0 (2.8%)
C:18:1 (10.0%)
C: 18:2 (71%)
C: 18:3 (0.27%)

20.63 mg/100g fruta
fresca
38.57 mgGAE/g de
extracto
3.9357 mgGAE/g

de extracto

Opuntia microdasys

Opuntia joconostle

Opuntia joconostle

Opuntia joconostle

(Chahdoura et al.,
2015)

(Morales, Ramirez-

Moreno, Sanchez-

Mata, Carvalho, &
Ferreira, 2012)



Acido-4 Pericarpio 28.3 pg/g fruta Opuntia joconostle  (Osorio-Esquivel et

hidroxibenzoico fresca al., 2011)
Acido cafeico Pericarpio 96.93 ug/g fruta Opuntia joconostle
Acido vainillinico Pericarpio fresca
Acido 14.83 pg/g fruta Opuntia joconostle
protocatecuico Pericarpio fresca

107.84.103 pglg Opuntia joconostle

fruta fresca

Fenoles totales Pericarpio 19.9 mgGAE/g Opuntia joconostle
pericarpio seco
Fruta entera 15.01 mgGAE/g
fruta seca

4.9.3-Carica papaya

llustracion- llustracion-Fruto
de la papaya tomada del
SIAP

La papaya es una planta de rapido crecimiento y tiempo de vida

relativamente corto.

- En general, se considera que esta planta es originaria del sur de
México y Centroamérica, aunque existe cierta controversia ya que

algunos investigadores sugieren que podria ser nativa del Caribe, en

tanto otros la ubican entre Nicaragua y Honduras, o al Noroeste de

América del sur, en la vertiente oriental de los andes.

Esta planta de tipo herbaceo puede alcanzar una altura que va desde 1.8 m en el caso de

ejemplares silvestres, hasta 6.1 m en los cultivados y crece en climas tropicales.

La pulpa de papaya madura es de color amarillo, rojo anaranjado o rosado, lo que delata su alto
contenido en beta caroteno y su consistencia es cremosa pero firme, carente de fibras, dulce y
refrescante. Estd cargada de nutrimentos, incluyendo vitamina A, vitamina C, complejo B,

potasio, magnesio, fibra, acido félico y pequefias cantidades de calcio y hierro.



Su desarrollo esta intimamente ligado a la cantidad de luz solar que recibe la planta, siendo
este el principal factor para su cuidado, por lo que durante los meses de verano el contenido de

azucar en la fruta se eleva. (Propaya, 2009).

En el siguiente cuadro se presenta la produccion de papaya por estado de la republica en el
2014

Tabla 4.5-Produccion nacional de Carica papaya

(Ha) (Ha) (Ton) (Ton/Ha) ($/Ton) (Miles de
Pesos)

| Campeche | 622 571 25,595.60 4483  4,463.16  114,237.19
| Chiapas | 2,077.00 1,982.00  159,564.01 80.51 4,151.83  662,483.04
| Colima | 183850 1,838.50  98,499.00 5358 500119  492,612.21
| Guerrero | 1,133.20 1,072.20 40,460.71 37.74 4,162.44  168,415.33
~ Hidalgo 1 1 8 8 7,500.00 60
| laliseo | 4845 435.25 22,779.00 5234  4569.18  104,081.41
| Michoacdn | 2,128.50 1,385.00 48,045.60 34.69 3,791.93  182,185.49
| Moreles | 1175 115.5 4,071.35 35.25 4,788.26 19,494.70
~ México 11 11 343.68 31.24 4,205.57 1,445.37
~ Nayarit 281 281 7,082.82 25.21 4,551.47 32,237.21
| Oaxaca | 2,560.30 2,54530  273,280.46 107.37 4,366.67 1,193,325.95
| Puebla | 2125 212.5 8,792.00 41.37 4,828.58 42,452.85
~ QuintanaRoo 241 241 15,720.39 65.23 4,934.08 77,565.73
~ San Luis Potosi 130 123 4,768.00 38.76 3,916.76 18,675.10
~ Sinaloa 346 249 8,769.15 35.22 4,204.02 36,865.70
~ Tabasco 304 190 10,184.00 53.6 3,358.21 34,200.03
- Tamaulipas 193 141 6,547.40 46.44 4,901.31 32,090.85
| Veracruz | 2,954.00 2,775.00 81,802.50 29.48 3,912.13  320,022.27
| Yucatdn | 409.12 364.12 20,056.81 55.08  3,450.67  69,209.42
 16,085.32 14,533.37  836,370.48 57.55 4,306.30  3,601,659.84

Fuente: SIAP 2014
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Compuestos reportados en la literatura de la papaya

Tabla 4.6-Fitoquimicos reportados en la literatura para el género Carica

Compuesto Lugar de extraccion Cuantificacion Especie Referencia
Carotenos totales Pulpa 3.27 mg/100g fruto Carica papaya (Gayosso-Garcia
fresco Sancho, Yahia, &
B-Criptoxantina Pulpa 1.2 mg/100g peso Carica papaya Gonzalez-Aguilar,
Seco 2011)
B-Caroteno Pulpa 0.8 mg/100g peso Carica papaya
seco
Licopeno Pulpa 4.2 mg/100g peso Carica papaya
seco
Acido cafeico Latex 120 mg/100g peso Carica papaya
seco
Acido p-Cumarico Latex 150 mg/100g peso Carica papaya
seco
Acido ferulico Latex 180 mg/100g peso Carica papaya
seco
Fenoles totales Pulpa 79.5 mg/100g fruta Carica papaya (Pavan, Sancho, &
seca y congelada Pastore, 2014)
Flavonoides totales Pulpa 15.9 mg/100g fruta Carica papaya

seca y congelada

4.9.4- Pinus edulis Eng. P. Cembroides

Los productos forestales no maderables (PFNM) en México engloban
a bienes de gran tradicion en su aprovechamiento. La SEMARNAT
2004 define a los PFNM como los que no esta constituidos por
materiales lefiosos, tales como semillas, resinas, fibras, gomas,
ceras, rizomas, hojas, pencas y tallos; dentro de las semillas se

encuentran productos como el piAidn de varias especies mexicanas

de pinos.

El piidn presenta alto valor nutrimental y cualidades organolépticas aceptables en la reposteria.

Tiene buena aceptacion en el mercado interior y exterior; su aprovechamiento y venta es de

gran importancia para mejorar o complementar el ingreso de los productores, que cuentan con

este tipo de bosques en sus predios. La comercializacion y transformacion del piidn no sélo

genera beneficios a los duefos y poseedores de las areas forestales, sino también, aporta



ganancias a empresas que lo emplean para uso culinario, tanto en reposteria como en otros

productos tipicos regionales.

El pifion es un producto forestal no maderable, que contribuye econémicamente al ingreso de

los ejidatarios de Santa Maria las cuevas, Tlaxcala. (Atoyatenco, 2011).

En el siguiente cuadro se presenta la produccion de pifidn por estado de la republica en el 2014.

Tabla 4.7- Produccion nacional de Pinus edulis Eng. P. Cembroides

(Ha) (Ha) (Ton) (Ton/Ha) ($/Ton) (Miles de

Pesos)

| Chiapas | 1023 102.3 35.8 0.35 6,500.00 232.7
- Puebla 796 753.86 1,239.56 1.64 51,457.32  63,784.44
| Veracruz 536 536 350.4 0.65 87,407.96  30,627.75
. 18330 1,392.16 1,625.76 1.17 58,215.78  94,644.89

Fuente: SIAP 2014

Compuestos reportados en la literatura de Pinus spp.

Tabla 4.8-Fitoquimicos reportados en la literatura para el género Pinus

Compuesto Lugar de extraccion Cuantificacion Especie Referencia
Fenoles totales semillas 7.99 mgGAE/g semilla Pinus pinea (Kadri et al.,
seca 2015)
Flavonoides totales Semillas 2.17 mg quercetinal/g Pinus pinea
semilla seca
Acido palmitico Semillas En % de masa en Pinus pinea
(C:16:0) relacion del aceite
Acido esteérico C: 16:0 (06.84%)
(C:18:0) C: 18:0 (03.56%)
Acido oleico C: 18:1 (34.63%)
(C:18:1) C: 18:2 (30.67%)
Acido linoleico C: 18:3 (22.21%)
(C:18:2) C: 20:0 (01.39%)
Acido linolenico
- (C:18:3)
Acido araquidoénico
(C:20:0)
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4.9.5- Pouteria sapota

llustracion-Fruto del mamey tomada del
SIAP

El zapote mamey es un arbol tropical de gran tamafio (entre
20 y 50 m), de madera durable y pesada, que tolera clima
tropical y subtropical. Pertenece al grupo de frutales
perennifolios; es decir presenta hojas todo el ano, pudiendo
ser danados por temperaturas menores de 10 a 13°C. Los |

frutos del zapote son ovoides y su pulpa de de color rojo &

salmon.

El valor de uso lo da el valor comercial de su fruto, ya que este es utilizado como alimento,
aunque tambien se fabrican alimentos procesados como pulpa congelada, mermelada de
mamey para yogurt, helado, pasteleria y reposteria fina, ademas de elaboracién a partir del
hueso de aceites para uso cosmeético y usos medicinales. El comercio del mamey se realiza a

nivel local.

La especie Pouteria sapota son arboles multipropdsito utilizados en la alimetacion humana
frutos ricos en vitamina A y C, proteinas, hidratos de carbono, calcio y hierro, como planta
medicinal y en la obtencion de madera. Cada 100 gramos de pulpa de mamey fresca contiene:
107 kcal, 1 g de proteinas, 0.5 g de grasas, 28 g de hidratos de carbono, 1.4 g de fibra, 0.7 g
de cenizas, 22 mg de calcio, 14 mg de fésforo, 0.9 mg de hierro, 6 mg de sodio y 226 mg de
potasio. En cuanto a contenido vitaminico posee 60 IU de vitamina A, 0.02 mg de tiamina, 0.02

mg de riboflavina, 1.4 mg de niacina y 23 mg de acido ascorbico.

El zapote mamey, aun y cuando se considera como una de las frutas exadticas, es una de las
mas deliciosas frutas del continente americano. De igual forma, es ampliamente utilizado por

sus caracteristicas organolépticas.



En el siguiente cuadro se muestra la produccion de mamey en el afio 2014.

Produccion nacional total por estados de la republica del mamey.

Tabla 4.9-Produccidon anual de Pouteria sapota

(Ha)

38

134

45
397.25

18.5
162.5
34.7
44
0.5
40
63
104
65
501.23
1,651.68
Fuente: SIAP,2014

(Ha)

33

134

45
283.5

10
123.5
34.7
41
0.5
40
63
104
61
431.73
1,406.93

(Ton)

594
667.76
245.5
2,641.93
6.56
45
833.47
378.24
338
3.5
263.05
353.77
122.2
1,091.00
10,002.10
17,586.08

(Ton/Ha)

18
4.98
5.46
9.32
3.28

4.5
6.75
10.9
8.24

7
6.58
5.62
1.18
17.88
23.17
12.5

($/Ton)

4,200.00
1,765.70
6,496.95
6,296.02
7,000.00
8,400.00
5,628.01
7,590.11
5,955.62
5,000.00
5,173.29
4,124.41
6,556.46
3,641.78
2,411.45
3,618.34

(Miles de
Pesos)
2,494.80

1,179.06
1,595.00
16,633.65
45.92
378
4,690.78
2,870.88
2,013.00
17.5
1,360.83
1,459.09
801.2
3,973.18
24,119.54
63,632.45
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Compuestos reportados en la literatura de Pouteria spp.

Tabla 4.10-Fitoquimicos reportados en la literatura para el género Prunus

Compuesto

Lugar de extraccion

Cuantificacion

Especie

Referencia

Fenoles totales

Flavonoides totales

Flavonoides totales

Carotenos totales

o-Tocoferol

Acido gélico
galocatequina
dihidromiricetina
Acido palmitico

(C:16:0)
Acido esteérico
(C:18:0)
Acido oleico
(C:18:1)
Acido linoleico
(C:18:2)
Acido linolenico

) (C:18:3)
Acido araquidénico
(C:20:0)

Pulpa

Pulpa de mamey
Almendra de
mamey

Pulpa

Pulpa de mamey

Fruta

Fruta

Fruta
Semilla

2563 ug GAE/g de
fruta fresca

6414 mg
rutina/100g muestra
seca
4242.3 mg
rutina/100g muestra
seca
28.9-69.6 mg
carotenos/g fruto
fresco
0.360 mg/100g de
fruta seca

170.91
172.85
200.77

C: 16:0 (10.50%)

C: 18:0 (28.65%)
C: 18:1 (48.62%)
C: 18:2 (10.77%)
C: 18:3 (0.58%)
C: 20:0 (0.36%)

Pouteria sapota

Pouteria
campechiana

Pouteria sapota

Pouteria sapota

Pouteria sapota
Pouteria sapota
Pouteria sapota
Pouteria sapota

(Torres-Rodriguez,
Salinas-Moreno,
Valle-Guadarrama,
& Alia-Tejacal,
2011)
(Kong, Khoo,
Prasad, Chew, &
Amin, 2013)

(Moore & Stearn
, 2002)

(Yahia, Gutiérrez-
Orozco, & Arvizu-de
Leon, 2011)
(Ennelly, 2004)

(“Mamey sapote
seed oil ( Pouteria
sapota ). Potential ,

composition ,
fractionation and
thermal behavior,”
2015)



5-Materiales y metodologia

5.1-Disolventes y reactivos

Se usaron los disolventes: acetato de etilo, acetona, hexano, metanol, agua destilada, cloruro
de metileno, n-butanol y acido acético. Los reveladores en capa fina: anisaldehido, DPPH,
cloruro férrico 1% en 1-propanol, sulfato cérico y ninhidrina. Los estandares de metilos de acidos
grasos y acidos fenolicos de Sigma-Aldrich. Los estandares del laboratorio: la a-amirina y
esteroles comerciales. Los reactivos: acido clorhidrico, Fenol Folin-Ciocalteu de Hycel México,
n-hexano HPLC de J.T. Baker, trifloruro de Boro solucion en metanol al 14% de SIGMA, nitrito
de sodio al 5%, Cloruro de aluminio al 10% y cloruro de carbonato de sodio al 2%, hidréxido de
sodio. Las enzimas para la hidrdlisis enzimatica fueron: Alacalasa 2.4 L de Novozymes® y
papaina 108014 ROCHE®.

5.2-Equipos
Cromatografo de gases Agilent technologies 6890N network GC system, inyector Agilent
technologies 7683 series inyector, software Agilent1. Centrifuga 5810 R eppendorf 15 amp
version, Rotavapor buchi R-215, Sonicador cole-parmer 8892, Balanza OHAUS Analytical plus,
Balanza Swiss Made ES 2255m-DR, Espectrofotometro GBC-cintral con software cintral,

Agitadora Thermo scientific Max Q 4000. Placas de cromatografia en capa fina DC-Fertigfolien
ALUGRAM xtra sil G/w254 20x20 cm MACHEREY-NAGEL.

5.3-Estrategia general

La metodologia implementada se dividid en 5 etapas de acuerdo a los objetivos planteados,

los cuales se muestran en el diagrama 5.1

En la primera fase se compraron las muestras en diferentes puntos de venta de la ciudad de
México, se separaron por partes (Pericarpio, mesocarpio, endocarpio, semillas) para después

ser liofilizadas, molidas, tamizadas y finalmente almacenadas a -20°C.

En la segunda fase se cuantificaron los fitoquimicos totales presentes en las pulpas de las frutas

y en la cascara de papaya y xoconostle.



En la tercera fase para analizar los acidos fendlicos de las cascaras de las frutas, se sometieron
a una hidrdlisis alcalina, para después bajar el pH y hacer a los acidos fendlicos insolubles en
agua para realizar una extracciéon con acetato de etilo y obtener un extracto el cual se

identificaron los posibles acidos fendlicos con cromatografia de capa fina.

Para realizar el analisis del extracto etéreo se sometieron a molienda las semillas de las frutas
para extraer con n-Hexano el extracto etéreo de la harina de las semillas el cual se almacend

en viales de vidrio color ambar a -20°C hasta el momento de su analisis.

El extracto etéreo se saponifico y los acidos grasos libres se metilaron para poder ser analizados

por cromatografia de gases.

» Obtencion de las muestas en puestos comerciales
» Secado por liofilizacion

» Separacion de partes de fruta(Pericarpio,
mesocarpio, endocarpio)

* Fenoles totales

* Flavonoides totales
* Antocianinas totales
» Carotenos totales

» Betalainas totales

+ Hidrdlisis alcalina
[0 2 giitilezlola)a o= -lo0lals ° Acidificacion del medio para generar la forma

. acida
fenolicos « Extraccion con acetato de etilo

* |dentificacion con cromatografia de capa fina

) » Extraccion del extracto etereo
Estudio del extracto » Analisis por cromatografia de gases

etéreo de las semillas * |dentificacion de esteroles y triterpenos
pentaciclicos

y . . . » Extraccion alcalina y precipitacion acida
Extraccion e hidrolisis de * Hidrdlisis con proteasas comerciales

proteina « Cuantificacion por el método de Bradford

Diagrama 5.1-Plan general de trabajo del proyecto
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5.1-Obtencidén y preparacion de las muestras

En esta etapa se consiguieron las muestras comerciales para su analisis y se prepararon para

su almacenaje y para su analisis posterior.

Diagrama de flujo de la etapa 1 del proyecto

Separacion de partes de

fruta por cascara, pulpay |—mo—»
semillas

Compra de fruto en puesto
comercial de la ciudad de México

v

Almacenamiento en bolsas de
polietileno a temperatura — Tamizado (malla # 40) «—
ambiente

5.1.1-Descripcion de Etapa 1

Recoleccion de las muestras

Ultra congelacion a

-80°C v liofilizacion

l

Molienda de muestra
seca

El xoconostle se comproé el 11/08/2015 en la ciudad de México en el Mercado San Pedro de los

Pinos, el cual provenia de la central de abastos.

La papaya y el mamey se compraron el 18/08/2015 en la ciudad de México en la Comercial

Mexicana Mixcoac.

El capulin utilizado estaba previamente liofilizado en el laboratorio ya que este fruto se da en

los primeros meses del ano y no habia disponible en el mercado en el mes de Septiembre en

el que comenzo la experimentacion.

El pifidn que proviene de Guanajuato se compro el 4/8/15, a la empresa Dulces y botanas SA

en la sucursal Jesus Maria ubicado en la colonia centro delegacién Cuahutemoc. Las muestras

fueron molidas hasta formar una pasta y se guardaron en congelacién hasta su uso.




Preparacion de muestras

Los frutos se separaron en cascara, pulpa y semillas, cada una se peso y se almacenaron a
-80° C en el utracongelador, las muestras congeladas fueron colocadas en un liofilizador para
su secado. Las muestras secas se molieron en una licuadora, posteriormente se realizé un
tamizaje con malla #40 y fueron depositadas en bolsas de polietiieno y almacenadas a

temperatura ambiente.
Determinacion de humedad

Se pesaron cada una de las partes de fruta y se tomo el peso humedo. Una vez seca la muestra
se determind la humedad después de tener el peso seco (cascara, pulpa y semillas), el valor se

obtuvo realizando solo una vez el secado por liofilizacion que dur6 48 horas.

El contenido de humedad se calcul6 utilizando la siguiente formula:

PMH—-PMS
% Humedad= W’W 00

Donde:

e PMH: peso de la muestra humeda en g

e PMS: peso de la muestra secaen g

5.2-Estudio de fitoquimicos totales

En el siguiente diagrama se muestra la estrategia general de extraccion de los fitoquimicos
totales el cual consiste en la preparacion de extractos para después ser cuantificados por los

métodos respectivos.



Muestra fresca

Muestra seca

Extraccion con Extraccion con acetona fria
metanol: agua Extraccién con metanol: _a}gua: acido aceético relacién (1:10) p: v
(80:20) relacién (80:20:0.5%) relacion (1:10) p: v
(1:10) p/v
[ Sonicar 20 min ] Sonicar 20 minutos
[ Sonicar 20 min ]
Filtrar
Filtrar Flavonoides »| Fenoles totales Filtrado
totales
Antocianinas
Betalainas totales Carotenos totales
totales

5.2.1-Descripcion de la etapa 2

Fenoles totales

La concentracion de los compuestos fendlicos totales se realizd con el ensayo
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu. A partir del extracto obtenido como se explica en el
diagrama previo, se tomaron 100 uL del extracto metanoico, se agregé 2 mL de carbonato de
sodio al 2% y se agité por dos minutos después se agregé el reactivo de Folin-Ciocalteu diluido

(1:1) en agua y dejo reaccionar por 30 minutos para leer a una absorbancia a 750 nm.

Para conocer la concentracion de polifenoles totales se elaboré una curva patrén con acido

galico.



Curva patron de acido galico )= 0,003 + 0.0029

0.5 R? = 0.9896

0.45
0.4
0.35
0.3
0.25
0.2
0.15
0.1
0.05

Abs (750 nm)

0 20 40 60 80 100 120 140 160

Concentracion (ug/mlL)

Flavonoides totales
Los flavonoides totales se midieron por un ensayo colorimétrico similar al usado por (Pavan et
al., 2014), a partir del extracto obtenido se tom6 1 mL de muestra y se agregaron 1.4 mL de
agua y 300 pL de nitrito de sodio al 5% y se esper6 5 min. Después se agragaron 300 pL de

cloruro de aluminio al 10%, 2 mL de sosa 1 My se llevd a un volumen de 10 mL con agua para
ser leido a 415 nm.
Para conocer la concentracién de flavonoides se realizd una curva patron usando como

estandar catequina.

y =2.3716x - 0.0081
R?=0.9795

Curva patrdn de catequina

0.25
0.2
0.15
0.1

0.05

Abs a 415 nm

0.05 0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12
' mg catequina



Antocianinas totales

El método usado para la determinacién de antocianinas totales fue el de pH- diferencial, el cual
es un meétodo espectrofotométrico que muestra el contenido de antocianinas totales y se basa
en el cambio de color que tienen las antocianinas a diferente pH (Aquilera-Ortiz, Alanis-guzman,

Garcia-Diaz, & Hernandez-Brenes, 2009).

A partir del extracto se colocan en tubos de ensayo 1800 uL de buffer de cloruros y buffer de

acetatos cada uno por separado para después agregar en cada tubo 200 pL de la muestra.

Finalmente se lee a dos longitudes de onda (510 y 700 nm) y se calcula las antocianinas totales

de acuerdo a la siguiente formula.
Abs= (Ac510 nm-Ac700 nm)-(Aa510 nm-Aa700 nm)

Donde Ac es absorbancia de cloruros y Aa es absorbancia de acetatos

_ Abs*PM*10°

AT 1
Dénde: Abs es la absorbancia total, PM es el peso molecular de la cianidina 3-glucosido (449.2

g/mol), € es el coeficiente de extincién molar de la cianidina 3-glucosido (26900 L/cm*mol)).

Carotenos totales

El sistema de doble enlace conjugado constituye el cromoéforo que absorbe luz el cual da a los
carotenos su color atractivo y provee el espectro de absorcion visible que sirve como base para
su identificaciéon y cuantificacion. El color también permite un monitoreo visual de la separacion
de carotenos en matrices complejas y en cromatografia en columna, y principalmente por eso

esta técnica clasica sigue como una opcion viable para el analisis cuantitativo de carotenos.

Los carotenos al ser termosensibles se extrajeron con acetona fria para después ser extraido
el B-caroteno con n-hexano relacion (1:1), en dos extracciones. A continuacion se realizd un

lavado con 100 mL de agua por duplicado para eliminar la acetona de la fase hexanica.

Ya obtenido el extracto se hiso un barrido en el espectrofotdmetro de 300 a 600nm observando
un pico maximo en 450nm el cual pertenece al B-Caroteno, se tom¢ la absorbancia, cuidando

que estuviera en el intervalo (0.3 a 0.7) para asegurar la linealidad postulada en la ley de Lamber



y Beer y se cuantificaron los carotenos totales en relacién a la siguiente formula.(Rodriguez,
2001).

~ A%V %10°
"~ A1%%100

Donde:

C: ug de carotenos totales

V: volumen de extraccion en mL

A: absorbancia en una longitud de onda

A'%: Coeficiente de absorcion del caroteno en el solvente utilizado, en el caso del B-caroteno

en hexano es 2592.

Betalainas totales

Para cuantificar las betalainas totales presentes en el xoconostle se utilizd en método

espectrofotométrico de (Garcia-Cruz & Salinas-moreno, 2012).

Se leyd directamente del extracto la absorbancia a 535 nm la cual corresponda a las
betacianinas y se cuantifico de acuerdo a la siguiente formula.

AxFD+PM=V

B (mg betacianina/gmuestra) = Pl

Donde A es la absorbancia a 535 nm , FD es el factor de dilucién en la celda, PM es el peso
molecular de la betanina 550 g/mol, V es el volumen del extracto, € es el coeficiente de extincion

molar de la betanina 60000 L/ mol*cm y L es la longitud de la celda.



5.3-Identifiacion de acidos fendlicos

Esta etapa consistio en extraer e identificar los acidos fenolicos presentes en las cascaras de

las muestras.

Agregar NaOH 2 N en relacién 1:10 con
la muestra (p: v)

l [ Sonicar 30 min ]

Filtrar

l

Acidificar a pH=3.5 con acido
clorhidrico concentrado

l

Extraer los acidos fenolicos con acetato
de etilo relacién (1:1) (v: v) dividiendo
el volumen en dos particiones.

l Desechar fase
acuosa

Concentrar la fase organica en
rotavapor a sequedad y
almacenara4°C

l

Identificacion cromatografica en
capa fina




5.3.1-Descripcién de la etapa 3

Hidrolisis alcalina y extraccion

Se pesaron los gramos de cascara seca de las muestras, se agrego hidroxido de sodio 2 M en
relacion 1:10 (p/v) y se sonico durante 30 minutos para hidrolizar los acidos fendlicos enlazados

a la pared celular para su extraccion posterior.

El pH se ajust6 a 3.5 para cambiar la forma de sal a la acida de los acidos fenolicos y extraerlo
con acetato de etilo. La fase organica fue recuperada y concentrada para obtener el extracto

utilizado en la identificacion de acidos fendlicos.

Identificacion con cromatografia en capa fina

Una vez obtenidos los extractos secos se resuspendieron en 3 mL de metanol y se realizé una
cromatoplaca usando como eluyente Hexano: Acetato de etilo: Acido acético (1:1:0.5%). La
placa se reveld con cloruro férrico al 1% en 1-butanol para identificar los posibles compuestos
comparando el Rf en la placa y el color con respecto a los estandares. Se realizé un segunda
placa revelando ahora con DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl-hydrate) un radical libre que

sirve como indicador para actividad antioxidante.



5.4-Estudio del extracto etéreo de las semillas

Molienda de las semillas > Extraccion con n- — Sonicar
hexano 1: 10 (p/v) por 30 ‘

Almacenar extracto etéreo en viales .
nal ¢ Y Concentrar | Filtrar
de vidrio color ambar a -20 °C en rotavapor

¢

Extracto etéreo de
semilla

1
Perfil de acidos grasos
Método ce 2-66 de la AOCS

¢

Pesar aproximadamente
0.3g de extracto etéreo

'

Saponificar con 5 mL NaOH 0.5 M metanoica
por 30 minutos en ebullicion

Agregar por el condensador 7 mL de Enfriar y extraer con n-hexano grado
BF3 al 14% en metanol y calentar en > HPLC usando de 3-5 mL e inyectar
ebullicion 3 minutos mas directamente al cromatdgrafo de gases

5.4.1-Descripcion de la etapa 4

Perfil de acidos grasos

El perfil de acidos grasos del extracto etéreo de las semillas se realizé segun el método ce 2-
66 de la AOCS por triplicado.



A partir del extracto etéreo recuperado de la harina de la semilla se pesaron 0.3 g y se colocaron
en un matraz de bola de 50 mL junto con 6 mL de NaOH 0.5 M en metanol para ser puestos en
un sistema a reflujo para realizar la saponificacion de los triacilgliceroles. Se calento a ebullicion
durante 30 minutos y se agregaron por el condensador 7 mL de BFs en metanol al 14% y se

calent6 por 3 minutos mas.

Una vez enfriado el medio de reacciéon se colocd en un embudo de separacion de 60 mL, se
agregaron 15 mL de una solucion de cloruro de sodio saturada y se agité vigorosamente por 15
segundos para mejorar la extraccién de los metil esteres de los acidos grasos. Se extrajeron
con 4mL de n-hexano grado HPLC, se colocaron en viales para cromatografia de gases y se

cuantificaron los acidos grasos presentes.

Analisis cromatografico

El perfil de acidos grasos se determindé mediante la inyeccidén de 1 uL de los ésteres metilicos
diluidos en n-hexano grado HPLC. Fueron analizados en CG Agilent 6890N con un detector
FID. Se empled una columna HP-INNOWAX con diametro interno de 0.25 mm, 30 m de longitud

y 0.25 u de pelicula. Las condiciones del método se mencionan en la siguiente tabla.

Tabla -Condiciones de trabajo cromatogrdfico

Descripcioén Acidos Grasos
Inyector 220°C
10.70 psi
Total flow 23.3 mL/min
Programade T R1:150 °C por 1 min

R2:15 “C/min hasta 225 por 5 min
R3: 5 °C/min hasta 230 °C por 20 min
Detector FID 275°C

H2:40 mL/min

N2:20 mL/min
Aire:450 mL/min




Para determinar la concentracion de los acidos grasos se hicieron curvas patrones de los

estandares de metil esteres los cuales se muestran en el anexo junto con las cromatografias

de los extractos etéreos.

5.4.2-identificacidén de esteroles y triterpenos pentaciclicos
en hojas de arboles de frutas.

Secado en estufa por 48
horas

v

Identificacion
por CCF

Molienda

A

Filtrar

Tamizaje por malla # 40

Saponificacion

e

|

A

Extraccion con cloruro de
metileno (1:10) (p/v)
sonicar por 20 min

Descripcion de la identificacion de terpenos y fitoesteroles

Las muestras fueron secadas en estufa a 60°C por 24 horas y tamizadas por una malla #40.Las

muestras fueron extraidas con cloruro de metileno (1:10; p/v), se filtraron y concentraron en

rotavapor, A otra fraccidon de las mismas muestras se realizé una saponificacion previa a la

extraccion con cloruro de metileno con NaOH 0.5 M metanoica (1:25 p/v) para hidrolizar los

posibles enlaces éster de los esteroles y terpenos. Una vez obtenido el extracto se realizé una

cromatografia de capa fina para comprar con un estandar de a-amirina y esteroles comerciales,

en la cual se utiliz6 como eluyente hexano:acetato de etilo (9:1) y se revelo con Anisaldehido.




5.5- Extraccion e hidrolisis de proteina

Determinacion de proteina por el
método de Bradford

| Secado a 60 °C por 24 horas |

1 Determinacion de las condiciones
optimas de hidrolisis enzimatica
| Molienda | para la obtencion de péptidas con
l cromatografia de capa fina.
Grasa
extraida *—| Extraccion del extracto etéreo |

— : . Analisis de hidrolizados proteinicos
Extraccion de pmj:emas en medio por cromateerafia de capa fina con
alcaline el ensayo antioxidante con DPPH

l

Precipitacion por punto isoeléctrico

!

Liofilizacidn

La estrategia general aqui planteada en la figura fue la de obtener las proteinas de las semillas
de frutas, cuantificar las proteinas por el método de Bradford, conocer las condiciones de

hidrdlisis que permitan obtener péptidos con actividad antioxidante.

Extraccion y cuantificacion de proteinas

A partir de las semillas de frutas se secaron a 60 °C por 24 horas y se sometieron a molienda

hasta obtener un polvo fino.

Después de la molienda se extrajo el extracto etéreo de la harina producida en la molienda con

una mezcla de 5 isbmeros de hexano para conseguir la harina desengrasada respectiva.

A los diferentes polvos desengrasados segun fue su rendimiento en la molienda se
seleccionaron las frutas que se usaron para la extraccion de sus proteinas por medio de una

extraccion alcalina a pH 10.5, la mezcla se almacend en refrigeracion por 24 horas y se



centrifugd a 12000 g. Se separé el sobrenadante y la fase solida se descartd. Las proteinas se

precipitaron llevando al sobrenadante al punto isoeléctrico de las proteinas a un pH de 4.5.

Nuevamente se centrifugé a 12000 g y se separo el sobrenadante del precipitado proteinico por

decantacion y filtracion rapida (Wani, Kaur, Ahmed, & Sogi, 2008).
Las proteinas se liofilizaron y se almacenaron en refrigeracién a 4°C para su uso posterior.

A las harinas desengrasadas se les determind la proteina total por el método de Bradford para

analizar la eficacia de la extraccion realizada.

Se realizdé una curva estandar con albumina sérica bovina y se obtuvo una correlacién de los
datos de r?= 0.988, siendo la ecuacién de la recta y= 0.0304x + 0.2188, donde [y]= Abs a 595

nm y [x]= ug proteina/mL

Sabiendo la absorbancia de una muestra, se puede conocer su concentracion de proteina,

y—0.2188
0.0304

teniendo la ecuacion: x=

Ejemplo de calculo: (xoconostle)

_ 0.5408-0.2188_

oosor 10.59 g proteina/mL

10.59ug prot X 1mg prot 50 mL 10 mL

mL 1000 ugprot 1mL 0.02 g harina

= 264.8 mg proteina/g harina desengrasada

Hidrolisis enzimatica

Para conseguir los péptidos de las proteinas, se probaron las dos enzimas propuestas a las

siguientes condiciones:



Tabla- Condiciones de hidrdlisis probadas

Parametro/Enzima | Alacalasa Papaina
pH 8 7.5
Temperatura 50°C 35°C
Tiempo (min) 15,30,45,60 | 15,30,45,60

Concentracion 1/100 1/100
(Wenzima/proteina) 2/100 2/100
3/100 3/100

4/100 4/100

Cada muestra seleccionada fue sometida con cada enzima a diferentes concentraciones de la
enzima con respecto a la proteina, manteniendo constante el tiempo maximo a una hora, la
temperatura y pH éptimos teoricos de la enzima. Para la alacalasa su pH y temperatura de

actividad o6ptima son 8 y 50 'C respectivamente, mientras que para la papainaes 7y 37 °C.

Se dio seguimiento a la hidrélisis enzimatica por medio de cromatografia en capa fina usando
como eluyente n-Butanol-acido acético glacial-agua (60:15:25, v/v) y revelando con ninhidrina

para conocer el tiempo de hidrolisis necesario para conseguir péptidos y el tiempo maximo

para no hidrolizar hasta aminoacidos.




6-Resultados y discusion

Los resultados que se presentan en el siguiente orden:

» Partes de fruta
» Determinacion de humedad

* Fenoles totales, flavonoides totales, antocianinas
totales, carotenos totales, betalainas totales.

elslatdlileselela e lsiElele ok o Extraccion de compuestos fenolicos
fenolicos + Identificacion por cromatografia de capa fina

Estudio del extracto « Perfil de 4cidos grasos
Siisdsiel = =l szl o Identificacion de esteroles y triterpenos pentaciclicos

D4 (oe o] NN 1o F6] N6 [N « Extraccion de proteina soluble
Sl EN EHESE I EFNY © Hiidrdlisis enzimatica

6.1-Obtencion y preparacion de muestras

En esta parte se consiguieron las muestras a analizar en diferentes puntos de venta de la ciudad
de México. Las frutas se prepararon de acuerdo a la metodologia descrita, se determiné la
humedad de la cascara, pulpa y semillas por separado de los alimentos evaluados, las

fracciones que no fue posible determinar su humedad se investigo en la literatura.

En la figura 6.1 se observa la proporcion entre cascara, pulpa y semillas con respecto al fruto

entero.
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Figura 6.1-Proporciones de las partes de frutas

Proporciones de cada parte de fruta
100% — .
0% ]
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
- Il I
oo I

Xoconoslte Mamey Papaya Pifion

H Semillas
Pulpa

W Cascara

Tabla 6.1- Humedad relativa de los alimentos de estudio, reportado en % de humedad base humeda. La
humedad del capulin se tomd de las tablas de composicion de Alimentos Mexicanos del instituto nacional de

nutricion
Fruta Cascara Pulpa Semillas
Mamey 46.43% 75.1% 39.51%
Xoconostle 89.74% 93.24% 73.95%
Papaya 88.43% 91.20% 85.34%
Pifién - - 2.65%
Capulin - 79.6% 7.04%

Las muestras con mas humedad en la cascara fueron el xoconostle y la papaya con 89.74% y
88.43% respectivamente, al igual que con la cascara el xoconostle y la papaya tuvieron la mayor
humedad en su pulpa con 93.24% y 91.20 % mientras que las muestras con menor humedad
fueron el pindn y el mamey. (Osorio-Esquivel et al., 2011) reporta una humedad parecida para

la cascara y la pulpa del xoconostle con 89.6% 91.9% respectivamente.

Las semillas de papaya presentaron el mayor contenido de humedad de todas y fue similar
respecto a lo reportado por (Chielle, Bertuol, Meili, Tanabe, & Dotto, 2016). con una humedad
de 79.0%. Las semillas con menor humedad fueron las del piidn, con un valor mas bajo que el
reportado por (Kadri et al., 2015), la cual se reporta para Pinus pinea una humedad de 8.47%.
La humedad de las semillas de pifion es similar a otras semillas secas, siendo oleaginosas

como Colza y girasol o leguminosas como la soya (8 a 12%).
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6.2-Estudio de fitoquimicos totales.

6.2.1- Fenoles totales

Para la preparacion de los extractos se utiliz6 como disolvente metanol: agua (80:20) para

después realizar el método de cuantificacion de folin-ciocalteu, el cual no en todas las

metodologias de la literatura fue utilizado, por lo que aunque no es posible una comparacion

exacta se propone con fines de referencia.

La concentracion de fenoles totales y su comparacion a lo reportado recientemente se muestra

en la figura 6.2.

Fenoles totales

Pifion 82.66+4.82 799 (Kadri et al., 2015) 2222 2936.44

Pulpa de 251.50+21.31 1029.31 (Torres-Rodriguez et al.,

mamey 2011) 2500 2037.44
Almendra  914.67+21.31 n/a - 2000
de mamey

Pulpade  2037.44+141.4 1501 (Morales, Ramirez- 1500 91467 933,33
xoconostle 0 Moreno, Sanchez-Mata, 1000 732.56
Carvalho, & Ferreira,
2012) 500 g5 66 2515 I 35.59 ' '
Cascara  2936.11+62.62 1990 (Jiménez-Aguilar et al., 0 === |
de 2015) o >

xoconostle Q&\oo ,bé‘?’* ?)6‘ (\o%b (\0‘7\ 'DQ&\ %Q&\Q ,bQ@* ,beo
Capulin 933.33+6.15 1344 (Hurtado & Pérez, 2014) & &,}(\ +o° R o C bq,(' bq,Q &Q
Almendra  3559+1.87 n/a - & F LT &L
de capulin SER S S &

Cascara  935.00+40.92 480 (Pavan et al., 2014) ¢
de papaya

Pulpa de 732.56+18.79 79.5

papaya

Figura 6.2- Compuestos fendlicos totales de las muestras, los resultados se expresan en mg de dcido gdlico/100 g
de muestra seca

La composicion de polifenoles en las frutas puede ser afectada por muchos factores como por

ejemplo la variedad, el estado de maduracion, el area de cultivo, el tiempo de cosecha, las

condiciones climaticas y la naturaleza de la fruta (climatérica o no climatérica).(Belhad;j et al.,
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2016). Por estas razones hubo tanto semejanzas a lo reportado como diferencias a los

resultados obtenidos.

Los resultados del analisis del contenido total de polifenoles en los extractos metanoicos
demostraron que el xoconostle es una buena fuente de compuestos fendlicos. La concentracién
de fenoles totales expresada como mg GAE/100 g muestra seca (Gallic acid equivalent;
equivalentes de acido galico). Fue mayor en la cascara de xoconostle con 2936.4162.62,
seguido de la pulpa de xoconostle con 2037.44+141.40. Los compuestos fendlicos ayudan a
proteger a la planta en contra de la luz ultravioleta, y actia como defensa en contra
microorganismos patogenos en plantas. Este tipo de proteccion podria ser necesario para la
fruta ya que esta crece en zonas semi aridas y podria explicar el alto contenido de fenoles en

el pericarpio del xoconostle, seguido del mesocarpio de este(Osorio-Esquivel et al., 2011).

Se reportd por (Osorio-Esquivel et al., 2011), que los fenoles mayoritarios en el pericarpio de
xoconostle son los acidos cafeico y protocatecuico, mientras que en el mesocarpio solo se

encuentra el acido protocatecuico pero en menor cantidad.

La segunda fruta con mayor cantidad de polifenoles fue el capulin con 933.331£6.15, menor al

valor reportado por (Hurtado & Pérez, 2014) con 1344 mg GAE/100 g de muestra seca.

La muestra con menor cantidad de polifenoles fue la almendra de capulin y el pifién con
35.59+1.87 y 82.66+4.82 respectivamente, el pindn vario en gran medida con lo comparado a
la especie Pinus pinea la cual contiene 799, esto se debe a que en extracto metanoico el
contenido total de fenoles y flavonoides varia de una especie a otra en semillas de pino ya que

depende de la zona de cultivo y la especie misma (Kadri et al., 2015).

6.2.2-Flavonoides totales

Se utilizaron las mismas condiciones de extraccion que se utilizaron en los compuestos
fendlicos totales con la finalidad de conocer en qué porcentaje se encuentran los flavonoides

respecto al contenido fendlico total.

La cantidad de flavonoides totales y la comparaciéon respecto a lo reportado en la literatura se

muestra en la figura 6.3.



La concentracién de flavonoides totales se reporta como mg de equivalentes de quercetina/100

g de muestra seca.

La concentracion de flavonoides se asemejo al comportamiento de los fenoles totales aunque
fue notablemente menor en el caso de la pulpa de xoconostle, lo cual indica que solo 0.951%
de los compuestos fendlicos son flavonoides, esto coincide con el resultado obtenido por
(Osorio-Esquivel et al., 2011) quienes reportan que en el mesocarpio los fenoles predominantes
son los acidos hidroxibenzoicos. La cascara una vez mas presentd una mayor cantidad de
flavonoides que las demas muestras con 1370.62, lo cual representa 46.67% del contenido de
fenoles totales de la muestra. La fruta que tuvo la mayor cantidad de flavonoides (835.61+£28.99)
en relacion a la concentracion de los compuestos fendlicos totales fue el capulin con 89.53%,

este resultado tiene sentido debido a la presencia de antocianinas caracteristicas del género

Prunus.
Fruta Flavonoides Reportado en Referencias
(mg la literatura Flavonoides totales
quercetina/100
g muestra seca) 1600
Pifion 105.65+3.19 217 mg/100g (Kadri et 1370.62
muestra seca al., 2015) 1400 f
Pulpa de 162.81+27.06 6414 mg (Kong et al.,
mamey rutina/100g 2013) 1200
muestra seca 1000
Almendra 331.75+26.24 4242.3 mg 835.61
de mamey rutina/100g 800 I
muestra seca
Pulpa de 19.38+1.95 58.823 mg (Osorio- 600
xoconostle rutina/100g Esquivel et
muestra seca al., 2011) 400 3%'75 309='39
Cascara 1370.62+86.19 225.539 mg 500 162.81
de rutina/100g 15.65 =& 19.38 37.7 69.63
xoconostle muestra seca 0 - - = E
Capulin 835.61+28.99 598.04 mg (Belhadj et P N N R IR N N N
rutina/100g al., 2016) & S S & & L & &P
muestra seca A S S PS ARPS S
¥ ¥ © © S AR
Almendra 37.70+5.86 - - & L ¥ ¢ S N
. O Q N>
de capulin Q @é‘ &Q/b Q,z;\’b & F Q
Cascara  309.39+10.21 - - v TP >
de papaya
Pulpa de 69.63+29.13 15.9 (Pavan et
papaya al., 2014)

Figura 6.3-Flavonoides totales de las muestras, los resultados se expresan en mg de quercetina/100 g de muestra

seca



El capulin presenté una mayor concentracion de flavonoides con respecto a lo reportado por
(Belhadj et al., 2016) 598.04, esto podria ser porque el contenido de flavonoides difiere y

depende de la variedad y en el estado de maduracion del fruto.

Tanto en la determinacion de fenoles totales como en la de flavonoides totales se observo una
baja concentracion en las semillas respecto a la cascara y en pulpa por lo que estas no son una

buena fuente de obtencion de compuestos fendlicos libres.
6.2.3-Antocianinas totales

El capulin fue a la unica muestra que se determino el contenido de antocianinas totales ya que
es la unica fruta seleccionada con una concentracidén apreciable.

mg cianidina/g muestra seca

Capulin

Tedrica

Figura 2.4-Antocianinas totales del fruto entero de capulin, comparado respecto a lo reportado por (Ordaz-Galindo et al., 1999).

La concentracién total de antocianinas del fruto entero es 1.695+0.008 mg de cianidina 3-
glucosido/g muestra seca, valor que se asemeja mucho al estudio realizado por (Ordaz-Galindo
et al., 1999) el cual es 1.554 mg de cianidina 3-glucosido/g muestra seca. Siendo la cianidina-
3-glucosido y la cianidina-3-rutinosido (en mayor proporcion) como las antocianinas
mayoritarias en Prunus serétina. Otras frutas que se han reportado en tener estas antocinaninas

son el ruibarbo, la frambuesa, zarzamora y pasas.



6.2.4-Carotenos totales

La concentracion de carotenos totales se reportd en base a mg de 3-caroteno/100g de muestra

seca debido al interés por su actividad antioxidante y pro vitamina A.

El contenido y tipos de carotenos en plantas dependen de varios factores pre y post cosecha,

genotipo, tiempo de madurez, método de cultivo y condiciones climaticas y procesamiento.

Carotenos totales

7 6.597

6 5.416

1 .
0
mg B-caroteno/100g muestra

seca

H mamey [ papaya

Figura 6.5-Carotenos totales reportados en beta caroteno de la papaya y del mamey

La fruta con la mayor concentracién de carotenos totales fue la papaya con 6.597 y el mamey
con 5.416 comparado con el estudio de (Gayosso-Garcia Sancho et al., 2011). muestra que la
cantidad de carotenos en la papaya es muy variable, el cual depende del estado de maduracion
del fruto, los valores obtenidos estan en un intervalo de 10.454 a 37.159 mg de B-caroteno/100
g. También la diferencia de concentracién determinada en comparacién con la reportada podria
deberse porque para la mayoria de los vegetales, el secado resulta en una pérdida de 10 a 20%

de carotenos. (Saini et al., 2015).



Los equivalentes de retinol de la concentracién de carotenos de las frutas en base seca serian
902.66 RE/100 g fruto seco para el mamey y 1099.5 RE/100 g de fruto seco para la papaya, lo
que significa que con 100 g de ambos frutos considerando una actividad biolégica del 50% la

IDA para mujeres queda cubierta y la de los hombres solo con la papaya.(Saini et al., 2015).
6.2.4-Betalainas totales

El xoconostle es el unico fruto de las muestras seleccionadas que presenta este tipo de

compuestos.

Betalainas totales

Reportaco
Mesocarpio [

Reportaco N
pericarpio N —

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4

mg betacianina/g muestra seca

Figura 6.6-Betalainas totales del xoconostle comparado con lo reportado por (Osorio-Esquivel et al.,
2011).

La concentracién de betalainas totales reportadas en mg de betanina/g muestra seca fueron en
el mesocarpio con 0.335 el cual fue mayor que en el pericarpio con 0.08 mg, comportamiento
similar a lo reportado en la literatura los cuales son 0.22 mg betacianina/g muestra seca para
el pericarpio y 0.355 mg betacianina/g muestra seca para el mesocarpio, asimismo se reporta
en mg de betacianina debido a que los picos maximos de absorcion espectrofotométrica se
encuentran entre 534 a 538 nm mientras que no hay picos en 470 a 480 nm lo que indica la

ausencia de betaxantinas en el xoconostle (Osorio-Esquivel et al., 2011).
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6.3-ldentificacion de acidos fendlicos

6.3.1- Extraccion de compuestos fendlicos

Después de la hidrdlisis alcalina el extracto se acidifica hasta un pH de 3.5 para protonar el
acido carboxilico pKa (4 a 5) y facilitar su extraccién con un solvente organico. Los acidos
fendlicos de la pared celular fueron extraidos con acetato de etilo, se eligié a este disolvente
debido a que se menciona en trabajos publicados donde se utiliza para extraccion de
fitoquimicos como acidos fendlicos, flavonoides y antocianinas. (Kushwaha & Karanjekar,
2011).

Los extractos se llevaron a sequedad en un rotavapor y se pesaron para conocer el rendimiento

del extracto obtenido. Los datos se muestran en la tabla 6.2.

Tabla 3.2-Rendimientos de extraccion de la hidrdlisis alcalina de las cascaras de fruta

Muestra mg extracto/g
cascara seca

1023324.371
10.35012.950
433341678
6.75010.150
5.23341.034

Los datos que se reportan a continuacion estan en mg de extracto obtenido/g de cascara seca.

La cascara de semilla de mamey fue la que tuvo mayor rendimiento de extraccion con 10.350,
seguida de la cascara exterior con un valor semejante con 10.233, mientras que la menor fue
el capulin con 4.333. La diferencia entre las muestras indica que a las condiciones de hidrolisis
probadas el mamey presenté el mejor rendimiento y podria indicar que es el que contiene mayor
cantidad de acidos fenolicos aunque es probable que las condiciones de hidrolisis
implementadas en la metodologia no sean la Optimas para las muestras, ya que se han
reportado condiciones de hidrolisis alcalina de acidos fendlicos con concentraciones de NaOH
1-4 M (Stalikas, 2007). y hasta de 2-10 N (Kushwaha & Karanjekar, 2011). Como también el

procedimiento de extraccion (maceracion, sonicacion, reflujo, ect.) por lo que podria mejorar la
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cantidad de extracto obtenido de cada una de las muestras con un estudio mas profundo

respecto a las condiciones éptimas de extraccion.

6.3.2-ldentificacion por cromatografia de capa fina

Para realizar la identificacion cualitativa se utilizé la cromatografia de capa fina, usando como
eluyente Hexano: Acetato de etilo: Acido acético (1:1:0.5%). Revelando la cromatoplaca con
cloruro férrico al 1% en 1-butanol para identificar a los acidos fendlicos respecto a la coloracion
de los estandares utilizados.

Figura 6.7-Acidos hidroxicinamicos e hidroxibenzoicos en las cascaras de las frutas; de izquierda a derecha: 1 Acido gdlico, 2
vainillina, 3 Acido P-cumdrico, 4 Acido Cafeico, 5 Acido Sindptico, 6 Acido fertlico, 7 Cascara de papaya, 8 Cascara de mamey,
9 Cascara de xoconostle, 10 Cascara de semilla de mamey, 11 Cascara de capulin.

En la figura 6.7 se muestra en el costado izquierdo de la cromatoplaca las sefiales de los

estandares de los acidos fendlicos en las posiciones 1 a 6.

Se sabe que las intensidades de color y el area de las bandas son proporcionales a la cantidad
del compuesto presente. Se aprecia que en la cascara de mamey y en la cascara de semilla de
mamey (posiciones 8 y 10) que, correspondieron a la coloraciéon del acido galico y dieron
sefales que corresponden con su RF de 0.18, lo que sugiere que esta presente en Pouteria
sapota, ademas la cascara de semilla presento otra sefial mas pronunciada la cual coincide con
el RF de acido cafeico 0.24. Esto concuerda con (Torres-Rodriguez et al.,, 2011). quienes

reportan la presencia de los acidos p-hidroxibenzoicos y acido galico en el mamey inmaduro,
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lo cual probablemente indique que el acido cafeico provenga de la descomposicion del acido

clorogénico durante la maduracién.

En la cascara de papaya se observaron dos sefiales, una coincidié con el RF del acido cafeico,
mientras que la otra coincididé con el RF del acido ferulico 0.45. La cascara de xoconostle solo
presentd una mancha marcada a un RF de 0.47 el cual corresponde al acido ferulico. Lo
observado concuerda con lo reportado por (Gayosso-Garcia Sancho et al., 2011), en el cual se

reporta la presencia de acido cafeico, acido p-cumarico y acido ferulico en la semillas de la

papaya.

El extracto obtenido en la cascara de xoconostle mostro la probable presencia de acido ferulico
ya que la muestra coincide con su RF de 0.45.Se ha reportado en la literatura que el pericarpio
de xoconostle contiene una considerable cantidad de acido cafeico (Osorio-Esquivel et al.,
2011), sin embargo en la cromatoplaca la muestra coincide con el acido ferulico, lo que podria
indicar a que el acido cafeico, precursor del acido ferulico se biotransormo durante la

maduracion del fruto.

Finalmente la cascara de capulin presento mancha tenue a un RF de 0.67 el cual corresponde
a la vainillina. (Bartolomé et al., 2010) reporta la presencia de acido vainillinico como el principal
componente de la cascara de la semilla de capulin, seguido del acido p-hidroxibenzoico. Lo cual
se podria tratar del acido vainillinico y no de la vainillina ya que probablemente presentarian RF

similares.

En la siguiente tabla se presenta en resumen los &cidos fendlicos identificados por
cromatografia de capa fina en las diferentes cascaras de fruta.

Tabla 6.3-Posible presencia de dcidos fendlicos y vainillina de las cascaras de frutas de acuerdo a la cromatografia de capa
fina

Acido fenélico Céscara de Cascara de Cascarade Cascarade Cascara
papaya mamey xoconostle  semilla de de
mamey capulin
Acido galico

Vainillina
Acido P-cumarico

Acido sinaptico

Acido cafeico
Acido ferulico
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Para evaluar la presencia de actividad antioxidante en los extractos obtenidos se realizé un
ensayo de atrapamiento de radicales libres por lo que se hizo otra cromatoplaca, con las mismas
condiciones de elucion de la placa anterior pero esta vez se utilizé DPPH como revelador, en el

que indica una prueba positiva si el revelador cambia de color morado a amarillo como se

aprecia en la figura 6.8.

La prueba de actividad antioxidante resulté positiva para todos
los extractos obtenidos, en el que la cascara de mamey tanto
exterior como la de la semilla fueron las que presentaron mayor
intensidad a lo que se debe por la concentracion y tipos de

compuestos presentes en el extracto.

Figura 6.8- Prueba de actividad antioxidante de los
extractos de dcidos fendlicos con DPPH, siendo 1-cdscara de
papaya, 2-Cdscara de mamey, 3-cdscara de xoconostle, 4-
cdscara de semilla de mamey y 5- cascara de capulin.

6.4- Estudio del extracto etéreo de las semillas.

Los lipidos son formados de unidades estructurales con una gran hidrofobicidad. Esta
caracteristica de solubilidad es Unica para esta clase de compuestos. Los lipidos son solubles
en solventes organicos pero no en agua. La insolubilidad en agua es la propiedad analitica
usada para su separacion de proteinas e hidratos de carbono.

El procedimiento empleado para el analisis fue el método ce 2-66 de la AOCS el cual consiste

que a partir del extracto etéreo se derivatizan los acidos grasos libres para su analisis
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cromatografico los cuales se hacen reaccionar con metanol en presencia de un catalizador (BF3)

para formar los metil esteres respectivos de cada acido graso.

El resultado promedio de los extractos obtenidos se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 6.4-Rendimiento de extracto etéreo con n-hexano de la harina de semilla de fruta

Harina de Rendimiento (g extracto/10g de
semilla harina)
Pifién 5.25+0.15
Mamey 4.22+0.065
Papaya 310.32
Xoconostle 3.85+0.33
Capulin 3.58+0.15

La semilla que mostré6 mayor cantidad de aceite/g harina fue el pifidn con mas del 50% en su
peso. En comparacion con otras especies, como Pinus halepensis (36.73%), Pinus pinea
(19.78%), Pinus pinaster (24.15%) y pinus canariensis (23.92%) (Kadri et al., 2015), presento

una mayor concentracion de extracto etéreo.

La semilla de mamey en segundo lugar de rendimiento presentd una concentracion 42.2%, el
cual es un valor cercano al reportado por (Solis F. Ayala T. 2015) 44.41%. Mientras que la

semilla de papaya fue la de menor rendimiento con 30%.



6.4.1-Perfil de acidos grasos

En la siguiente tabla se reportan las concentraciones de los acidos grasos y se ilustra en la
figura 6.9, reportados en g de acidos grasos/100 g de extracto etéreo.

g AG/100 g EE Harina de semilla
AG Capulin Mamey Papaya Pifdén Xoconostle
C16:0 3.2211£0.107 = 7.975+0.244 10.828+0.652 5.693+0.140 @ 9.307+0.214
C16:1 0.225+0.018 0 0.374+0.011  0.266+0.009 0.453+0.013
C18:0 2.432+0.087 0 0 0 2.2711£1.040
C18:1 26.574+0.871 68.586+1.688 50.360+3.216 41.009+0.874 9.975+0.306
Cc18:2 21.143+0.700 = 4.784+0.128 @ 2.397+0.145 34.966+0.727 54.920+1.226
C18:3 0.245+0.024 0.459+0.057 0.291+0.006  0.392+0.013  0.524+0.017
c20.1 0.220+0.016 = 0.277+0.034 = 0.403+0.013 0.677+0.017 = 0.242+0.008
C:22:1 1.514+0064 0 0.157+0.004 0.189+0.007 0.251+0.008

Tabla 6.1- Perfil de dcidos grasos del extracto etéreo de la harina de las semillas de las frutas
seleccionadas

Los acidos grasos de mayor presencia en las semillas fueron el acido oleico (C: 18:1), el acido
linoleico (C: 18:2) y el acido palmitico (C: 16:0) respectivamente. Con respecto a los acidos
grasos insaturados el mamey fue la semilla que mas contuvo acido oleico en su extracto etéreo
con 68.586%, seguido de la semilla de papaya con 50.360% y el pifidn con 41.009%. Las
muestras con mas acido linoleico fueron el xoconostle con 54.920%, el pifidn con 34.966% vy el

capulin con 21.143%.

El acido linolenico (C: 18:3) estuvo presente en una proporcion menor a los dos acidos
mencionados anteriormente, siendo el xoconostle el que contiene mas con 0.524%, seguido del

mamey con 0.459% vy el pifidon con 0.392%.

El capulin presentod la cantidad mas alta de acido erucico con 1.514%, aproximadamente 10

veces mas que las demas semillas de frutas.



Acidos grasos presentes en la semillas
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Figura 2.9-Perfil de dcidos grasos del extracto etéreo de las semillas de frutas, reportado en g dcido graso/ 100 g
de extracto etéreo.

Con la finalidad de comparar las mejores posibles fuentes de cada acido graso de las semillas
de frutas se realiz6 una tabla comparativa respecto al rendimiento de extraccion con la cantidad

de acido graso obtenido.

En la figura 6.10 se puede observar las fuentes mayoritarias para la extraccion de cada acido
graso en relacion a su rendimiento, siendo el xoconostle para el acido palmitico, palmitoleico,
estearico y linoleico, el mamey para el acido oleico, el capulin para el acido erucico y el pifidén

para el acido eicosapentanoico.

El mamey presenté una cantidad predominante de acido oleico en relacion con los demas
acidos grasos siendo el 68.6% de él total de ellos, valor muy aproximado al del aceite de oliva
(72%) el cual se sabe que es una fuente abundante de este acido graso (Lozano J. Segura A.
2012).

Con respecto a la harina representa el 28.9 % del peso total de la harina de semilla, siendo una

fuente considerable de este acido graso.
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El xoconostle y el pindn mostraron cantidades apreciables de acido linoleico, ambos con un
porcentaje del 20% con respecto a la harina de semilla lo cual es de interés nutricional debido
a que tanto el acido linoleico y linolénico al ser metabolizados eventualmente proveeran
eicosanoides, sustancias que poseen actividad hormonal y por lo tanto podrian regular diversas

funciones del cuerpo (Kritchevsky D. 2002).

Figura 6.3- Concentracion de dcidos grasos en harina de semilla reportado como g de dcido graso/100 g de harina

AG Capulin Mamey Papaya Pifidn Xoconostle
C16:0 1.153+0.038  3.365+0.103 3.24840.196 2.989+0.073 3.583+0.082
Cle:1 0.08+0.006 0 0.122+0.003 0.14+0.005 0.17440.005
C18:0  0.871+0.031 0 0 0 0.874+0.401

C18:1 9.513+0.312  28.943+0.712 15.108+£0.965  21.53+0.459 3.84+0.118

C18:2 7.569+0.251  2.019+0.054 0.719+0.044  18.357+0.382  21.144+0.472
C18:3 0.088+0.009  0.19410.024 0.087+0.002 0.206+0.007 0.202+0.007
C20:1 0.079+0.006  0.117+0.014 0.121+0.004 0.355+0.009 0.093+0.009
C:22:1  0.542+0.023 0 0.047+0.001 0.099+0.003 0.096+0.003

Gramos de acido graso/100 g de harina de semilla
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6.4.2-ldentificacion de esteroles y triterpenos pentaciclicos

Los sistemas de elucion que se aplicaron para la identificacion de los compuestos triterpenos
se encuentran descritos en la metodologia. A continuacién se presenta la cromatoplaca
obtenida de los extractos de cloruro de metileno de las muestras saponificadas junto a las no

saponificadas de las hojas de los arboles de pifion, mamey, la piel de papaya y el pifién.

Figura 6.11-Cromatografia para identificar la alfa amirina en las muestras saponificadas y sin saponificar, siendo
1 a-amirina, 2 fitoesteroles comerciales, 3 hojas de pifion, 4 hojas de pifios saponificadas, 5 hojas de mamey, 6
hojas de mamey saponificadas, 7 cdscara de papaya, 8 cascara de papaya saponificada, 9 pifion, 10 pifion
saponificado

En la figura 6.11 se observa un cambio notorio en la presencia y concentracion de los
compuestos de cada una de las muestras después de haber sido sometidas a saponificacion;
siendo los extractos de cloruro de metileno sin saponificacion previa las muestras 3, 5,7 y 9 las
hojas del pifidn, de mamey, la cascara de papaya y el piiidn respectivamente y las muestras 4,

6,8 y 10 sus extractos correspondientes con saponificacion previa.
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Los extractos que mostraron presencia de a-amirina fueron las hojas de pifidén saponificadas,
las hojas de mamey sin y saponificadas, la cascara de papaya con y sin saponificar y el piAdn

saponificado.

En el caso de los fitoesteroles, se observé su presencia en las hojas de pifidn saponificadas, en
las hojas de mamey saponificadas en ambos tratamientos de la cascara de papaya y en el piidn

saponificado.

La a-amirina se utiliz6 como estandar ya que posee una estructura similar a los triterpenos
pentaciclicos. Los extractos al ser saponificados mostraron una mayor cantidad de a-amirina y
fitoesteroles en general, esto quiere decir que probablemente parte de los triterpenos
pentaciclicos y esteroles se encuentran esterificados a acidos grasos u a otros componentes
del extracto etéreo y al saponificarlos se incrementa su concentracion libre en el extracto por lo

que se ve mas marcado en la placa cromatografica.

6.5- Extraccion e hidrolisis de proteina

6.5.1-Extraccion de proteina soluble

Los resultados de la extraccion de la proteina liofilizada se muestran en la siguiente tabla y se
determiné el rendimiento con la cantidad proteina tedrica reportado en g de proteina/100 g de

semilla seca.

Tabla 6.6- Cantidad de proteina extraida de las harinas desengrasadas de las semillas de frutas.

Semilla Proteina extraida Proteina tedrica Rendimiento
(g proteina/100 g semilla (g proteina/100 g semilla 0
seca) seca)

Pifion 11.07 22.4 49.42
Papaya 7.63 2.26 337.61
Xoconostle 6.67 3.45 193.33
Mamey 5.66 13.3 42.55
Capulin 15.49 28.06 55.22




La semilla de fruta en la que se extrajo mas proteina bajo las condiciones mencionadas en la

metodologia fue el capulin con 15.49 g de proteina/ 100 g de semilla seca.

La extraccion de las proteinas como en el caso de la proteina de piidn y mamey no se esperaba
tener un rendimiento 6ptimo debido a que la solubilidad de las proteinas depende de conocer
numero de grupos polares y apolares y por lo tanto el perfil de aminoacidos de la proteina
(Frazier, 2009) para asi usar el pH adecuado para solubilizar la proteina y el mejor pH para
precipitarla con el punto isoeléctrico particular de la proteina, aunque para los objetivos
planteados solo se requiere tener la cantidad suficiente de proteina para realizar las hidrdlisis

enzimaticas.

En el caso de la papaya se extrajo una masa de proteina mayor que la reportada por (Nwofia,
Ojimelukwe, & Eji, 2012) debido a la presencia de pectinas en la semilla de la fruta, ya que
conforme el pH disminuye, la ionizacion de los grupos carboxilo es suprimida, y esto resulta en
una reduccidn en la hidratacién de los grupos de acido carboxilico. Como resultado de la
ionizacion reducida, las moléculas del polisacarido ya no se repelen y pueden formar un gel, lo
cual provocd que se extrajeran junto con las proteinas de la semilla de papaya explicando el

sobre rendimiento reportado en la tabla.

Los resultados de la proteina soluble total determinadas por el método de Bradford se reporta

en mg de proteina/g de harina desengrasada en la siguiente tabla.

Semilla de fruta Proteina soluble total
(mg proteina/ g harina
desengrasada)
Pifion 129.03
Mamey 152.55
Xoconostle 264.80
Papaya 161.5

Capulin 592.27



El capulin fue la semilla con mas contenido de proteina soluble con 592.27mg de proteina/ g
harina desengrasada, lo que se podria justificar ya que la mayoria de la proteina en el capulin
corresponde a la fraccion de albumina (soluble en agua)(Capulin & Serotina, 2012) seguido del
xoconostle con 264.8 mg proteina/ g harina desengrasada mientras que el pifién fue el mas bajo

con 129.03 mg proteina / g harina desengrasada.

6.5.2-Hidrdlisis enziméatica

Con el método de capa fina se le dio seguimiento a la hidrélisis para saber a qué condiciones
se podia apreciar una hidrélisis de la proteina, se probaron 4 concentraciones (1 a 4%) las
condiciones en las que se apreciaron mejores resultados fue a una concentracién de enzima al

4 %, como se muestra en la figura 6.12.

Fig.6.12.- Cromatografia de capa fina donde en la izquierda se muestra el control de la proteina sin tratamiento
enzimdtico y de izquierda a derecha es el tiempo de hidrdlisis a los que fue sometida la proteina, siendo de 15,
30, 45 y 60 minutos respectivamente.

Los resultados con la papaina al 4% fueron muy similares a los obtenidos con la alcalasa al 4%.

Indicando una afinidad similar hacia los sustratos.

Cada enzima es responsable de la generacién de diferentes fragmentos de péptidos con

péptidos de bajo, mediano y alto peso molecular. Estas enzimas pueden trabajar solas o en la
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presencia de otras enzimas, multiplicando su mecanismo de accion bajo una continua hidrolisis
de enlaces peptidicos, y por lo tanto, incrementar la probabilidad de liberar mas fragmentos
pequefios activos. (Saadi, et al. 2015).Sabiendo esto se realizé una hidrolisis consecutiva,
iniciado con alcalasa al 4% vy finalizando con papaina al 4%, los resultados se muestran en las

siguiente figura.

v o nals e
slasa- Popaton

v

2)shis

Fig.6.13- Cromatogramas revelados con ninhidrina de las hidrdlisis consecutivas realizadas a las muestras
seleccionadas, hidrolizando en primer lugar con alcalasa al 4% y después con papaina al 4% por 60 minutos cada
una.



En la figura 6.13 se aprecia un buen avance de hidrolisis general a una hora para todas las
muestras, permaneciendo constante las condiciones de hidrdlisis previas observandose una
mayor cantidad de compuestos con un RF de 0.4 a estas condiciones de tiempo a la
temperatura y pH optimos de cada enzima anotadas en la metodologia. Con los extractos
hidrolizados se realiz6 un ensayo con DDPH en una cromatoplaca eluida con las mismas
condiciones para ver si alguna presentaba actividad antioxidante sin embargo ninguna la

presento.

7-Conclusiones

e El xoconostle fue tanto en su pericarpio como en el mesocarpio la muestra con mayor
cantidad de compuestos fendlicos.

e El capulin en relacién a sus fenoles totales fue el que mas flavonoides tiene.

e Las antocianinas totales del capulin fueron mayores a las reportadas en la literatura,
siendo la cianidina-3-rutinosido y la cianidina- 3-glucosido como principales antocianinas.

e Tanto el mamey como la papaya secos resultaron en una buena fuente de B-caroteno
para cubrir las necesidades de vitamina A.

e Se identificaron acido cafeico, ferulico, galico y vainillina en los extractos hidrolizados de
las cascaras de frutas, siendo el mamey el extracto con mas rendimiento, seguido de la
cascara de xoconostle.

e Las cascaras de mamey, xoconostle y papaya podrian ser consideradas como fuente de
obtencién de acido galico, ferulico y cafeico respectivamente.

e Todos los extractos de acidos fendlicos de las cascaras de frutas mostraron actividad
antioxidante.

e El extracto etéreo de la semilla de xoconostle presentd la mayor cantidad de acido
palmitico (C 16:0), acido palmitoleico (C 16:1), acido estearico (C 18:0) y acido linoleico
(C 18:2), mientras que en el extracto de semilla de mamey el predominante fue el acido
oleico (C 18:1) y la mayor cantidad de acido linolenico (C 18:3) y de acido

eicosapentanoico (C 20:1) se encontré en el aceite de piidn.



e E| aceite del xoconostle, piidn y mamey pueden ser considerados como fuente

importante de acidos grasos insaturados.

e Se identificaron fitoesteroles y aumento de su concentracién en el extracto en todas las
muestras sometidas a una saponificacion previa a su extraccion.

e Se identifico la presencia de a-amirina en todas las muestras a excepcién de la cascara
de papaya, tanto en la muestra sin saponificar como saponificada.

e La proteina del capulin presento la mayor solubilidad en agua de las proteinas analizadas

e Las proteasas comerciales tuvieron afinidad con las proteinas hidrolizandolas

e Los extractos proteinicos hidrolizados no mostraron actividad antioxidante por el ensayo
DPPH ya que no se formaron péptidos con capacidad de atrapar radicales libres de

oxigeno.
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Anexo 1

A.1-Cromatogramas de los metil esteres de los acidos
grasos de las semillas de frutas.

A.1.1-Capulin

A.1.2-Pihon



A.1.3-Papaya

A.1.4-Mamey



A.1.5-Xoconostle

A.1.6- Tiempos de retencion de acidos grasos

Acido c:16.0 ¢C:16:1 C:180 C:181 C:182 C:183 C:20:1 C:22:1

graso

Tiempo de | 5.543 5.711 6.798 6.958 7.339 7.913 8.795 11.688
retencion
(min)
Desviaciéon | 0.005 0.003 0.007 0.004 0.008 0.009 0.006 0.001

estandar




A.1.7- Cromatograma de estandares GLC-50 (sigma-aldrich)
Acidos grasos: C: 16:1 C: 18:1 C: 20:1 C: 22:1

A.1.8- Cromatograma de estandares GLC-10 (sigma-aldrich)
Acidos grasos: C: 16:0 C: 18:0 C: 18:1 C: 18:2 C: 18:3
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