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RESUMEN

Actualmente se vive un problema sobre los residuos que generan los procesos industriales y es
necesario realizar una buena valorizacion de ellos. Asi, en lugar de ser un inconveniente debera ser
fuente de aprovechamiento. Una parte de estos residuos son los de origen vegetal y son materia
prima potencial para generar productos de alto valor agregado como los polifenoles, antioxidantes

naturales de uso en la industria alimentaria.

El presente proyecto tiene como objetivo principal extraer, cuantificar y evaluar la actividad
antioxidante de los fenoles presentes en la semilla de desecho de tejocote (Crataegus mexicana),
con el objetivo de poder incorporar el extracto obtenido y usarlo como antioxidante en un aceite

comestible.

Para obtener los extractos se hizo uso de técnicas de extraccién (mediante extractor Soxhlet,

maceracion y sonicacion) y con disolventes.

La técnica més eficaz para la extraccion de los compuestos fendlicos fue la sonicacién utilizando
como disolvente una mezcla acidificada a pH 3 de metanol acuoso al 80% con un tiempo éptimo
de 64 minutos. Esto debido a que se tuvieron los rendimientos mas altos (2%), buena actividad
antioxidante (IC50 de 0.0546 mg/mL) y un tiempo de extraccidon mucho menor comparado con las

otras técnicas.

A pesar de haber obtenido un extracto con una buena actividad antioxidante bajo las condiciones
de trabajo, no demostro ser capaz de actuar como un buen antioxidante en el aceite de girasol. Lo
anterior podria explicarse suponiendo que solo algunos compuestos del extracto tienen actividad
antioxidante por lo tanto el efecto protector sera menor.



1. INTRODUCCION

Actualmente se vive un problema con los desechos generados por las actividades industriales y
comunes de la poblacion. Estos desechos son depositados en tiraderos donde no se aprovechan, es
decir el problema radica en la poca valorizacion de estos residuos, los cuales pueden utilizarse
como materia prima para generar nuevos productos. Datos del INEGI del afio 2016 indicaron que
en el pais se recolectaron diariamente 86 mil 343 toneladas de basura, de las cuéles 12 843 se
generaron en la Ciudad de México. De estos residuos, el 4.6% provienen de la Central de Abasto
siendo en gran parte de tipo organico. ¢Se imaginan si aprovecharamos por lo menos una parte de
estos residuos? Los residuos organicos son fuente de productos de alto valor agregado como

enzimas, proteinas, antioxidantes, etanol, biodiesel, etc.

Es conocido que los antioxidantes pueden ser extraidos de desechos organicos, por lo que ha
motivado a investigadores a extraerlos de diferentes fuentes organicas como manzana, platano,
naranja, ajo entre otros. Se han extraido antioxidantes de la cascara, la pulpa e incluso de la semilla
de diferentes frutos. Al contrario de la pulpa de las frutas, las semillas, son muchas veces
consideradas basura, este material es rico en nutrientes y por tal razon deberia ser valorizado para
obtener el mejor provecho posible. En el caso particular de la semilla de tejocote mexicano
(Crataegus mexicana), ain no se ha estudiado en el dmbito de una posible extraccién de
antioxidantes. Es por esto que el presente trabajo tiene el siguiente objetivo general: extraer,
cuantificar y evaluar la actividad antioxidante de los fenoles presentes en la semilla de desecho de
tejocote (Crataegus mexicana), con el propdsito de poder incorporar el extracto obtenido y usarlo

como antioxidante en un aceite comestible.

¢Y por qué extraer antioxidantes de la semilla de tejocote si ya existen antioxidantes sintéticos
como el BHT y el BHA? La respuesta es por una demanda de antioxidantes. Investigaciones en
animales sefialan que los antioxidantes artificiales a altas dosis presentaron efectos perjudiciales a
la salud, es por eso que actualmente se han llevado estudios para obtener fuentes de antioxidantes
naturales con el propoésito de obtener alternativas mas seguras y efectivas que puedan sustituir a

los antioxidantes sintéticos que se utilizan como conservadores de alimentos.



2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GENERAL

Extraer , cuantificar y evaluar la actividad antioxidante de los fenoles presentes en la semilla de
tejocote (Crataegus mexicana), con el proposito de poder incorporar el extracto obtenido a un

aceite comercial para su uso como antioxidante natural.
2.2 OBJETIVOS PARTICULARES

¢ Realizar una maceracion secuencial ocupando como disolventes: acetona, metanol y etanol
al 80%, para obtener compuestos fendlicos de la semilla de tejocote.

e Extraer de manera secuencial por la técnica de Soxhlet usando como disolventes: acetona
y metanol para obtener antioxidantes fendlicos de la semilla de tejocote.

e Optimizar la extraccién por sonicacion ocupando una mezcla metanol-agua al 80%
acidificando el medio a un pH de 3.5 realizando mediciones a los 16, 32, 64, 96 y 128
minutos.

e Cuantificar los polifenoles totales de los extractos obtenidos ocupando la técnica basada en
el reactivo de Folin-Ciocalteu.

e Determinar la actividad antioxidante de los extractos obtenidos por el ensayo de DPPH.

e Evaluar el extracto con mayor actividad antioxidante en la estabilizacion de aceite de
girasol extra-virgen, comparandolo con el BHT, midiendo los cambios de algunos

parametros de calidad del aceite: indice de acidez, indice de perdxidos e indice de yodo.

3. HIPOTESIS

El extracto del residuo de las semillas de tejocote puede ser una alternativa a los antioxidantes
artificiales si se logra determinar la presencia de compuestos fendlicos, comprobar su actividad

antioxidante y que estos sean capaces de retrasar la oxidacion en el aceite de girasol.



4. MARCO TEORICO
4.1 Los residuos

La palabra Residuo se aplica a los materiales que se generan en bajas cantidades al finalizar un
proceso, no obstante, se le pueden conferir algin interés para su utilizacién. En ocasiones suele
confundirse con desecho (figura 1), concepto que hace referencia a aquellos materiales que no
poseen atributos de interés, por lo que se consideran como basura y se les debe dar una disposicion
final” (Saval, 2012).

Pueden ser reutilizados.

Pueden tener un valor comercial.

R . d * Sus productos derivados poseen un valor
esiauo agregado.

Pueden ser utilizados en otro proceso

industrial.

Desecho

Figura 1. Diferencias entre Residuo y desecho.

Cuando los residuos no son reutilizados y se ponen en vertederos pierden propiedades importantes
convirtiéndose en desechos, por eso es importe depositarlos en plantas recicladoras o centros de
aprovechamiento (Casas, 2014).

Por ejemplo, antiguamente en la industria del queso el lactosuero se desechaba, mientras que en la
actualidad se han hecho varios esfuerzos para aprovecharlo, ya sea como saborizante, aditivo o
incluso como base para preparar bebidas frutales (DGCS, 2017).



Los residuos son actualmente un problema a nivel mundial y cada vez se producen en mayor
cantidad (Figura 2), algunos se eliminan de una manera errénea o simplemente se almacenan en
vertederos (Ki Lin, et al, 2014).

Figura 2. Vertedero de basura.

Entre los inconvenientes ambientales que pueden generar los residuos estan: su acumulacion
indiscriminada en el agua haciéndola inapropiada para el consumo humano, la transmisién directa
o0 indirecta de bacterias y parasitos y la inutilizacion de las tierras para su uso (Saez y Urdaneta,
2014). Otro problema importante de la basura, es la generacion de gases de efecto invernadero
durante su proceso de descomposicion, como el diéxido de carbono y el metano (Maqueda et al,
2005).

Los residuos no solo son un problema de tipo ambiental, sino social y econémico. La inadecuada
eliminacion de residuos sélidos en el desarrollo de una regidn o pais repercute en la calidad de vida
de sus pobladores, reduciendo su productividad y por ende su contribucion al desarrollo econémico

de la region (Saez y Urdaneta, 2014).

Estos problemas han creado la necesidad de innovacion industrial, siendo centro de atencion para

posibles mejoras en crecimiento economico, laboral y de competitividad. (Ki Lin, et al, 2014).



Por ejemplo, la Ciudad de México dispone de 4 infraestructuras de manejo de residuos: estaciones
de transferencia, plantas de seleccion, plantas compactadoras, plantas de compostas y de

disposicion final (Sedema, 2017).

Durante 2015, en las plantas de composta se recibio un total de 506,577 toneladas de residuos
organicos, con lo que se generaron 97,551.6 toneladas de composta (Sedema, 2017). A pesar de
esta medida, el aprovechamiento de los residuos organicos en comparacion con los inorganicos es
casi nulo, siendo del 1% y el 82.8% respectivamente (Sedema, 2017). Por lo que hay mucho trabajo

que hacer respecto a la gestion de residuos organicos en la CDMX.
4.1.2 Clasificacion de residuos

Con base al origen de los residuos, estos pueden ser clasificados como: industriales, agricolas,

sanitarios y sélidos urbanos. (Ki Lin, et al., 2013).

4.1.3 Residuos agroindustriales.
“La industria agricola y todas las industrias de transformacion que se derivan de ella generan
grandes cantidades de residuos agroindustriales. Estos se pueden definir como todos aquellos
materiales con contenido organico que se generan a partir de un proceso agricola, su procesamiento
0 su comercializacion” (Casas, 2014). Esto significa que los residuos agroindustriales son aquellos
que provienen de frutas y vegetales, productos lacteos, carne y derivados (Figura 3) (Mirabella, et
al., 2014).

Frutasy
vegetales

Residuos
agroindustriales

Carney
derivados

Figura 3. Clasificacién de residuos agroindustriales.



4.1.4 Residuos alimenticios.

Los residuos alimenticios son alimentos que en lugar de ser consumidos terminaron como residuos
(Figura 4). La produccién de residuos alimenticios cubre todo el ciclo de vida de los alimentos:
desde la cosecha, la fabricacion y transformacion industrial, asi como la venta al menudeo y el
hogar (Mirabella, et al., 2014).

Figura 4. Residuos alimenticios

4.1.4.1 Residuos alimenticios a nivel mundial

Los residuos alimenticios son la parte dominante de los residuos organicos, se estima que en el
mundo se producen 1.6 gigatoneladas al afio de estos residuos, generando gran preocupacion. Dada
la informacion anterior, es necesario implementar buenas estrategias para convertir estos residuos

en recursos Utiles (De Clercqa, et al., 2017).

Por otro lado, se puede observar en la piramide del manejo de residuos (Figura 5), que es
fundamental reducir al minimo los residuos, evitando que se conviertan en desechos (Neugebauer
y Solowiej 2017).
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Figura 5. Jerarquia de gestion de residuos

4.1.4.2 Residuos alimenticios como sustrato para generar compuestos de alto valor agregado.

Los residuos alimenticios han tenido como fin alimentacién animal, composta, incineracion y
vertederos (Ki Lin et al., 2013). Sin embargo, a los residuos alimenticios se les puede dar otro uso,
por ejemplo, se les puede utilizar como fuente de compuestos organicos. Muchos de ellos con alto
valor agregado como fibras dietéticas, pigmentos, pectinas, oligosacaridos, flavonoides,
carotenoides, compuestos fenolicos, tocoferoles y vitaminas (Casas, 2014). Estos compuestos de
alto valor agregado son aprovechados en la industria alimenticia. Al proceso de utilizar un residuo
con una finalidad atil para sustituir a otros materiales se le denomina valorizacion (comision

europea, 2017)

4.1.4.3 Residuos de frutas y vegetales como fuente o sustrato de compuestos de valor.

Las industrias alimentarias producen gran cantidad de residuos de frutas y vegetales, entre los mas
relevantes se encuentran: los residuos por manzanas, granos, frutos citricos, papas, tomates, frutas
tropicales, aceitunas, entre otros. Algunos de los compuestos de alto valor que se han podido
recuperar son: alimento para ganado, herbicidas, pesticidas, celulosa, aditivos, antioxidantes,

antimicrobianos, alimentos funcionales, compuestos bioactivos, pectinas, fibra, flavonoides,



polifenoles, fenoles, fitoquimicos, carotenos, licopenos, carotenoides, azlcares, &cido lactico
(Mirabella et al., 2014).

4.2 Antioxidantes.

Los antioxidantes (figura 5) son definidos biolégicamente como compuestos o sistemas que pueden
interactuar con radicales libres, evitando una reaccion en cadena que puede provocar dafios a
moléculas vitales de un organismo (Orian y Escriche, 2015). Por ejemplo, los antioxidantes ayudan
a prevenir el riesgo de enfermedades degenerativas originadas por el estrés oxidativo (Shaidi,
2015). Por otro lado, los antioxidantes pueden definirse por su uso como aditivos, los cuales
retrasan, controlan o inhiben la oxidacion de un alimento, previniendo su deterioro (Shaidi, 2015).
Quimicamente, los antioxidantes abarcan una amplia categoria de moléculas (Sumaya et al., 2010),
que pueden llevar al cabo su actividad por diversos mecanismos, algunos de ellos son (Orian y
Escriche 2015):

1) Secuentrando especies que inician la peroxidacion

2) Quelando iones metalicos para que no sean capaces de generar especies reactivas o
descomponer perdxidos.

3) Extinguiendo el superoxido previniendo la formacion de perdxidos.

4) Eliminar el estado excitado del oxigeno singulete previniendo la formacion de peréxidos.

5) Rompiendo la cadena de reaccién de autoxidacion.

6) Reduciendo concentraciones localizadas de oxigeno.

La efectividad de la actividad antioxidante de estos compuestos depende de sus caracteristicas
quimicas y la ubicacion dentro del alimento (cercania a los fosfolipidos de la membrana, interface
de emulsion o en las fases acuosas). Algunos antioxidantes (flavonoides, acidos fendlicos, taninos,
vitamina C, vitamina E) tienen diversas propiedades bioldgicas, tales como anti-inflamatorias, anti-
cancerigenas, anti-ateroescleréticas, reducir la incidencia de enfermedades coronarias y contribuir
al mantenimiento de salud del intestino por la modulacién del balance de la microbiota intestinal
(Orian y Escriche 2015).
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Figura 6. Antioxidantes con diferente tipo de mecanismo de actividad antioxidante. EI EDTA,

acttia como quelante mientras que la Vitamina C secuestra especies que inician la peroxidacion.
4.2.1 Clasificacion de antioxidantes

Los antioxidantes se pueden clasificar por su mecanismo de accién, como primarios y secundarios

0 bien por su origen, en artificiales y naturales.
4.2.1.1 Antioxidantes primarios y secundarios.

Los antioxidantes primarios son aquellos que neutralizan radicales libres via mecanismo donacion
de atomos de hidrogeno o por simple transferencia de electron (Figura 7). Mientras que los
antioxidantes secundarios son aquellos que neutralizan pro-oxidantes (compuestos que no son
radicales libres, pero pueden inducir la oxidacion). Estos ultimos incluyen agentes quelantes de
iones metalicos pro-oxidantes (hierro y cobre), entre los mas comunes tenemos al EDTA, el &cido
citrico y betacarotenos (Shahidi, 2015).

OH
HO o O
O OH

on ) N e G
OH

Catequina B-caroteno

Figura 7. Ejemplo de un antioxidante primario (izquierda) y un antioxidante secundario (derecha)



4.2.1.2 Antioxidantes artificiales.

Los antioxidantes artificiales generalmente son compuestos que consisten de un anillo fendlico y
una o mas sustituciones de grupos alquilo. Actualmente el hidroxianisol butilado (BHA),
hidroxitolueno butilado (BHT), propil galato y tert-butilhidroquinona (TBHQ) son usados en la
industria alimentaria (Shaidi y Chandrasekara, 2015; Badui, 2006). Estos antioxidantes son
donadores de radicales hidrogeno a radicales lipidicos e hidroperdxidos, produciendo otros
radicales (Badui, 2006), que son estabilizados mediante resonancia (figura 8) lo que ocasiona que

la reaccion de oxidacién de los acidos grasos sea mas lenta (Wiley y Sons, 2003).

§) 0 0 0
a b c
Figura 8. Deslocalizacion electronica en el radical fendlico. (Wiley y Sons, 2003)

La rapidez con la cual los fenoles desprenden su hidrogeno depende en gran parte de los
sustituyentes en las posiciones orto y para de la molécula fendlica por ejemplo: la estabilizacion
del radical fenil mediante grupos alquilo se realiza por efectos inductivos e hiperconjugativos
mientras que los heteroatomos (figura 9) lo hacen por efecto conjugativo (Wiley y Sons, 2003).

_q G
G= grupo donador de electrones

Figura 9. Estabilizacion del radical arilo por efecto conjugativo de un heteroatomos. (Wiley y
Sons, 2003)



e BHA (hidroxianisol butilado)

El BHA es un antioxidante monofenolico. Comercialmente esta disponible como una mezcla
de dos isémeros (figura 10), 3-tert-butil-4-hidroxianisol (90%) y 2-tert-butil-4-hidroxianisol
(10%). EI BHA es muy soluble en grasas y aceites e insoluble en agua. Previene el deterioro
del sabor, olor y color de los aceites esenciales. Particularmente efectivo en el control de la

oxidacion acidos grasos de cadena corta.

El BHA es usado en alimentos horneados Y fritos al igual que en cereales secos, productos de
papa y bebidas. EI Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios
(JECFA) reporta que la ingesta diaria aceptable (ADI) de BHA es de 0 a 0.5 mg/Kg (Shahidi
y Ambigaipalan, 2015).

~

OH (0]

3-tert-butil-4-hidroxianisol 2-tert-butil-4-hidroxianisol

Figura 10. Mezcla de compuestos que conforman al BHA.
e BHT (hidroxitolueno butilado)

El BHT también es un antioxidante monofenolico (figura 11), comparado con el BHA no es tan
efectivo debido a que el BHT contiene dos grupos tert-butil los cuales proporcionan impedimento
estérico a la molécula. EI BHT es soluble en grasas y aceites e insoluble en agua. Es mas efectivo

inhibiendo grasas animales que vegetales (Shahidi y Ambigaipalan, 2015).
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BHT TBHQ

Figura 11. Ejemplo de antioxidantes artificiales

e TBHQ (tert-butilhidroquinona)

El TBHQ es un conservador altamente efectivo para vegetales insaturados, muchas grasas
comestibles de origen animal y productos carnicos. No causa decoloracién incluso en presencia
de hierro, no cambia el color, olor y sabor de la materia a la cudl es adicionado. EI TBHQ se
sintetiza mediante la desmetilacién del BHA. Los dos grupos p-hidroxilo son responsables de
la actividad antioxidante (figura 11). EI TBHQ reacciona con radicales peroxilo para formar

una, semiquinona (Shahidi y Ambigaipalan, 2015).

4.2.1.3 El problema de los antioxidantes artificiales

Comunmente se utilizan antioxidantes artificiales para preservar los alimentos, sin embargo, el uso
de éstos ha sido asociado con efectos toxicos y algunas investigaciones dan evidencia de que estos

compuestos pudieran ser precursores de cancer (Caleja et al.,2017).



El BHA puede ser referenciado como antioxidante, proantioxidante, un carcindgeno y
paraddjicamente anticancerigeno. A pesar de ello no hay ain pruebas firmes de ser carcindgeno en
humanos (Shahidi y Ambigaipala, 2015).

Respecto al BHT, se reporta que en altas dosis puede causar hemorragias internas y externas
suficientemente graves como para causar la muerte a ratones y cobayas. Este efecto es debido a la
capacidad del BHT para reducir los niveles de la vitamina K, relacionada con la coagulacién

sanguinea (Shahidi y Ambigaipala, 2015).

Igualmente, el TBHQ, a dosis altas, tiene algunos efectos negativos a la salud en animales de
laboratorio, tales como: precursor de tumores de estomago y dafios en el DNA. La posible toxicidad
de los antioxidantes artificiales ha llevado a realizar investigaciones con el objetivo de encontrar

antioxidantes que se obtengan de productos naturales (Shahidi y Ambigaipala, 2015).

4.2.1.4 Antioxidantes naturales

Los antioxidantes naturales son producidos en células vivientes para mantener un delicado balance
de oxidacion-reduccién en los procesos de metabolismo de nutrientes y funciéon inmune. Los
antioxidantes pueden reaccionar sobre el estrés oxidativo con especies radicales y no radicales,

para iniciar los mecanismos de defensa de los componentes intracelulares y extracelulares.

El reino vegetal es el més abundante recurso de antioxidantes. En este se encuentran las frutas y

los vegetales los mas representativos como fuente de antioxidantes en la dieta humana.

Algunos minerales y vitaminas que funcionan como cofactores de enzimas antioxidantes, también
son considerados como antioxidantes naturales. Asimismo, se pueden encontrar péptidos cortos
multifuncionales capaces de neutralizar radicales libres y quelar iones metalicos pro-oxidantes.
(Jiang y Xiong, 2016).

Las principales clases de compuestos naturales con actividad antioxidantes son: vitaminas
(vitamina C y vitamina E), carotenoides (carotenos y xantofilas) y polifenoles (flavonoides, &cidos
fenolicos, lignanos y estilbenos) (Orian y Escriche, 2015; Shahidi y Ambigaipalan, 2015).



¢ Polifenoles.

Los polifenoles son una clase de antioxidantes naturales. Estan clasificados como antioxidantes
primarios, estos compuestos reducen la formacion de productos volatiles de descomposicion

(aldehidos y cetonas) que causan rancidez (Shahidi y Ambigaipalan, 2015).

Los compuestos polifendlicos se encuentran distribuidos en todo el reino vegetal, estan ubicados
en toda la planta, que al ser consumidos por el humano los convierte en una parte integral de su
dieta (Orian, 2015).

Maés de 8000 estructuras polifendlicas han sido reportadas. El rango de polifenoles va desde
moléculas de bajo peso molecular, compuestos de un sélo anillo aromatico hasta grandes complejos
taninos. Son sintetizados por mecanismos formadores de metabolitos secundarios como las vias
del &cido shikimico, policétido y mevalonato. Los principales grupos de polifenoles son los
flavonoides, acidos fendlicos, alcoholes fendlicos, estilbenos y lignanos (Orian, 2015).

El potencial antioxidante de los compuestos polifendlicos depende del nimero y arreglo de los
grupos hidroxilo en la molécula de interés. Los antioxidantes fendlicos pueden donar &tomos de
hidrogeno a radicales lipidicos y producir derivados lipidicos y radicales antioxidantes (reaccion
1), los cuales son méas estables y menos reactivos para promover la autoxidacién. Los radicales
libres antioxidantes pueden interferir con las reacciones de propagacion en cadena (reaccion 2 y 3)
(Shahidi y Ambigaipalan, 2015).

R*/RO*/ROO™+ AH - A" + RH/ROH/ROOH 1)
R/ROO*+ A" » ROA/ROOA ()
ROO*+ RH —» ROOH+ R” (3)

Los efectos de la concentracion del antioxidante en la rapidez de auto-oxidacion, depende de
factores como la estructura de los antioxidantes, condiciones oxidantes y la naturaleza de la

muestra.

Los antioxidantes fendlicos son mas efectivos durante el periodo de reacciones de radicales libres
en la etapa de iniciacién, adicionandolos a cualquier aceite que no se ha deteriorado en gran medida.

Sin embargo, ellos son inefectivos en retardar la descomposicion de lipidos ya deteriorados. Por lo



tanto para desarrollar su mayor potencial deberan ser adicionados tan pronto como sea posible,
logrando la méxima proteccion contra la oxidacion del producto. A menudo los antioxidantes
polifendlicos pierden su actividad en altas concentraciones y se comportan como prooxidantes
debido a su participacion en las reacciones de iniciacion de oxidacion. (Shahidi y Ambigaipalan,
2015).

¢ Flavonoides.

Los flavonoides son difenilpropanos ciclados (figura 12). En general, todos los flavonoides son
derivados del 2-fenilcromano compuesto de tres anillos fenolicos, los cuales exhiben varios niveles

de hidroxilacion y metoxilacion (Shahidi y Ambigaipalan, 2015).

Algunas fuentes donde se han encontrado flavonoides son: miel, jugo de naranja, vino, cebolla,
cascara de criticos, limén, bayas y soja. Pueden ser divididos en algunas subclases de las cuales
las mas representativas son: flavonas, flavanonas, flavonoles, flavanonoles, antocianinas e

isoflavonas. Muchos de los flavonoides son pigmentos de plantas (Orian, 2015).

OH

Figura 12. Estructura de flavan-3-ol.



e Alcoholes fenolicos

Entre los alcoholes fendlicos naturales mas importantes se encuentran el (3,4-dihidroxifenil)-
etanol,  (p-hydroxifenil)-etanol y  (3,4-dihidrofenil)-etanol-glucésido  (figura  13).

Los primeros dos se han encontrado en el aceite de oliva (Orian, 2015).

HO

OH

(p-hydroxifenil)-etanol

OH

OH

(3,4-dihidrofenil)-etanol-glucosido

Figura 13. Estructuras de algunos alcoholes fendlicos.

e Acidos fenolicos.

Los acidos fenolicos se caracterizan por poseer en su estructura quimica el anillo aromatico, el
grupo hidroxilo y una parte con el grupo funcional carbonilo (Castafieda, 2011). Los acidos
fendlicos pueden dividirse en dos categorias dependiendo de su estructura: derivados del acido
benzoico y derivados del &cido cindmico. Estos compuestos consisten de un anillo de benceno
enlazado a un grupo carboxilico (acido benzoico) o a un acido propenoico (acido cinamico). Los
acidos hidroxibenzoicos méas importantes incluyen los &cidos: galico, p-hidroxi-benzoico,

protocatéquico, vainillinico y siringico (Figura 14). Los acidos hidroxicinamicos son: cafeico,



feralico, p-cumaérico y sinépico. Entre las fuentes de &cidos fenolicos estan los granos de centeno,
las especies (como el oregano y el romero) y la mostaza (Orian y Escriche, 2015).

O (0]
O
HO o HO
X OH ~ OH OH
HO HO HO
Acido cafeico Acido vainillinico Acido protocatéquico

Figura 14. Ejemplos de acidos fendlicos.

e Taninos

Los taninos son metabolitos de plantas y se caracterizan por ser complejos polifenolicos (Haslam,
2007). Los taninos condensados son oligdbmeros y polimeros de flavonoides, especificamente
flavan-3-ol, mientras que los taninos hidrolizables son polimeros de acido galico glicosilado
(Figura 15). Se han encontrado principalmente en frutas, especialmente en bayas, cocoa y algunas

bebidas como vino, cerveza y té (Shahidi y Ambigaipalan, 2015).

La designacion de taninos hidrolizables se debe al hecho de que estos compuestos pueden
reaccionar con el agua, mediante el tratamiento con acido diluido, liberando &cido galico y/ o &cido
elagico mientras que al tratar a los “taninos condensados” con el acido no presentan esta reaccion
(Ky, 2016).
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Figura 15. Estructuras quimicas de taninos (Shahidi y Ambigaipalan, 2015)



o Estilbenos.

Los estilbenos son compuestos fenolicos, cuya estructura contiene dos anillos aromaticos ligados
por un enlace de eteno (figura 16). Existen en forma de mondmeros (resveratrol, oxiresveratrol) y
oligdmeros formados por unidades de estilbenos (Orian y Escriche, 2015). La principal fuente de
estilbeno en la dieta es el vino rojo y los cacahuates por su contenido de resveratrol, también se
puede encontrar en menor cantidad en pistachos, bayas, col roja y espinacas (Shahidi y
Ambigaipalan, 2015).

HO OH
OH
HO l N O "o X
OH OH
Resveratrol. Oxiresveratrol

Figura 16. Ejemplos de estilbenos.

e Lignanos

Son un grupo de compuestos fendlicos presentes en altas concentraciones en semillas, raices,
hojas, frutas y partes lefiosas de plantas vasculares. Los lignanos son estructuras construidas por
uniones C6-C3 (un esqueleto de propilbenceno) derivados de unidades de cinamilo (figura 17)

(Orian y Escriche 2015).
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Figura 17. Ejemplos de lignanos.

4.3 METODOS DE EXTRACCION DE ANTIOXIDANTES.

Hay muchos métodos para extraer antioxidantes y concretamente polifenoles, desde los
convencionales, como maceracion y Soxhlet, hasta nuevas tecnologias emergentes como:
extraccion por fluidos supercriticos, extraccion asistida por microondas y extraccion por
ultrasonido. Estas tecnologias tratan de mejorar los rendimientos, el tiempo de extraccion, eliminar
o0 reducir la cantidad de disolvente y en general, ser amigables con el medio ambiente (Orian y
Escriche, 2015).



4.3.1 Métodos convencionales de extraccion

e Extraccion con disolventes mediante maceracion.

La maceracion a pesar de su antiguedad aun es practicada como una técnica simple y econdémica
de extraccion (Galloa, et al., 2016; Orian y Escriche, 2015). Sin embargo, cuenta con algunas
limitaciones, como el alto consumo de disolvente y largos tiempos de extraccion (Da Porto et al.,
2013).

El mecanismo de operacion requiere que el material se fragmente en particulas pequefas,
posteriormente, el material fragmentado se coloca en un contenedor cerrado con solvente adecuado
y agitacion en un periodo de 1 a 2 semanas. El proceso puede ser repetido una o dos veces con
disolvente nuevo. Finalmente los residuos solidos del extracto pueden ser prensados o
centrifugados para recuperar grandes cantidades de soluciones absorbidas (Upadhyay et al., 2015).
El rendimiento y la velocidad de extraccion pueden incrementarse con el aumento de la temperatura

del sistema y /o aumentar la agitacion. (Galloa et al., 2016).

e Extraccion con disolventes mediante Soxhlet.

Es un método semicontinuo de extraccion que utiliza un disolvente organico, considerado como
referencia para evaluar el rendimiento de métodos de extraccion modernos (emergentes). El
disolvente es calentado hasta su ebullicién y se condensa en forma de gotas sobre la muestra sélida.
Este disolvente es nuevamente volatilizado y condensado por un cierto periodo de tiempo (Nielsen,
2010).

Si los compuestos deseables al ser extraidos tienen solubilidad limitada en el disolvente de eleccién
y las impurezas indeseables son insolubles en ese disolvente, entonces la extraccion mediante
soxhlet es generalmente requerida. Algunas de sus limitaciones son: no hay agitacion, existe la
posibilidad que ocurra la descomposicion de los compuestos de interés por calor y los largos

procesos de extraccion (Upadhyay et al., 2015).



4.3.2 METODOS EMERGENTES DE EXTRACCION

e Extraccion con fluidos supercriticos

La extraccion con fluidos supercriticos (SCF) es una técnica rapida (10-60 min), selectiva, no
requiere limpieza adicional y puede llevarse a cabo con pequefias cantidades de muestra. Un fluido
supercritico se forma al llevar a una sustancia por encima de su punto critico al modificar presion

y temperatura (Ciani, et al, 2002). Algunas de sus caracteristicas son:

e Gran poder extractor en solidos.
e Pueden separarse totalmente de forma sencilla de los extractos, al modificar su presion o

temperatura.

El CO, es uno de los més utilizados, no es toxico, no es flamable, y requiere una adicién minima
de solvente (5-10mL). (Orian y Escriche, 2015).

e Extraccion asistida con microondas

El principio basico del método es el uso de microondas que se propagan a través del medio
generando energia que al ser absorbida se convierte en energia calorifica. Esta energia lleva a un
sobrecalentamiento interno del material de extraccion, lo que provoca la destruccion de la célula

liberando los componentes de interés (Upadhyay et al., 2015).
e Extraccion por Ultrasonido.

La extraccion por sonicacion es inducida principalmente por la “cavitacion acustica”, nombre que
se la da al fendmeno de creacidn, expansion y colapso implosivo de microburbujas en liquidos
irradiados con ultrasonido. Los cambios de temperatura y presion producto de estas implosiones
causan la ruptura de la corteza y adelgazamiento de membranas celulares, produciendo la
destruccion de la célula, dando como resultado el mejoramiento de la extraccion de los compuestos
de interés (Tiwari, 2015).

El proceso de extraccion por ultrasonido puede beneficiar el proceso de remocion con respecto al

incremento de rendimiento, mejorando la velocidad del proceso, ademas que ofrece la oportunidad



de usar disolventes alternativos como los de clasificacion tipo “GRAS” (Generally Recognized as
Safe) permitiendo la extraccién de componentes termosensibles (Tiwari, 2015).

e Extraccion asistida por enzimas.

Este método esta ganando importancia por la necesidad de tecnologias de extraccion amigables
con el medio ambiente. Las enzimas pueden catalizar la degradacion de las paredes celulares
vegetales, favoreciendo la liberacion de los componentes contenidos dentro de las células (Orian y
Escriche, 2015).

4.3.3 Factores que afectan la eficiencia de extraccion de antioxidantes.

Durante el almacenamiento de la muestra rica en antioxidantes debe evitarse su exposicion al calor,
la luz y oxigeno ya que puede afectar la composicion de los polifenoles. El secado y enfriamiento
de la muestra son buenos métodos para la conservacion de la mayoria de los polifenoles y su

composicion (Galili y Hovav 2014).

La eleccion del disolvente (Méndez et al., 2013) o el uso de mezcla de disolventes (por lo regular

mezclas acuosas) puede aumentar la cantidad de polifenoles extraidos (Mraihi, et al., 2013). La
acidificacion del medio puede facilitar la extraccion de polifenoles ya que facilita la ruptura de
membranas celulares (Orian y Escriche 2015). Una relacion alta sélido:disolvente incrementa el
total de sélido extraido. Muchos protocolos de extraccion usan relaciones solvente- sélido de 10 a
30. Las relaciones mas bajas pueden causar problemas de saturacion, mientras que las relaciones
mas altas pueden requerir una etapa de concentracion de soluto por evaporacion del disolvente
(Galili y Hovav 2014).

Es importante tomar en cuenta el numero de extracciones, utilizando mas pasos se favorece una
mayor interaccion entre la materia y disolvente aumentando el rendimiento de extraccion (Galili y
Hovav 2014). En cuanto a la duracion de la extraccion se prefiere emplear un tiempo en el cuél se
logra la extraccion de la mayor cantidad de polifenoles sin llegar a producir oxidacion significativa
(Dai y Mumper, 2010).



Es importante mencionar que existe una correlacion positiva entre el aumento de temperatura y el
rendimiento de la extraccion, sin embargo, a una temperatura mayor a los 100°C puede causar la

degradacion los compuestos polifendlicos (Mukhopadhyay et al., 2006).

4.4 METODOS PARA LA DETERMINACION DE POLIFENOLES Y SU ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE.

4.4.1 Cuantificacion de polifenoles.

La cantidad de polifenoles puede ser cuantificada por métodos colorimétricos con el reactivo de
Folin-Ciocalteu. Este reactivo es formado por una mezcla de acido fosfowolframico (Hz3PW12040)
y acido fosfomolibdico (HsPMo012040), los cuales después de oxidar a los polifenoles y son
reducidos a oxidos azules de tugsteno (Ws0O-3) y molibdeno (M0gO23). Esta reaccion ocurre bajo

condiciones alcalinas, para lograr esta condicion, se ocupa carbonato de sodio (Galili, 2014).

El resultado de la coloracion azul, se tiene un méximo de absorcion en la region de 760 nm, y es
proporcional a la cantidad total de compuestos polifendlicos presentes, esta cantidad es
comunmente expresada como equivalentes de acido galico o catequina. El rango de linearidad de
la curva de calibracion es de 50-100 pg/ml (r = 0.99) (Galili, 2014).

Existen técnicas donde se miden los polifenoles de interes como flavonoides y antocianinas
mediante metodos analiticos tales como HPLC (cromatografia liquida de alta eficacia) y
GC (cromatografia de gases). Los polifenoles son cuantificados por comparacién con cantidades

conocidas de estandares internos (Galili, 2014).
4.4.2 Cuantificacion de actividad antioxidante.

La actividad antioxidante dentro de los organismos es muy importante ya que los protege contra
efectos potencialmente dafiinos derivados del oxigeno reactivo, y especies de nitrégeno (ROS y
RNS respectivamente). Los principales méetodos para medir actividad antioxidante son: Capacidad
de reduccidn feérrica del plasma (FRAP, Ferric reducing ability of plasma), Capacidad de absorcion
de radicales de oxigeno (ORAC en inglés: oxygen radical absorbance capacity) y captacion del
radical 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH) (Galili, 2014).



4.4.2.1 Captacion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH)

La prueba de captacion del radical DPPH esté entre los métodos mas frecuentemente utilizados y
ofrece la primera aproximacion para evaluar actividad antioxidante. EI DPPH es un radical
cromogeno estable y con un intenso color purpura. El ensayo de captacion de DPPH esta basado
en la donacion de un electron de los antioxidantes para neutralizar el radical DPPH (figura 18). La
reaccion es acompafiada de un cambio de color del DPPH que puede ser medido a una longitud de
onda de 517nm vy la decoloracién es un indicador de la eficiencia del antioxidante. La actividad
antioxidante medida por este método se reporta como ICso que se define como la concentracion
efectiva del antioxidante necesaria para reducir la concentracion inicial de DPPH al 50%. El ensayo
de DPPH es una técnica simple y requiere Unicamente un espectrometro UV o un espectrometro
EPR (por sus siglas en inglés electron paramagnetic resonance). Sin embargo, la captacion del
radical DPPH no es similar al mecanismo de captacion de radicales en alimentos reales o sistemas

bioldgicos de verdad por la falta de oxigeno radical en la prueba (Shahidi y Zhong, 2015).
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Figura (18). Reaccion entre antioxidante un amntioxidante y el reactivo de DPPH.
(Mohammadpour, et al., 2012).



4.5 DETERIORO DE ACEITES Y EL PAPEL CONSERVADOR DE LOS
ANTIOXIDANTES.

4.5.1 Oxidacion de lipidos y los alimentos.

La oxidacion de lipidos es una de las mayores causas del deterioro de la calidad de los alimentos,
provocando la generacion de malos olores, sabores y colores, disminucion de la vida de anaquel,
cambios en textura y la reduccion del valor nutrimental del alimento. Numerosos métodos han sido
desarrollados para controlar la velocidad y extension de la oxidacion en alimentos, pero la adicién
de antioxidantes es la méas efectiva. Los antioxidantes son indispensables como un grupo de
aditivos que extienden la vida de anaquel sin efectos adversos, modificaciones sensoriales o calidad
nutricional (Shahidi y Ambigaipalan, 2015).

Una de las principales rutas de degradacion lipidica es la autoxidacion. El proceso de autoxidacion
de lipidos poliinsaturados en alimentos involucra una reaccion en cadena de radicales libres que
generalmente es iniciada por exposicion a la luz, calor, radiacion ionizante, ibnes metéalicos, o
catélisis de metaloproteinas. La enzima lipoxigenasa puede también iniciar la oxidacion. La clésica
ruta de autoxidacion incluye reacciones de iniciacion (produccion de radicales libres), propagacion

y terminacién (produccion de especies no radicales) (Shahidi y Ambigaipalan, 2015).

En la etapa de iniciacion se producen los radicales libres a partir de compuestos no radicales. Los
fotones reaccionan en los hidrégenos en las posiciones alilicas ya que estos estan activados por la
influencia de los dobles enlaces adyacentes, permitiendo la estabilizacion de los radicales (Re) por
deslocalizacion electronica (Carey, 2006; Badui, 2006).

En la etapa de propagacion se forman radicales a partir de otros radicales. EI oxigeno triplete puede
reaccionar con los radicales alquilo y después sustraer un hidrdégeno de otra molécula de acido
graso insaturado (figura 21), formando un hidroperoxido y un nuevo radical alquilo (Lupano,
2013).

En las reacciones de terminacion se producen compuestos no radicales a partir de radicales, tal

como se muestra en la figura (19).



Iniciacion RH — R +H Radical libre

Propagacion R. +0, —_— ROO Radical hidroperoxido
ROO™  + RH —» R +ROOH Hidroperéxido
Terminacién R' + R. — RR Compuestos muy estables
R +ROO —  ROOR
ROO. + ROO. —_ ROOR + O,
RO + R’ —  ROR
2RO +2R0O0° —+  2ROR + O,

RH: Acido graso insaturado

Figura 19. Mecanismo de oxidacion de lipidos.

La reaccién de autoxidacion requiere de una energia de activacion de 20-30 Kcal/mol, aunque esta
energia es baja, necesita de catalizadores. La descripcion de orbitales moleculares del 0, implica
la existencia de un doble enlace; sin embargo, los dos electrones de mayor contenido energético
ocupan distintos orbitales w de antienlace con espines paralelos; como resultado de ello, la molécula
es paramagnética (Figura 20). Cuando el oxigeno se excita los spines son diferentes y hay una
repulsion, este tipo de oxigeno se denomina oxigeno singulete (Laing, 1989). Este tipo de oxigeno

tiene mayor grado de electrofilia (figura 22) y puede reaccionar directamente con las
insaturaciones de los acidos grasos (Badui, 2006).
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Figura 20. Diagramas de orbital molecular del oxigeno.
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Figura 21. Formacion de hidroperdxidos del acido oleico por oxigeno triplete. En esta reaccion el

radical ataca al acido graso permitiendo la interaccion con el oxigeno.
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Figura 22. Formacion de hidroperoxidos del acido oleico por oxigeno singulete. En este caso el

oxigeno ataca directamente al &cido graso.



Los hidroperdxidos son los productos primarios de la oxidacion lipidica , pero a pesar de sus efectos
perjudiciales en la salud, no tienen efecto en el color, olor y sabor de los alimentos. Sin embargo,
estas moléculas inestables se descomponen rapidamente para formar numerosos productos, tales
como aldehidos, cetonas, alcoholes, hidrocarbonos entre otros; estos imparten colores, sabores y
olores desagradables a los alimentos que contienen grasas, aceites y lipidos (Shahidi y Zhong,
2015). Los compuestos fendlicos en bajas concentraciones, actlan como antioxidantes y

protectores de la rancidez oxidativa de los alimentos (Shahidi y Ambigaipalan, 2015).

4.5.2 Pruebas de la estabilidad oxidativa de un aceite

Las pruebas que se realizan a un aceite para saber el grado de deterioro estan basadas en los
cambios quimicos durante su almacenamiento. Tal como puede verse en la figura 23, conforme
pasa el tiempo los acidos grasos polinsaturados disminuyen debido a que son oxidadas sus
insaturaciones, generando hidroperdxidos. Estos hidroperdxidos incrementan conforme pasa el
tiempo, pero debido a que son inestables se degradan a compuestos volatiles los cuales imparten

sabores y olores desagradables a los aceites (Pignitter y Somoza, 2012).

A Consumo de oxigeno
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Acidos grasos poliinsaturados ; /' Terminacién
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Figura 23. Cambios quimicos en el almacenamiento de aceites comestibles.



Son varias las pruebas, tres de ellas serdn resefiadas a continuacién: indice de acidez, indice de

peroxidos e indice de yodo.

e Indice de acidez
Su fundamento se basa en la titulacion de los &cidos grasos libres con un alcali. Estos acidos grasos
son reflejo de la cantidad de acidos grasos hidrolizados de los triacilgliceroles (Nielsen 2010) que
se puede expresar como indice de acidez o porcentaje de acidos grasos. El porcentaje de acidos
grasos libres en la mayoria de grasas y aceites son calculados como acido oleico, sin embargo, en
aceites de coco son frecuentemente expresados como acido laurico, mientras que en aceite de palma

se calcula en términos de &cido palmitico (NMX-F-101-1987).

Reaccioén:

RCOOH + KOH—» RCOOK + H,0

e Indice de peréxidos.
Es definido como los miliequivalentes de peroxido de hidrégeno por kilogramo de grasa y se
determina la cantidad de peroxidos o grupos de hidroperdxidos por valoracion volumétrica. El
aceite se coloca en presencia de yoduro de potasio en exceso, este reacciona con los peroxidos
presentes produciendo yodo (Hamilton y Hamilton, 1992), el cual posteriormente es titulado con

tiosulfato de sodio estandarizado (Nielsen, 2010).

Reacciones:

ROOH + KI(exceso) —__, ROH + KOH +1,

I, + almidén + Na,5,03 —» Nal + almidén+ Na,S5,04

> [ a <



e Indice de yodo.

El indice de yodo es una medida del grado de insaturacion, definida como los gramos de iodo
absorbido por 100 gramos de muestra. En el ensayo, el aceite cuantificado es disuelto en un
disolvente, se pone a reaccionar con yodo en exceso u otro halégeno (como el ICI que tiene el
reactivo de Wijs), el cual reacciona con las dobles ligaduras carbono-carbono. Despueés, una
solucién de yoduro de potasio es adicionada para reducir el exceso de ICI a yodo libre (Hamilton
y Hamilton, 1992), este es valorado con tiosulfato de sodio y un indicador de almidén La cantidad
calculada de yodo que reaccion6 con los dobles enlaces es usada para calcular el indice de yodo
(Nielsen, 2010).

Reacciones:

ICl + RY —CH=CH—-R? —» R'—CHCIl— CHI — R?
ICl +KI —» KBr+ L,

12 + ZNa25203 —> ZNGLI-I- Na254_06

4.5.2 Estabilidad oxidativa de aceites por antioxidantes naturales.

Los antioxidantes naturales han aumentado recientemente su interés debido a la suposicion de que
ingredientes naturales son mejores y mas seguros que los sintéticos. Las fuentes de antioxidantes
naturales pueden ser: especias, hierbas, tés, aceites, semillas, cereales, cacao cascara, granos, frutas,

verduras, enzimas, proteinas.

Diversos estudios han demostrado su efectividad para inhibir la oxidacion de aceites comestibles.
Algunos de ellos se muestran en la tabla 1.



Tabla 1. Estabilidad de aceites comestibles con antioxidantes naturales (Aladedunye et al, 2014;

Yanishlieva y Marinova, 2001).

Aceite

Antioxidante natural

Temperatura de

Resultados

utilizado en aceite.

almacenamiento

Aceite de maiz | 2-acetil-1,8-dihidroxi-3-metil 60°C Incremento la estabilidad
naftaleno extraido de Rumex oxidativa 1.8 veces respecto al
japonicus Houtt al 0.02%. control.
Aceite de semilla | Extracto metanolico de avena 60°C Mostré mejor proteccién que el
de algodon. al 0.03%. TBHOQ.
Aceite de semilla Extracto de hexano de 63°C Incremento la estabilidad
de algodon. Origanum onites al 0.1%. oxidativa 1.4 veces respecto al
control.
Aceite de Romero 1% (materia vegetal 40°C Mostré 2.5 veces mejor
pescado molida) estabilidad oxidativa que el
BHT (0.03%).
Aceite de oliva Extracto metandlico de 63y 120°C Mostré mejor estabilidad
Rosemary 0.02% oxidativa que el BHA (0.02%)
Aceite de girasol Extracto de Crataegus 65°C Mostrd inhibir hasta 50% de

mordenensis con acetona,
agua y acido acético
(70%,29.5%,5%).
a 200 mg GAE / g de aceite.

hidroperdxidos.

4.6 LA SEMILLA DE TEJOCOTE COMO POSIBLE FUENTE DE ANTIOXIDANTES
NATURALES Crataegus.

Nativo de America del norte, Asia oriental, Asia central y Europa. Su uso terapéutico se remonta

a los afios de 1800 donde era ocupado en el tratamiento de enfermedades cardiovasculares.

Actualmente hay productos de Crateagus como tratamiento alternativo para la hipertension,

angina, arritmia y en la insuficiencia cardiaca congestiva (Edwards, 2012).

4.6.3 Compuestos quimicos encontrados en el género Crataegus.

Distintos compuestos se han descrito en el género Crataegus , algunos de ellos se muestran en la
figura 24 (Edwards, 2012).




Componentes quimicos encontrados en las hojas flores y
frutos del género Crataegus .
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Figura 24. Compuestos quimicos encontrados en el género Crataegus.

A partir de una fraccion de acetato de etilo se logré aislar algunos compuestos fendlicos que actan
como antioxidantes, en la pulpa de Crataegus pinnatifida (figura 25). Siendo la mas abundante la
catequina, algunos otros compuestos fendélicos se pueden observar en la tabla 2 (Zhang et al., 2001)

Tabla 2. Contenido de algunos compuestos polifendlicos presentes en Crataegus pinnafida

Compuesto fendlico Contenido
(mg/100 g de fruta seca)
Catequina 178.316.6
Acido clorogénico 64.942.0
Hiperoxido 24.6+1.1
Isoquercitrina 13.440.5
Acido protocatecu 3.240.1
Rutina 2.61+0.1
Quercentina 0.940.1
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Figura 25. Compuestos fendlicos identificados en Crataegus pinnatifida.

4.6.4 El tejocote mexicano (Crataegus mexicana).

En México se hace referencia a este género como tejocote (Garcia, 2013), palabra que proviene del
nahualt texdcolt de tetl que significa piedra y xécolt que significa fruta (Montemayor, 2007).

A pesar de que existen otras especies de crataegus en México como rosei, aurescens, tracyi,
baroussana, cuprina, gracillior, greggiana (Garcia 2013), crataegus mexicana es la mas
reconocida en el pais (Nufiez y Sanchez, 2010).

Cratageus mexicana es una especie muy apreciada desde la época prehispanica por la riqueza de
su fruto y la calidad de su madera (figura 26). En la Colonia se conservo su cultivo y paso6 a formar
parte de la fruticultura realizada en las huertas de las casas de campo de la Ciudad de México
(SAGARPA, 2016)



Figura 26. Arbol de Crataegus mexicana.

4.6.4.1 Clasificacion y descripcion botanica.

Crataegus pertenece a la familia Rosaceae y a la subfamilia Maloideae. Es un arbol espinoso de
hasta 10 m de altura. Las hojas son anchas en la parte media y en los extremos angostas, de color
verde oscuro en el haz y verde palido en el envés y borde dentado. Las flores son solitarias y
blancas. Sus frutos son amarillo-anaranjado como pequefias manzanas y las semillas son lisas y de
color café. crece en un clima templado, entre los 1000 y hasta los 3900 msnm (Biblioteca digital
de la medicina tradicional mexicana, 2009)

4.6.4.2 Produccion de tejocote en México.

Su cultivo es considerado de importancia econdmica menor (Franco, 2010). Los principales estados
que lo producen son Puebla, México, Jalisco, Chiapas, Ciudad de México y Zacatecas de los cuales
Puebla es lider en produccién, donde en el afio 2016 la produccion de tejocote alcanzo 4060
toneladas, de las 4274 toneladas producidas a nivel nacional. (SIAP, 2016). En este mismo estado,
en el municipio de Calpan, se celebra la feria del tejocote con el objetivo de difundir la importancia
de este, donde se reunen productores para ofrecer a los asistentes los mejores productos de sus
cosechas (MUNICIPIOS ,2013).



4.6.4.3 Usos del tejocote.

El fruto de tejocote se usa tradicionalmente en la decoracion de los altares de dia de muertos asi
como como ingrediente principalmente del ponche en la época navidefia, también es procesado
para elaborar jaleas, mermeladas, jarabes y dulces tradicionales (Nufiez y Sanchez, 2011). Por otro
lado, el fruto, la raiz y las hojas del tejocotero han sido empleadas en la medicina tradicional para
aliviar diversas enfermedades humanas, como los padecimientos del corazon y afecciones del
sistema respiratorio y urinario (Franco, 2010).

4.6.4.4 Propiedades nutricionales del tejocote

Es un fruto (figura 27) rico en vitaminas A y C, carotenos y sales minerales como hierro, fosforo y
calcio (Franco, 2010; Nufiez 2011). En el caso de la flor, se ha logrado la caracterizacion de
glucésidos de flavonoides que proporcionan actividad antioxidante (Garcia, 2012; Garcia 2013;
Méndez, 2013).

Figura 27. Fruto de tejocote.



5. METODOLOGIA.

Residuos de tejocote.
(Crataegus mexicana)

\
Separacion, limpieza y
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5.1. Material vegetal

Se parti6 de una muestra de 9 kilogramos de fruto de tejocote obtenido en el mercado La Merced,

lugar ubicado en el extremo oriente del centro histérico de la Ciudad de México.

5.2 Equipos y reactivos.

Equipos:
. Balanza analitica marca Scientech modelo SAT 20
. Lector de microplacas con dispensadores automaticos marca BioTek modelo Synergy
2
. Termobalanza marca Ohaus, modelo MB35
. Licuadora marca Oster, modelo 6640-13



. Parrillas eléctricas

. Rotavapor marca Buchi modelo R124
. Sonicador ultrasonic cleaner marca Sper Scientific modelo 100 004, Frecuencia 42
KHz, 60 W
. Vernier marca Pretul
Reactivos:
 Aceite de girasol . Etanol
. Acido 6-hidroxi-2,5,7,8- . Fenolftaleina
tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox)
. Hexano
. Acido acético o _
. Hidrdxido de potasio
. Acido clorhidrico
. Metanol
. Acido galico _ e
. Radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo
. Almidon para yodimetria (DPPH)
. Butilhidroxitolueno (BHT) . Reactivo de Folin-Ciocalteu
. Carbonato de sodio . Reactivo de Wijs
. Cloroformo . Tiosulfato de sodio
. Diclorometano . Yoduro de potasio

5.3 Limpieza y secado de la semilla de tejocote.

La semilla se separé manualmente del resto del fruto y se retiraron los residuos de pulpa lavando
con agua. Después de lo anterior, las semillas se colocaron sobre papel de estraza y se dejaron secar

a la sombra a temperatura por un lapso de 30 dias.



5.4 Caracterizacion fisica de las semillas.

Se tomd una muestra aleatoria de 30 semillas de tejocote (Crataegus mexicana). Empleando un
Vernier se midi6 grosor, ancho y altura de cada semilla, mientras que el peso se determind en una
balanza analitica. Ademas de las caracteristicas ya mencionadas, se determind la humedad a 5

gramos de semilla pulverizada empleando una termobalanza a 95 °C.

=4

Figura 28. Semilla de tejocote

5.5 Pretratamiento de la muestra.

Se trituraron las semillas de tejocote en una prensa de tortillas y se molieron en una licuadora hasta
obtener un polvo fino. Este polvo se sometié a un proceso de tamizado, obteniendo un tamafio de
particula de 0.84 mm, que equivale al nimero 20 del tamizador empleado (Tamizador marca Fisher
Scientific Co.).




5.6 Extraccion secuencial de los antioxidantes de la semilla de tejocote|
5.6.1 Extraccion por maceracion.

En un vidrio de reloj se pesaron 30 g de semilla de tejocote pulverizada y se colocaron en un matraz
bola de 1 L conteniendo 300mL del disolvente seleccionado, de modo que la relacion de sélido-
disolvente sea 1/10 (Zhang 2001), en este caso se empez0 por hexano. Se tap6 el matraz, se cubrid
con papel aluminio y se dejo reposar por 24 horas (Zhang 2001). Se repitié el mismo procedimiento

con la misma semilla dos veces méas pero con hexano nuevo.

Una vez terminadas las extracciones con hexano, la mezcla se filtro6 empleando papel Whatman del
namero 4 (Dolatkhani 2013). El liquido resultante fue secado con sulfato de sodio anhidro y se
destilé a presion reducida a una temperatura menor a 50°C en un evaporador rotatorio (Zhang
2001). El extracto se almacend en un frasco sellado y en refrigeracion (5°C) hasta su uso (Méndez
2013).

Una vez terminada la extraccion con hexano, al residuo solido resultante se le efectuaron las demas
extracciones, siguiendo el procedimiento anterior y empleando sucesivamente los disolventes:

acetona, metanol y etanol acuoso al 80% (Méndez 2013).
5.6.2 Extraccion por Soxhlet

Se pesaron por triplicado 10 g de semilla de tejocote seca y pulverizada y se colocaron por separado
en cartuchos de papel filtro. Se monté el equipo de Soxhlet y se colocaron los cartuchos dentro de
este (Ismail 2010, Porto 2013).




Se colocaron 300 mL del disolvente seleccionado en los matraces bola de 1 L, en este caso se
empez6 por hexano, se adaptaron los matraces al equipo de Soxhlet y se ajustd a la temperatura a

ebullicidn del disolvente, dejandose por espacio de 6 horas (Ismail 2010, Porto 2013).

Una vez terminadas las extracciones, la mezcla liquida se filtr6 empleando papel Whatman del
numero 4 (Dolatkhani 2013). El liquido fue secado y destilado a presion reducida a menos de 50°C
en un evaporador rotatorio (Zhang 2001). Se peso el extracto y se almacend en un frasco sellado a
5°C hasta su uso (Méndez 2013).

Después se prosiguio con las siguientes extracciones del solido resultante del proceso anterior,
empleando sucesivamente los disolventes acetona, metanol y etanol al 80%, siguiendo la misma
metodologia (Méndez 2013).

5.6.3 Extraccion empleando la técnica de ultrasonido

Para efectuar la extraccion mediante la técnica de ultrasonido se utilizé como disolvente una mezcla
de metanol acuoso al 80% acidificada a un pH de 3.5 (Hernandez, 2016). En 5 matraces Erlenmeyer
de 125 mL se pesaron 10g de semilla de tejocote pulverizada y desengrasada, después se agregaron
100 mL del disolvente mencionado. Estos matraces se colocaron en un bafio de ultrasonido (equipo
high powered ultrasonic clearner con de frecuencia 42,000Hz). Con el propoésito de saber el tiempo
optimo de extraccién, a cada matraz se le asignd un tiempo de extraccion diferente, 16,32, 64, 96
y 128 minutos. La temperatura fue controlada en un intervalo de 24-26 °C. Al finalizar el tiempo
de extraccion, cada uno de los extractos se filtrd a través de un papel Whatman del nimero 4. La
extraccion se efectud dos veces méas para cada uno de los tiempos, utilizando la misma muestra de

semilla molida y siguiendo el mismo procedimiento.

Finalmente, se evaporo el disolvente a presion reducida en un evaporador rotatorio, obteniendo un

extracto que fue almacenado en refrigeracion (5°C) hasta su uso (Méndez 2013).




5.7 Cuantificacion de fenoles totales.

Se prepar6 una disolucién de carbonato de sodio al 20% y una disolucion del reactivo de Folin-
Ciocalteu 1:10 v/v (se parti6 de la solucién concentrada 1N). Para preparar la curva de &cido gélico,
se pesd un aproximado de 12.5 mg de acido gélico, se disolvieron con 1 mL de etanol y se aforo
en un matraz de 25 mL con agua destilada. A partir de esta disolucion se tomaron alicuotas de 40,
80,120, 160, 200, 240, 280, 320,360, 400 y 440 pL y se aforaron a 1000 puL (ImL) con agua

destilada.

En una microplaca de 96 pozos se mezclaron las siguientes cantidades de sustancias: 25 pL de las
disoluciones de acido galico o extracto, 125 uL de H20 destilada, 20 pL de disolucion de
disolucion de Folin-Ciocalteu , 30 pL de Na2CO3 al 20%. También se preparo un blanco usando
150 pL de H20O destilada, 20 pL de disolucion de disolucion de Folin-Ciocalteu y 30 puL de
Na2CO3 al 20%. Se dejo reposar la mezcla de reaccion durante 30 minutos en la oscuridad.

Transcurrido dicho tiempo se tomo la lectura de absorbacia a 760 nm.

Figura 32. Lector de microplacas con dispensadores automaticos marca Blo Tek modelo
Synergy.

Para inyectar la muestra fue necesario haber hecho pruebas a priori para saber si la concentracion
de extracto inyectada era la correcta, se hizo el mismo procedimiento de inyectar en el pozo y se
dejo reposar por 15 minutos, la coloracion final fue azul claro, si es azul intenso indica que hay



muchos polifenoles y deben realizarse las diluciones correspondientes, pero si no hay una

coloracion azul quiere decir que hay muy pocos polifenoles y no podran ser cuantificados.

Figura 33. Microplaca con prueba de fenoles totales de un extracto metandlico de la semilla de
tejocote.

Una vez que fue seleccionada la dilucion del extracto (si la hubo), se prosiguio a preparar diluciones
de esta disolucién de 100, 200,300,400,500,600,700,800,900 y 1000uL y se aforé con agua
destilada a 1000puL. Se inyect6 igual que la curva patrén de acido galico y en la misma placa.

El resultado se expresa en mg de equivalente de acido galico /g de extracto (para abreviar se

usard mg de EAG/g de extracto).

5.8 Cuantificacion de actividad antioxidante con el radical 2,2-difenil-1-picrilhidracil

(DPPH).

Se prepararon 100 mL de una disoluciéon 0.499 mM DPPH (0.0197 g) en metanol al 80 % (es
importante saber que se disolvio previamente el DPPH con 1 mL de acetona), ésta fue la disolucion
stock de DPPH.

Se preparo la curva de calibracién de Trolox (6-hidroxy-2,5,7,8-tetramethylchomane-2-carboxylic

acid), primero se prepararon 50 mL de una disolucion 0.998 mM de Trolox (0.0125 g) usando



como disolvente metanol al 80 %, de esta disolucién se tomaron 50, 100, 150, 200, 300, 400, 500
pL y se aforé a 10 mL con metanol al 80 %.

En una microplaca de 96 pozos se colocaron 200 pL de las disoluciones de Trolox o extractos (200
pL). Se realiz6 un blanco con Metanol al 80% (250 uL) y un control donde se adicioné metanol al
80 % en lugar de la muestra o de la dilucion de la curva. A continuacion se adiciond, usando los
inyectores automaticos del equipo, 50 pL de la disolucion stock de DPPH con excepcién de los

pozos que contenian al blanco.

Para inyectar la muestra fue necesario haber hecho pruebas a priori para saber si la concentracion
del extracto inyectada era la correcta, se hizo el mismo procedimiento de inyectar en el pozo y se
dejo reposar por 15 minutos, la coloracion final fue rosa claro, si es muy amarilla indica que hay
gran actividad antioxidante y deben realizarse las diluciones correspondientes, pero si la coloracion
es muy violeta quiere decir que hay muy poca actividad y no podra ser cuantificada.

Figura 34. Microplaca con prueba de actividad antioxidante de un extracto acetdnico de la semilla

de tejocote

Una vez seleccionada la dilucion del extracto (si la hubo) se efectuaron diluciones partiendo de
esta disolucion, siendo de 100, 200,300,400,500,600,700,800,900 y 1000uL y se aford con agua
destilada a 1000uL. Se inyectd igual que la curva patron de acido galico y en la misma placa.



Para calcular el porcentaje de DPPH degradado se siguio ésta ecuacion:

Am—Ab
Ac—Ab

%DPPHpegradado = [1 - ] x 100

Donde:

Am, Ab y Ac representan las absorbancias de las diferentes concentraciones de la muestra, blanco
y control leidas a 517 nm después de 30 minutos de reaccion con el DPPH.

El valor de Clso se calculo a partir de la grafica % de DPPH degradado vs concentracion de la
muestra. La capacidad antioxidante se expresé6 como milimol equivalente de Trolox por gramo de

extracto, seguin sea el caso.

5.9 Evaluacion de la estabilidad oxidativa de un aceite comercial empleando extractos de

semilla de tejocote.
5.9.1 Preparacion del aceite con el extracto de semilla de tejocote.

Después de elegir el extracto de semilla de tejocote (Crataegus mexicana) que presenté mayor
actividad antioxidante, se mezcl6 el extracto de tejocote a 120 g de aceite de girasol a una
concentracion de 150 ppm (NMX-f-223-SCFI-2011). Después, este aceite se agité con una barra
magnética por 30 minutos y se dejo reposar 24 horas. A cada uno de 5 frascos ambar se vertieron
20 g de aceite. Lo mismo se hizo para el antioxidante aritificial (BHT) y se hizo un control sin
antioxidante para realizar la comparacion correspondiente. Todos los viales se colocaron en una
incubadora a 55.5 °C y se efectuaron monitoreos cada 7 dias de indice de yodo, acidez y de indice

de peroxidos, en total fueron 5 monitoreos.

5.9.2 Indice de acidez

A un gramo de muestra de aceite se le adicionaron 20 mL de etanol, tres gotas de fenolftaleina
como indicador, se calent6 la mezcla hasta llegar a 50°C y una vez alcanzada esta temperatura se
titulé con una solucién valorada de hidroxido de potasio 0.00788 N y agitacion vigorosa hasta

alcanzar una coloracion rosa palido que fuera estable por lo menos 30 segundos como se menciona



en la norma NMX-f-101-scfi-2006. Se registrd el volumen utilizado de la solucién valorada de
KOH y se titul6 una muestra blanco para estimar el indice de acidez usandose la siguiente ecuacion:

(V1 — V2)(Normalidad de KOH)(28.2 mg KOH)
(g de muestra)

indice de acidez =

Donde: V1 es el volumen de KOH gastado en la muestra, V2 es el volumen de KOH gastado en el
blanco. El indice de acidez se expresa en mg de KOH por gramo de aceite, usando como referencia
al acido oleico (Badui, 2006).

5.9.3 indice de yodo

En un matraz de 125 mL se pesaron 0.05 gramos de muestra aproximadamente, se cubrid con
papel aluminio, asegurandose de que no hubiera ningln paso de luz, después se adicionaron 5 mL
de diclorometano y 5 mL de reactivo de wijs, el matraz se tapd y se dejo reposar 30 minutos en la
obscuridad. Pasando el tiempo de reposo, se adicionaron 5 mL de yoduro de potasio al 10% y 50
mL de agua destilada previamente hervida y enfriada, para pasar a titular con una solucién valorada
de tiosulfato de sodio 0.104 N hasta alcanzar una coloracion amarilla paja. A continuacion se
agreg6 un militro de solucion de almidon al 1% como indicador y se continud la titulacién hasta
que la solucion quedd incolora como se indica en la norma NMX-F-152-scfi-2005. Se registro el
volumen de tiosulfato de sodio utilizado. Para determinar el valor de indice de yodo, también se

efectud la titulacion de un blanco.

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

(V2 — V1)(Normalidad del tiosulfato de sodio)(12.69)
(g de muestra)

Indice de yodo =
Donde: V2 es el volumen gastado en la titulacion del blanco y V1 es el volumen gastado para la
muestra.
5.9.4 indice de peroxidos.

Se pesaron 3 g de muestra en un matraz Erlenmeyer de 250 mL, se disolvio la muestra en 30 mL

de una solucion de acido acético con diclorometano (3:2). Se colocaron en la mezcla anterior 0.5



mL de una solucidn saturada de yoduro de potasio, después de un minuto de reposo se adicionaron
30 mL de agua destilada previamente hervida y enfriada. Se tituld la muestra con una solucién
valorada de tiosulfato de sodio 0.0511 N usando una solucion de almidén al 1% como indicador

(Rajkumar & Naragarajan, 2011).
La ecuacion utilizada para calcular el valor del indice de peroxidos es la siguiente:

(V1 — V2)(Normalidad del tiosulfato de sodio)(1000)
(g de muestra)

indice de peroxidos =
Donde: V1 es el volumen de tiosulfato de sodio ocupado para la muestra 'y V2 es el volumen que
se ocupo en el blanco. El resultado se expresa en meq de perdxido/kg de aceite.

Una vez terminadas las pruebas de estabilidad oxidativa durante el tiempo propuesto, se realiz6 un
andlisis estadistico de ANOVA para comparar si existe diferencia significativa entre el control,
extracto de tejocote y el antioxidante sintético (BHT).

6 RESULTADOS Y ANALISIS
6.1 Caracteristicas fisicas de la semilla de tejocote mexicano (Crataegus mexicana)

Las semillas de tejocote presentaron una coloracién marrén claro, de forma ovalada y lisas.
Después de haberlas sometido a un proceso de secado se determinaron sus dimensiones, peso

y su humedad (tabla 3).

Tabla 3. Caracterizacion de la semilla de tejocote.

Promedio 0.75 1.22 0.58 0.3050 6.04
Desviacién estandar. 0.12 0.10 0.06 0.0836 0.125

La semilla representd el 5.27% del peso total del tejocote. Mientras el peso promedio del tejocote

fue de 24.19 + 3.29q, el peso promedio de la semilla fue de 1.29 + 0.40 g.



6.2 Rendimientos obtenidos en la extracciéon de semilla de tejocote

La semilla de tejocote pulverizada se sometio a una extraccion con hexano, obteniéndose 7.66%
de aceite mediante la técnica de maceracion, mientras que el metodo de Soxhlet produjo 2.11%.

El polvo desengrasado de semilla de tejocote fue sometido a un proceso de extraccion de manera
secuencial, empleando las técnicas de maceracion, Soxhlet y sonicacion. Los rendimientos que se
obtuvieron en cada extraccion se presentan en la grafica 1. Como se puede observar, los extractos
obtenidos mediante la técnica de ultrasonido tienen los valores mas altos. Dentro de estos, los
realizados a 64, 96 y 128 minutos son los mas altos, obteniéndose valores similares, por lo que
extraer por esta técnica mas all4 de los 64 minutos resulta innecesario. El uso de disolventes
organicos acuosos puede facilitar las extracciones de compuestos polares por ser solubles en estos
disolventes (Orian y Escriche, 2015), tal como sucedid en el presente trabajo, donde las mezclas

acuosas de etanol y metanol tuvieron los rendimientos més altos (gréfica 1).

2.50

2.037 2.075 2.046

< 2.00 1.716 1.621
2 150 09710 1.2842
C .
% 1.00 0.8726 0.7175
'-g 0.50 0.3127 l
9]

16 minutos 32 minutos 64 minutos 96 128

minutos minutos

acetona metanol etanol 80% acetona metanol | Metanol- = Metanol = Metanol- | Metanol- | Metanol-
80% 80% 80% 80% 80%

Maceracion Maceracién Maceracion  Sohxlet Soxhlet | Sonicacién Sonicacidon Sonicacién Sonicacidn Sonicacion

Gréfica 1. Rendimientos de los extractos de la semilla de tejocote, empleando diferentes técnicas
y disolventes.




6. 3 Cuantificacién de polifenoles por el método de Folin-Ciocalteu.

Los compuestos fendlicos se encuentran entre los principales compuestos bioactivos en frutos de
tejocote y son los responsables de su caracter antioxidante (Liu, 2011). Se ha observado que las
semillas de las diferentes variedades de tejocote contienen también contiene este tipo de
compuestos. Considerando lo anterior, se determiné la cantidad de fenoles totales en los distintos
extractos, utilizando el método de Folin-Ciocalteu. En la tabla 4 se muestran los valores de la
prueba de polifenoles totales en los extractos de semilla de tejocote, junto con el andlisis estadistico

tukey.

Tabla 4. Valores de polifenoles totales presentes en los distintos extractos de semilla de tejocote

Técnica Fenoles totales
(mg de EAG/g de extracto)

Maceracion acetona 205.8+14.13b
Maceracion metanol 54.99+2.24?
Maceracion etanol acuoso 80% 58.42+5.79

n=8 Promedio % desviacion estandar.
Andlisis estadistico por tipo de técnica. Superindices ¢ significan diferencia significativa (p<0.5), donde a es el valor menor y d
es el mayor.

Es posible observar en la tabla 4 mencionada que la técnica que presentd el nimero més alto para
fenoles totales fue la de Soxhlet empleando metanol (2689.52+375.44 mg de EAG/g de extracto).
A diferencia de las otras técnicas, ésta utiliza el disolvente en ebullicion, por lo que el proceso
mejoro la extraccion de polifenoles (Galili 2014). Lo mismo ocurrié con acetona utilizando
Soxhlet, sin embargo este disolvente no fue tan eficiente como el metanol. De los extractos
obtenidos por maceracion se puede observar que el extracto con mayor cantidad de polifenoles
totales fue el acetonico (205.8+14.13 mg de EAG/g de extracto), pero aun esta por debajo de los
extractos obtenidos mediante Soxhlet. Debe recordarse que los extractos acetdnicos no sélo pueden



Polifenoles totales
(mg de EAG/ g de extracto)

arrastrar polifenoles, sino también carotenoides y otro tipo de antioxidantes (Orian y Escriche,

2015). Los extractos obtenidos mediante ultrasonido no tienen diferencia significativa entre ellos

y los de maceracion. Particularmente hablando de los extractos de ultrasonido podemos observar

que a los 32 minutos de extraccion hay mayor cantidad de polifenoles sin embargo no existe

diferencia significativa. Por lo que 16 minutos es suficiente para lograr la maxima cantidad de

polifenoles bajo estas condiciones (109.5+15.87 mg de EAG/g de extracto).

Comparando Crataegus (ver grafica 2), la especie mexicana tiene un valor mayor de polifenoles

totales que las especies monogyna y azarolus utilizando técnicas similares (Mraihi, et al,2013).
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Gréfica 2. Polifenoles totales en los extractos de tejocote mediante técnicas y disolventes

diferentes expresados en mg de EAG/g de extracto.



6.4 Evaluacion de la actividad antioxidante con el reactivo DPPH.

La prueba de DPPH esta basada en una reaccion de radicales libres y el valor que se reporta es el
ICso, definido como la concentracion necesaria del antioxidante para reducir la concentracion
inicial de DPPH al 50% (Shahidi y Zhong, 2015). Por lo que un I1Cso pequefio sefiala extractos con

gran actividad antioxidante.

En la tabla 5 se muestran los valores de 1Cso de los extractos de semilla de tejocote, junto con el
analisis estadistico Tukey. En esta tabla se puede observar que los extractos con mayor actividad
antioxidante son los de maceracion acetona, maceracion metanol y los de sonicacion, sin existir

diferencia significativa entre ellos.

Tabla 5. Actividad antioxidante de los extractos de semilla de tejocote.

Técnica ICso
(mg/mL)
Maceracion acetona 0.0340+0.0005°
Maceracion metanol 0.0609+0.0012°
Maceracion etanol acuoso 80% 0.2082+0.0048°

n=4, Promedio £ desviacion estandar.
Anélisis estadistico por tipo de técnica. Superindices #9 significan diferencia significativa
(p<0.5), donde a es el valor menor y d es el mayor

Los extractos con menor actividad antioxidante fueron los obtenidos mediante la técnica de
Soxhlet (ver gréafico 3). Es posible que el efecto de la temperatura mas alta empleada en este
caso, sea la causa de la degradacién de los compuestos fendlicos (Chang 2006). Se ha
observado que una alta temperatura degrada los compuestos polifendlicos por el efecto de la
hidroxilacion y oxidacion de éstos, causando una reduccion en la capacidad antioxidante del
extracto (Galili 2014).
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En el caso de la técnica de sonicacion, es importante hacer notar que los extractos obtenidos con
etanol acuoso al 80% tuvieron valores similares de I1Csp a los obtenidos por maceracion con acetona
y metanol. Considerando la composicion de extractos antioxidantes similares de otras especies del
género Crataegus, algunos compuestos que pueden estar presentes en los extractos obtenidos en
este trabajo son: fenoles como &cidos hidroxicinamicos, flavonoles y o-difenoles (Orian y Escriche,
2015),
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Gréfica 3. Actividad antioxidante presente en los extractos de semilla de tejocote residual,
empleando diferentes técnicas de extraccion y disolventes. El método por cual se determind fue
DPPH.

Analizando los resultados obtenidos en este estudio: rendimiento, polifenoles totales y actividad
antioxidante, se puede decir que los extractos por sonicacién son los de mayor capacidad
antioxidante. Aungue no mostraron grandes cantidades de polifenoles totales como otras técnicas,
tuvieron ICsp pequefios sin utilizar demasiado tiempo para su obtencién como los otros métodos.
Otro punto a su favor fue que estos extractos tuvieron los rendimientos més altos. Estos extractos
no tuvieron diferencia significativa para los valores de polifenoles totales y actividad antioxidante.
Por lo tanto, la eficiencia de extraccion estd determinada por el rendimiento y el tiempo.

Considerando lo anterior, la técnica mas efectiva para la extraccion de compuestos fenolicos



(rendimiento de 2.037%), es la de sonicacion, empleando metanol acuoso y un tiempo de 64
minutos.
Comparando Crataegus (ver grafica 3), los extractos de la especie mexicana tienen un valor inferior

de ICso que las especies monogyna y azarolus, utilizando técnicas semejantes (Mraihi, et al, 2013).

6.5 Estabilidad oxidativa del aceite de girasol con extracto de tejocote como antioxidante.

El aceite de girasol es ampliamente usado en nutricion y es altamente apreciado como un recurso
de acidos grasos esenciales. La composicion de acidos grasos del aceite de girasol (acido oleico vs
acido linoleico) varia como una consecuencia del clima y el cultivo. El aceite es normalmente

reconocido por su alto contenido de &cido linoleico. (Yanishlieva y Marinova, 2001).

El aceite de girasol fue almacenado bajo condiciones aceleradas a 55°C durante 28 dias,
equivalente a 16 meses a una temperatura ambiente (MatthaEus, 2010). Los cambios oxidativos

fueron monitoreados con los indices de acidez, peréxidos y yodo.

6.5.1 Indice de acidez

La ruptura hidrolitica de los triglicéridos en los aceites tiene como resultado la liberacion de &cidos

grasos libres, que pueden ser monitoredos a través del indice de acidez (Talbot, 2016).
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Graéfica 5. Indice de acidez de las diferentes muestras a través del tiempo usando como control

aceite de girasol, aceite de girasol con 150 ppm del extracto de semilla de tejocote y aceite de

girasol con BHT a 55°C por 35 dias.

En la grafica 5 se observa que el porcentaje de acidos grasos para el aceite control aumenta

conforme pasa el tiempo hasta el dia 14 donde el porcentaje empieza a descender. Al aceite que se

le agregé BHT muestra un comportamiento similar al aceite control, pero los valores obtenidos son

mayores a los correspondientes de los dias 0 a 14, mientras que los valores obtenidos en los dias

posteriores son menores. Por otro lado se observa que el aceite de tejocote no sigue la misma

tendencia, primero el indice de acidez empieza con valores mayores en comparacion los otros

aceites, después tiene valores menores que los otros dos, finalizando el dia 28 con el indice mas

alto.

Tabla 6. indice de acidez en aceite de girasol con extracto de semilla de tejocote, BHT y control,

almacenado bajo condiciones aceleradas a 55°C por 28 dias.

0 7 14 21 28
Extracto tejocote | 0.059+0.017* | 0.027+0.011* | 0.053+0.011* | 0.033+£0.012% | 0.054+0.012%
BHT 0.054+0.011% | 0.056+0.012* | 0.062+0.021* | 0.041+0.021* | 0.033+0.011°
CONTROL 0.027+0.012% | 0.041+0.020* | 0.055+0.012% | 0.053+0.013%* | 0.041+0.012°

n=3, promedio * desviacion estandar.

Analisis estadistico para indice de acidez por dia. EI Superindice a indica que no hubo diferencia

significativa (p<0.5) entre los valores




En la tabla 6, se muestra el analisis estadisco de los datos del indice de acidez. Los resultados
indican que no hay diferencia significativa entre los tratamientos por lo que se puede decir que
agregar BHT o extracto de tejocote no afecta la estabilidad del aceite de girasol respecto al indice

de acidez.

6.5.2 indice de peroéxidos.

La determinacion del indice de perdxidos es el método mas utilizado para medir los productos
primarios de la degradacion oxidativa. Mediante este indice se puede seguir la propagacion de

reacciones en cadena (Matthaéus, 2010).
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Graéfica 6. Indice de peroxidos de las diferentes muestras a través del tiempo usando como control
aceite de girasol, aceite de girasol adicionado con 150 ppm de extracto de semilla de girasol y
aceite de girasol con 150 ppm de BHT a 55°C por 28 dias.

En la grafica 6 puede observarse que el indice de perdxidos para el aceite control sube conforme
pasa el tiempo hasta el dia 21 y desciende para el dia 28. Respecto al aceite con BHT el indice de
peroxidos sube conforme pasa el tiempo sin disminuir en ningin momento. El aceite con extracto

de tejocote tiene un comportamiento similar al aceite control.



Tabla 7. indice de peréxidos en aceite de girasol con extracto de semilla de tejocote, BHT y

control, almacenado bajo condiciones aceleradas a 55°C por 28 dias.

0 7 14 21 28

Extracto tejocote | 3.68+0.04° 6.64+1.01% 9.08+0.17% 11.14+0.15" 7.4620.08°
BHT 3.68+0.032 5.43+0.10° | 7.93+1.05%f | 9.22+0.09 12.93+0.27'
CONTROL 3.66+0.102 4.83+1.04% 7.36+0.13¢ 10.50+£0.919" | 7.52+0.07%

n=3, promedio * desviacion estandar.

Anélisis estadistico para indice de acidez por dia. Superindices *'significan diferencia significativa

(p<0.5), donde a es menor indice y la letra i es el mayor.

En la tabla 7 se muestra el andlisis estadistico de los valores de indice de peroxidos. Se puede

apreciar que entre los datos no existe diferencia significativa, excepto para el dia 28, donde el

valor del indice de peroxidos para el tratamiento del aceite con BHT es significativamente

diferente. Por lo anterior puede decirse que agregar BHT o extracto de tejocote al aceite de

girasol no afecto la estabilidad oxidativa del aceite de girasol respecto al indice de perdxidos.

El extracto de tejocote no fue capaz de inhibir las reacciones de oxidacion a estas condiciones.

Sin embargo, en un estudio donde utilizaron un extracto de Crataegus mordenensis como

antioxidante si mostr6 inhibir la formacién de hidroperoxidos en aceite de girasol a 65°C. Este

experimento tomo en cuenta los EAG incorporados en el aceite por el extracto, por lo que el

experimento con Cratageus mexicana se debera replantear el protocolo tomando esta

consideracion (Aladedunye. et al, 2014).

Indice de yodo.

El deterioro de las grasas y aceites cominmente se lleva acabo mediante el proceso de autoxidacion

en el cual se realiza la oxidacion de las insaturaciones de los acidos grasos, esto se ve reflejado en
el indice de yodo (Badui, 2006).
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Grafico 7. indice de yodo de las diferentes muestras a través del tiempo usando como control aceite
de girasol, aceite de girasol adicionado con 150 ppm de extracto de semilla de girasol y aceite de
girasol con 150 ppm de BHT a 55°C por 28 dias.

En la gréafica 7 se observa que el indice de yodo para el aceite control y para el aceite con BHT
permanece relativamente constante conforme pasa el tiempo. Respecto al aceite con el extracto de
tejocote el valor del indice al tiempo cero es menor en comparacion con los otros tratamientos,

conforme avanzan los dias los valores del indice se van haciendo similares.

Tabla 8. indice de yodo en aceite de girasol con extracto de semilla de tejocote, BHT y control,

almacenado bajo condiciones aceleradas a 55°C por 28 dias

0 7 14 21 28

Extracto tejocote |  79.2+1.7° 83.242.1% 73.047.2% 89.5+1.8" 77.6+0.7%
BHT 75.9+3.8% 82.8+2.2% 80.8+0.5% 82.9+2.6% 77.1+1.8%
CONTROL 79.6+7.9% 82.8+1.2% 79.2+0.01% 85.5+2.1% 79.8+1.1%

n=8 promedio + desviacion estandar.

Analisis estadistico para indice de acidez por dia. Superindices a-b significan diferencia

significativa (p<0.5), donde a es menor indice y la letra i es el mayor.



En la tabla 8 puede verse que no existe diferencia significativa entre los valores del indice de yodo,
por lo que agregar BHT o extracto de tejocote al aceite de girasol no afecta la estabilidad oxidativa

del aceite de girasol.

Por otra parte, es importante mencionar que el aceite control no cumplia con la especificacion de
la norma NMX-F-265-SCFI-2005, ya que esta norma nos indica que un aceite comestible puro de
girasol, debe tener un indice de yodo entre 118-145 cg I./g, y el aceite control no se encuentra

dentro de este intervalo.

En el estudio aqui realizado se puede apreciar cierta incongruencia en los resultados ya que las
insaturaciones parecen nunca cambiar de valor, sin embargo en la prueba de peroxidos se ve
claramente que si hay oxidacién con la formacion de peroxidos. Por lo que se requiere verificar la
prueba del indice de yodo o bien realizar una prueba complementaria llamada método del 4cido
tiobarbitdrico (TBA) basado en la reaccion de dos moléculas de TBA con una de dialdehido

malonico formado por la oxidacién de compuestos poliinsaturados (Badui, 2006)



7. CONCLUSIONES.
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A partir de la semilla desengrasada de tejocote residual (Crataegus mexicana) se obtuvieron
extractos empleando la técnica de maceracion y los disolventes: acetona, metanol y etanol
acuoso al 80%. También se empleo la técnica de Soxhlet empleando los disolventes acetona
y metanol.

Adicionalmente, se obtuvieron extractos de misma semilla utilizando la técnica de
sonicacion con metanol acuoso al 80% a pH de 3.5 como disolvente.

Se determinaron los polifenoles totales y se evalud la actividad antioxidante de los extractos
mencionados.

La técnica mas eficaz para la extraccion de los compuestos fendlicos fue la de sonicacion a
64 minutos. Esto debido a que se tuvieron los rendimientos mas altos (2%), buena actividad
antioxidante (IC50 de 0.0546 mg/mL) y un tiempo de extraccion mucho menor comparado
con las otras técnicas.

No se mostro diferencia significativa respecto a la estabilidad oxidativa entre el control, el
aceite adicionado con BHT Yy el aceite con extracto de semilla de tejocote. Por lo que en
este experimento bajo estas condiciones el extracto de tejocote no demostré ser capaz de

actuar como antioxidante en el aceite de girasol.
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