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RESUMEN

En & presente estudio, se evalud la actividad antioxidante en pulpay epidermis de los frutos de
tejocote criollo y de injerto, provenientes del municipio de Hugjotzingo Puebla. Para realizar
dicha evaluacion, se obtuvieron diferentes fracciones a partir de cada fruto por extracciones
sucesivas, con sei s solventes organicos de polaridad creciente (n-hexano, diclorometano, acetato
de etilo, acetona, etanol y metanol). Lo anterior se llevo a cabo mediante tres métodos de
extraccion (en frio, por Soxhlet y asistido por ultrasonido). La evaluacién de la actividad
antioxidante se realizo en las fracciones obtenidas, empleando el méodo DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil) y ABTS (2,2'azinobis-(3-etilbenzotiazolin 6-acido sulfonico)). Asimismo, en €
fruto deshidratado (pulpa y epidermis), se cuantificaron polifenoles y carotenos totales. Se
observo que existen diferencias significativas (p<0.05) respecto alaactividad antioxidante entre
frutos, fracciones obtenidas y métodos de extraccion. Los resultados sugieren una fuerte
actividad antioxidante en la fraccion de acetona obtenida a partir de tejocote criollo por
extraccion en frio, con una Clsp de 11.41 + 0.15 ppm, para DPPH, siendo menor que en tres de
los cuatro antioxidantes comerciales probados (a-tocoferol, ac. caféico y &c. ascorbico pero no
para querceting). Para ABTS, el TEAC (actividad antioxidante equivalente a uM de Trolox)/g
de muestra fue de 1.77. Del mismo modo, € contenido de metabolitos de tipo polifenoles y
carotenoides fue mayor en tegocote criollo que en tejocote de injerto. Asimismo, € método de
extraccion por Soxhlet fue el mejor, yaque a partir de acetato de etilo se observo un porcentgje
de reduccién mayor a 50%, que a diferencia de los métodos en frio y asistida por ultrasonido

lo fue en lafraccion de acetona.



l. INTRODUCCION

En frutas, vegetales y legumbres se encuentran diversas sustancias capaces de atrapar radicales
libres, mejorando con €ello la defensa antioxidante del organismo humano. Ademas, se ha
reportado que estas sustancias son capaces de detener o prevenir € desarrollo de tumores y
ciertas patol ogias de tipo cronico degenerativas, asi como |os ef ectos bioquimicos asociados con
la progresién de las mismas, este potencial se atribuye principalmente a sus propiedades
antioxidantes.

Por lo anterior, en la actualidad, se han realizado diversos estudios en extractos de plantas y
frutos de ellas a fin de evaluar su actividad antioxidante. También se cuenta con una gran
variedad de productos agricolasy alimenticios queincluyen frutas, cereales, vegetalesy semillas
de oleaginosas, cuyos compuestos de tipo carotenoides, polifenoles y sus productos bioactivos
han sido |as principales areas de estudio.

Dicha evaluacion se ha realizado a través de métodos en los que se somete € extracto de
estudio a un medio oxidante, desencadenado por la presencia de un radical libre conocido y
presentan como indicador la presencia o ausencia de color. La capacidad antioxidante del
extracto evaluado depende de factoresimportantes: tipo de especie, cultivo y grado de madurez.



1.1. Tgocote (Crataegus mexicana)

El tgjocote es el nombre con € que se le conoce alos frutos del género Crataegus y pertenece a
lafamilia de las Rosaceas, en 1997, Phipps report6 13 especies de tejocote parala zona norte y
centro de México, de éstas 9 son endémicas, 3 son compartidas con Estados Unidos y una con
Per(y Ecuador (Instituto de horticulturaUACH). En México se distribuye entrelos 1000 y 2800
msnm, con una precipitacion pluvia de 500 y 1500 mm anuales (Nieto-Angel y cols. 2009).

Se cultiva como planta de sombray ornato por sus frutos de color naranja, su aturavade 4
a10 my vive aproximadamente de 30 a 40 afos. La madera es muy duray compacta, los frutos
Se consumen crudos o preparados en dulces y mermeladas. Una de las caracteristicas del fruto
es su ato contenido de pectina, misma que se utiliza en la industria farmacéutica, textil y
siderdrgica, parala elaboracion de cosméticos y como coagulante de mermeladas y jaleas. Se
ha reportado que los frutos que pertenecen a género Crataegus presentan usos medicinales
contra enfermedades diarreicas y como diurético, € fruto es empleado paratratar congestion de
pecho y padecimientos del corazon (Ljubuncic y cols. 2005, Long y cols. 2006).

En cuanto a su fenologia, propiamente el &rbol inicia su floracion entre los meses de febrero
y marzo, los primeros brotes se presentan en los meses de marzo y abril, e desarrollo de los
frutos se da a finales de septiembre, la maduracion del fruto es entre octubre y noviembre, €
periodo de cosechainiciaamediados de noviembre y culminaen el mes de diciembre (Aguilera
2001).

Formas dereproduccion del fruto

El fruto de tejocote presenta dos tipos de reproduccion, una es de tipo sexual o por semillay €l
segundo es asexual 0 vegetativo. La primerainvolucra semillas (secas) o plantulas, el periodo
de germinacion va de 30 a 40 dias en semillas tratadas a una temperatura de 21 ° C y las no
tratadas tardan en germinar 2 o 3 afnos (Aguilera 2001).

La segunda, conocida como asexual o deinjerto consiste en unir o insertar dos 0 mas piezas
de tgjidos de plantas vivientes que son forzados a desarrollar una conexion vascular y crecer
como una planta Unica. De este modo, € injerto y portainjertos, constituyen un individuo
combinado donde ambas partes tienen una influencia bien definida. Asi, la raiz de uno, debe



tomar el aguay las sustancias minerales del suelo parallevarlas a tallo y hojas del otro tgjido
y, por su parte, las hojas de la variedad injertada, deben producir hidratos de carbono y en
genera todos los nutrientes organicos que requiere laraiz sobre la que estan injertados (Savvas
y cols. 2010).

Tejocote criollo

= Tamafio: 2 a3 cm didmetro

» Semillas: 4a6

= Floracion: Enero-abril

» Reproduccion: sexual

= Colecta noviembrey diciembre

= Coloracion: naranja (Aguilera 2001)

Tejocote de injerto

= Tamafio: 4 a5 cm didmetro
= Semillas; 4a6
= Foracion: Enero-abril

» Reproduccion: asexua



= Arbol deinjerto: Rosaceae

= Portainjerto: &bol de manzana
» Propagacion: Febrero-marzo

= Colecta: noviembrey diciembre

= Coloracion: amarillo opaco (Aguilera 2001)

Clasificacién taxondmica de los frutos de estudio
Los frutos empl eados pertenecen ala siguiente clasificacion taxonémica:

» Reino: Plantae

= Division: Magnoliophyta
» Clase: Magnoliopsida

» Orden: Rosales

» Familia Rosaceae

» Género: Crataegus

» Serie: Mexicaneae

» Especie: Crataegus mexicana



1.2. Antioxidantes

Desde el punto de vistaquimico, un antioxidante es una sustanciague evitao retrasalaoxidacion
de otra. Esta reaccion se redliza mediante la reduccion del agente oxidante, para ello los
antioxidantes deben tener una estructura quimica que permitaladonacion de hidrogeniones o la
deslocalizacion de electrones (Fig. 1). Asimismo, Halliwell en 1995 definio alos antioxidantes
como una sustancia que hallandose presentes a bajas concentraciones respecto a un sustrato
oxidable (lipidos, proteinas y ADN), detienen significativamente, inhiben o impiden la
oxidacion del sustrato, al inhibir la iniciacién o propagacion de reacciones de oxidacion en
cadena. (Halliwell y cols. 1995, Vit y cols. 2008, Niki 2010).

L
Antioxidante Radical libre

Figura 1. Interaccion antioxidante-radical libre

Existen dos categorias de antioxidantes que |os dividen en sintéticos y naturales. Dentro de
los primeros, se encuentran el butilhidroxianisol (BHA) y el butilhidroxitolueno (BHT), ambos
se han utilizado desde inicios del siglo pasado. Estos a igua que los antioxidantes naturales
(compuestos polifenolicos), presentan estructuras fenolicas con diversos grados de sustitucion
alquilo. Sin embargo, las restricciones sobre el uso de estos compuestos han sido impuestas
debido a su carcinogenicidad (Vit y cols., 2008).



OH OH

Figura 2. Estructura quimica del antioxidante sintético Butilhidroxianisol (BHA)

Los segundos se producen en todas las partes de las plantas, frutos, vegetales y animales
como & samon estos incluyen compuestos fenolicos (tocoferoles, flavonoides y écidos
fenolicos), compuestos nitrogenados y (alcaloides, derivados de la clorofila, aminoacidos y
aminas) carotenoides como el B-caroteno (Fig. 3). A su vez los antioxidantes han mostrado
funciones como: queladores de oxigeno singulete, neutralizadores de perdxido, inhibidores de

enzimasy sinergismo (Wang y cols. 2000).

Figura 3. Estructura del 3-caroteno

Sistema de defensa antioxidante

El sistema de defensa antioxidante (Fig. 4) tiene la capacidad de actuar atres niveles: primario,
secundario y terciario que dependen de su funcion. En el primario se encuentran sustancias que

protegen al organismo contra laformacion de nuevos radicales libres (Niki 2010):

= Superdxido dismutasa (SOD): transforma el oxigeno en perdxido de hidrégeno.



=  Glutation peroxidasa (GPX): convierte € peroxido de hidrogeno y los peréxidos
lipidicos en moléculas inofensivas antes de que puedan formar radicales libres.

= Proteinas de union ametales (GR): frenan ladisponibilidad del Fe, necesario parala
formacion del radical OH.

En e secundario se hallan inmersos dos subgrupos.

= Antioxidantes hidrofilicos: vitamina C (ascorbato), acido Urico, bilirrubina y
albumina.
= Antioxidantes lipofilicos: vitamina E (alfa-tocoferol), carotenoides y las

ubiquinonas.

Los terciarios son los encargados de reparar biomoléculas dafiadas por los radicales
libres e incluyen las proteasas reparadoras de ADN y la metionina sulféxido reductasa. Las
enzimas antioxidantes y glutation (GSH) forman la primera linea de defensa contra el dafio
inducido por los RL (Sumanth y cols. 2006, Niki 2010).

SISTEMA DE DEFENSA ANTICXIDANTE

Frevienlt::lnll:zlafltlzmacir}n o Terciarios
de radicales libres Capturan ranlilralcs libres Reparan biomaléculas
| | | | lii | | | | Enzimas
Eil's it.E \it.C B-caroieno
so0]  [aee] | [car] ref’ radoras
B
EI Estrégenos e | T
Frotenas Lipios|  [Frowenas

dltrapadoras de Melatonina

metiles

Figura 4. Sistema de defensa antioxidante



Fuentes enddgenas en e ser humano

L as fuentes enddgenas de antioxidantes involucran una serie de enzimas capaces de reparar €
dafio ocasionado por sustancias oxidantes, dentro de las mas importantes se encuentran la
catalasa(CAT), superoxido dismutasa (SOD) y € glutation (Gutiérrez y cols. 2004). Un g emplo
de laaccién de estas enzimas se presenta en €l tejido cerebral que esta protegido del dafio de los
radicales libres y especies reactivas de oxigeno por enzimas antioxidantes, como la SOD que
cataliza la dismutacion del anion superéxido a perdxido de hidrégeno, que a su vez puede ser
eliminado por enzimas como la CAT y GPX (Casado y cols. 2004).

Asimismo, laGPX y lacatal asa protegen alas células de | os efectos toxicos del peroxido
de hidrégeno por catalizar su formacion en agua sin la producciéon de radicales libres (Margaill
y cols. 2005). Lacatal asa representa una enzimaatamente inhibidorade H2O- con unaactividad
Optima a altas concentraciones de este radical. Se sugiere que esta puede estar relacionada a una
altaresistencia de tumores invasores (Kinnulay cols. 2004).

La GPX eslaprincipal enzimainvolucrada en la eliminacion de peréxido de hidrogeno
e hidroperoxido de lipidos (Tanguy y cols. 2003). Laglutation (GHS) es un potente antioxidante
enddgeno envuelto en ladetoxificacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Batesols 2007).
Para gjercer su funcién, las enzimas antioxidantes requieren la presencia de metales, dentro de
las mas importantes encontramos a la catalasa que requiere de hierro, la superéxido dismutasa
gue requiere zinc, cobre y manganeso segun su localizacién celular y la glutation peroxidasa
dependiente de manganeso y selenio.

LaCoenzima Q10 (Co Q10) esun cofactor enzimético endogeno que se considera esencial
en la cadena de transporte de electrones. Los Unicos que la sintetizan de manera enddgena son
los antioxidantes lipofilicos como lavitamina E, carotenoidesy otros, también es obtenidade la
dieta, se encuentra principalmente en carnesrojasy pescado, € tegjido masrico en estacoenzima
es el corazon de ternera, cuyo contenido es de 50 mg/kg (Molineux y cols. 2007). Entre sus
funciones estén la de proteger ala mitocondriadel dafio por los radicales libres, juega un papel
en la transicion de permeabilidad en € interior de la membrana mitocondrial y es capaz de

prevenir la muerte celular programada o apoptosis.



Fuentes exdgenas de antioxidantes

Dentro del sistema no enzimatico o exégeno, las células utilizan una serie de compuestos
antioxidantes que incluyen las vitaminas E, C, compuestos de tipo carotenoides ([3-caroteno,
licopeno) y flavonoides como los més representativos e importantes, estos Ultimos son de
especial interés debido a que son extraidos de aimentos (Valls y cols. 2003), y por € papel

protector que juegan frente al dafio tisular causado por especies reactivas de oxigeno.

Acido ascorbico

El acido ascorbico o vitamina C (Fig. 5) es e mayor antioxidante esencial soluble en agua, se
obtiene principalmente de frutas citricas y se encuentra en altas concentraciones en € plasma
humano. Asimismo, puede funcionar como un antioxidante e inhibir a radical anion superdxido
(O2™), oxigeno singulete (O e hidroxilo (*OH). Neutraliza al acido hipocloroso y previene la
peroxidacion lipidica, sin embrago, no puede neutralizar el peroxido de hidrogeno (H202), pero
puede potenciar su toxicidad por inhibicion de la actividad de |a catalasa (Bulger y cols. 1998,
Elsayed y cols. 2001).

OH
HO—CH;—C

HO OH

Figura 5. Estructura quimica del &cido ascorbico

a-tocoferol
El término vitamina E, incluye diversos tocoferoles y tocotrienoles que presentan actividad

biol6gica similar, € a-tocoferol es la forma biolégica activa de esta vitamina liposoluble, se



considera e principa antioxidante en las membranas celulares y en las LDL (lipoproteinas de
baja densidad). En su estructura quimica (Fig. 6), existe un grupo OH unido a una porcién
hidrofébica del a-tocoferol cuyo hidrégeno puede removerse y funcionar como donador de
electrones. Los radical es peroxilos generados durante |a peroxidacion lipidica extraen €l OH de
la molécula de tocoferol generando un radical poco reactivo, 1o que detiene la reacciéon en
cadena. Al hallarse como radical, migrahacialasuperficie y se regeneraen a-tocoferol por una

reaccion con el acido ascorbico (Bulger y cols. 1998, Olguin y cols. 2004).

Ry

HO
CH;
Rs 0”2 CH

CHa x
CHs

Figura 6. Estructura quimica de a-tocoferol

Carotenoides

El término carotenoide, se utiliza paradesignar molécul as de 40 atomos de carbono y un extenso
sistema de dobles enlaces conjugados (Fig. 7) (Handelman y cols. 1995). Son pigmentos
naturales, responsables de colores amarillos, rojos y naranjas (-carotenos, o-carotenos,
licopeno, luteina, zeaxantina, 3-criptoxanting), se encuentran en plantas, frutosy flores, algunos
paaros, insectos, pescados y crustaceos (Liu y cols. 2008). De todos €llos, el carotenoide
prototipo es el B-caroteno, por considerarse el mejor compuesto provitamina A (Alvarez-Salay
cols. 1996).

NN

Figura 7. Estructura quimica de un carotenoide

10



Evidencia reciente ha demostrado que los carotenoides pueden ser antioxidantes
efectivos parainhibir el desarrollo de enfermedades coronarias. Los principal es carotenoides en
el plasma humano son a- y B-caroteno, licopeno, criptoxantina y luteina, por estar asociados
con lipoproteinas (de baja densidad un 75% y cerca del 25% en lipoproteinas de alta densidad).

Asimismo, del total de carotenoides presentes en e cuerpo humano, los principales
organos donde se encuentran almacenados incluyen higado y tejido adiposo. Ademés, las
concentraciones séricas de éstos varian entre individuos, asi como laingestadietéticadiaria, que
involucra factores como: género, regiones geogréaficas, edad y consumo de alcohol (Palace y
cols. 1999). En la actuaidad se conocen mas de 600 carotenoides, de éstos, € B-caroteno es el
mejor estudiado (Olguin y cols. 2004).

b-Caroteno

Este pigmento, se considera uno de los compuestos més importantes dentro del grupo de los
carotenoides, debido a que, a igual que € licopeno se ha encontrado en diversos alimentos de
coloracion amarilla y naranja. Es un importante precursor de la vitamina A y protege a los
lipidos de la oxidacion por los radicales libres (Giuntini y cols. 2005). Ademas, se ha reportado
gue tanto este como otros carotenoides tienen la habilidad parainhibir € crecimiento de células
tumorales en estudios realizados in vivo ein vitro. El B-caroteno (Fig. 8) fue capaz de inhibir la
incidencia y progresion tumoral en modelos animales y disminuir € crecimiento de células
tumorales en colén, melanoma, préstata, boca y células cancerigenas de pecho. Lo anterior se
debe a sus propiedades antioxidantes capaces de quelar radicales libres como el oxigeno
singulete (O.) (Elsayed y cols. 2001, Palozzay cols. 2001).

NN

Figura 8. Estructura quimicadel B-caroteno

Licopeno
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El licopeno es un carotenoidelipofilico que se caracterizapor carecer de anillosciclicosy poseer
un gran nimero de dobles enlaces conjugados (Fig. 9). Se encuentra en el tomate y productos
derivados de la dieta occidental, asi como otras frutas de color rojo. Sus caracteristicas quimicas
le confieren un alto poder antioxidante y hademostrado ser el carotenoide con mayor chpacidad
para neutralizar radicales de oxigeno singulete (O2 ). La absorcion intestinal de este compuesto
incrementa cuando los alimentos que lo contienen se calientan antes de la ingestiéon o al

acompaniarlos con una comida grasa (Mendivil y cols. 2002).

.
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Figura 9. Estructuraquimicadel licopeno

Polifenoles

Este grupo de compuestos comprenden un amplio rango de sustancias con uno 0 mas anillos
arométicos (Fig. 10) y por o menos un grupo hidroxilo e incluyen: flavonoides, isoflavonoides,
antraquinonas, antocianidinas, xantonas, &cidos fendlicos y fenoles simples, &cidos
hidroxicinamicos, fenilpropenos, ligninas, etc. Se han reportado trabajos que atribuyen su accion
antioxidante a la inhibicién de enzimas prooxidantes como la lipooxigenasa (Decker y cols.
1995). Ademas de su habilidad para reducir la produccion de radicales libres, ya sea por
inhibicion de enzimas oxidantes o por quelacion con los metales de transicion responsables de

la generacion de radicales libres.

Figura 10. Estructura quimicade un polifenol

Flavonoides
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L os flavonoides involucran una amplia familia de compuestos polifendlicos sintetizados por las
plantas, son componentes de la dieta humana (Lebeau y cols. 2000) y presentan una estructura
quimica comun de difenilpropanos (C6-C3-C6) que comprende dos anillos arométicos unidos a

través de tres carbonos (Fig. 11) (Rossy cols. 2002).

OH e | OH
lsomerasa H .Q ";\_,

OH O

Flavanona

Chalcona

Figura 11. Estructura basica de flavonoides

De acuerdo a Haliwell y Gutteridge (Kim y cols. 2002), los flavonoides incluyen los
siguientes mecanismos de accién antioxidante:
1. Supresion de laformacién de ROS, ya sea por inhibicién de enzimas o por quel atacion
de elementos traza envueltos en la produccion de radicales libres.
Barredores de ROS.

3. Proteccion del sistema de defensa antioxidante.

Asimismo, diversos estudios epidemiol 6gicos han mostrado una correlacion directaentre el
alto contenido de flavonoides en ladietay un bajo riesgo de cancer y enfermedad coronaria, por
ello, es posible inquirir acerca de un papel in vivo de los flavonoides como antioxidantes, al
presentar actividad de este tipo, y prevenir enfermedades relacionadas con los radicales libres
(Lotito y cols. 1998, Passamonti y cols. 2005).

| soflavonas
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Estos compuestos polifenolicos incluyen alagenisteinay adaidseina, presente en frijol de soya
y legumbres (Ross y cols. 2002).

Figura 12. Estructura quimica de isoflavonas

Flavanonas
Dentro de este grupo de compuestos polifendlicos se encuentran la naringenina y hesperidina

gue se encuentran en alimentos citricos y ciruela (Ross y cols. 2002).

H “ z e e j-r

Figura 13. Estructura quimica de flavononas

Flavanoles (catequinas)

Las catequinas se consideran unos flavonoides importantes, debido a su ata capacidad
antioxidante y a su abundancia en la dieta humana. El té negro y blanco contienen cantidades
considerables de catequinas, que contiene poderosos antioxidantes donadores de hidrogeno e
inhibidores de radicales libres, especies reactivas de oxigeno y nitrogeno, demostrado en

nuUMerosos sistemas in vitro. Asimismo, inhiben la peroxidacién de lipidos inducida por
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ascorbato de hierro en homogenizados de membranas mitocondriales en cerebro y sinaptosomas
cerebrales (Lotito y cols. 1998, Mandel y cols. 2004).

Figura 14. Estructura quimica de flavanoles

Antocianinas

L as antocianinas, son pigmentos natural es que pertenecen alafamiliade los flavonoides,
responsables de |os colores rojo, azul y morado de muchas frutas y flores. Presentan
inestabilidad y solubilidad en agua, 1o que facilita su incorporacion en alimentos acuosos
(Longo y cols. 2005, Passamonti y cols. 2005). Estan particularmente asociadas con frutas
pero también se encuentran en vegetales, raices, tubércul os, legumbres y cereales. En
determinadas partes del mundo se consumen hojas con un contenido considerable de
antocianinas (Soriano y cols. 2006)

Estos pigmentos presentan colores intensos con un pH bgo, por consiguiente, los
productos alimenticios con pH cuyos valores son arriba de tres, contienen antocianinas,
inmersas en un amplio rango de actividades biologicas antioxidantes, antiinflamatorias,
anticarcinogénicas y neuroprotectoras. Asimismo, debido a su enorme rango de efectos
benéficos sobre e organismo como actividades vasoprotectoras, efectos sobre la vasomocién e
inhibicién de la agregacion plaquetaria, son capaces de reducir los riesgos de enfermedad
coronaria (Talaveray cols. 2004, Stintzing y cols. 2005).
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Las antocianinas son glucésidos de antocianidinas pertenecientes a la familia de los
flavonoides, formados por dos anillos arométicos A, B y unidos por una cadenade 3C (Fig. 15).

Las variaciones estructurales del anillo B resultan en seis antocianidinas conocidas.

Figura 15. Estructura general de antocianinas

Tabla 1. Tipo de antocianinas

Aglicona Sustitucion

R1 R2 Espectro visible
Pelargonidina H H 494 (naranja)
Cianidina OH H 506 (naranja-rojo)
Delfinidina OH OH 508 (azul-rojo)
Peonidina OCHs: H 506 (naranja-rojo)
Petunidina OCHs OH 508 (azul-rojo)
Malvidina OCHs OCHs 510 (azul-rojo)

El color de las antocianinas depende del nimero y orientacion de los grupos hidroxilo y
metoxilo de lamolécula. Incrementos en la hidroxilacion producen tonalidades azules, mientras
gue mayores metoxilaciones producen coloraciones rojas. La estabilidad del color se debe
fundamentalmente a los cambios de pH (producto de la fermentacién), que inducen

transformaciones estructural es en estos col orantes.
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En soluciones acuosas avaloresde pH inferioresa 2, e 100% del pigmento se encuentra
en su formamés estable o de idén oxonio o catién flavilio (AH™) de color rojo intenso. A valores
de pH mas altos ocurre una pérdidadel proton y adicién de aguaen laposicion 2 que dalugar a
un equilibrio entre la pseudobase carbinol o hemiacetal y laforma chalcona (ambas incoloras e
inestables). A valores de pH superiores a 7 presentan las formas quinodiales de color purpura
gue se degradan rapidamente por oxidacion con € aire.

Todas las antocianinas son solubles en agua y pueden precipitarse de una solucion
acuosa-al cohdlica con sales de plomo, con | as que producen un precipitado de col or azul intenso,
gue es soluble en acido acético glacia y origina soluciones de color rojo oscuro. Como método
general de extraccion, se emplea écido clorhidrico 1-2% en metanol y se precipitan de esta
solucion con € triple de volumen de éter.

Las antocianinas y antocianidinas, han mostrado una actividad antioxidante mas altaque
las vitaminas C y E. Han demostrado ser viables para capturar radicales libres por 1a donacion
de &omos de hidrogeno fendlicos, siendo estalarazon de su actividad anticarcinogénica. Se ha
reportado una correlacion significativa entre la capacidad antioxidante y el contenido de
antocianinas en cerezas, fresas, zarzamorarojay blanca. (Castafieda-Ovando y cols. 2009).

Para su aisamiento se usa cromatografia en columna de poliamida que las retiene y
permite obtenerlas libres de otras sustancias organicas solubles en agua que no son adsorbidas,
como azUcares, acidos organicos y otros. También se emplea la cromatografia por HPLC
(columnas en fase reversa, con mezclas de agua-metanol o acetonitrilo-metanol) y los
componentes se detectan a 250 nm. Este método que no precisa de tratamiento previo de la

muestra, se usa preferentemente en su variante analitica.

Antioxidantes presentes en alimentos

Existen estudios acercadel tipo de antioxidantes natural es presentes en diversos alimentos (tabla
2) que incluyen compuestos de tipo a-tocoferol, &cido ascorbico, flavonoidesy carotenoides. En
el 2000, Wang y cols., evaluaron la capacidad antioxidante en diferentes genotipos y estados de
desarrollo de las frutas y hojas de plantas de zarzamora, fresas y frambuesa. Los resultados
mostraron una influencia significativa de las especies, cultivos y grados de madurez sobre la

capacidad antioxidante, antocianinatotal y contenido de fenolicos totales (Wang y cols. 2000).
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Tabla 2. Antioxidantes encontrados en algunos alimentos

Alimentos Fitoguimicos y carotenoides Vitaminas y otros compuestos

Manzanas Flavonoides

Bayas, todas las de Vitamina C, mineraes
coloracion obscura Acido elesgico

Zanahorias y otros Luteina, B-caroteno y otros Vitamina A (convertidaa
vegetales de color carotenoide provitamina A carotenoides) y vitaminaC

amarillo intenso

Chocolate negro Flavonoides

Uvas, incluyendo jugo  Flavonoides (catequinay
deuvamoraday vino  quercentina)

tinto
Naranjas M onoterpenos Vitamina C, folato, potasio
Soya. Los mejores | soflavonas (fitoestrogenos),

productos son €l tofu,  flavonoides, fitosteral, fitato,
leche de soya, 0 saponinas.
proteina entera de soya

Tomates Licopeno, flavonoides Vitamina C, biotinay minerales

Antioxidantes en plantas

La sintesis de este tipo de compuestos se activa como parte del mecanismo de las plantas que
deriva del metabolismo primario. Se denominan metabolitos secundarios e incluyen una amplia
variedad de compuestos fendlicos simples y complejos derivados de la via primaria de la ruta
del fenilpropanoide (Lépez-Gomez y cols. 2008, Myung-Min y cols. 2009). Dentro de los
principales grupos de metabolitos secundarios se encuentran los terpenoides, compuestos

fendlicos y acaloides (Long y cols. 2006). Provienen de una cadena de reducciones y
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oxidaciones del metabolismo primario de la célula e incluyen diversas estructuras debido a
reacciones quimicas de hidroxilacion, metilacidn, glucosilacion, malonilacion, epoxidacion y
esterificacion.

Dentro de sus funciones se encuentran la proteccion contra herviboros (artropodos y
vertebrados), atraccion de polinizadores, atague contra microorganismos (virus, bacterias,
hongos), competencia(por el espacio desuelo, laluz y losnutrientes entre las diferentes especies
de plantas), actividad antimicrobianay dispersion de semillas (Erreay cols. 1998, Ryan y cols.
2002, Lopez-Gomez y cols. 2008).

En la cdula, presentan sitios especificos de almacenamiento (Fig. 16) acorde a tipo de
compuestos que se trate, asi 10s compuestos anti patdgenos se alojan en el exterior de los tejidos
y Organos, o en € interior de las vacuolas. (Vivanco y cols. 2005). Asimismo, |0s compuestos
solubles en agua se almacenan en vacuol as, mientras que los solubles en lipidos son secuestrados
a distintas estructuras especializadas como |os ductos de resinas, laticiferos, pelos glandulares,

tricomas o en la cuticula (Wink y cols. 1999).

Figura 16. Sitio de amacenamiento de compuestos en la célula vegetal

Desde e punto de vista antropocéntrico, estos metabolitos se han utilizado como
saborizantes, esencias, colorantes y como farmacos tradicionales. También se les ha atribuido
un significativo poder antioxidante, efectivo para la proteccion contra radicales libres (Erreay

cols. 1998, Ryan y cols. 2002, Verpoorte y cols. 2002).

1. 3. Métodos para la extraccion de metabolitos en alimentos
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Los frutos y plantas poseen una variedad de mezclas de compuestos bioactivos tales como
lipidos, grasas, fotoquimicos, fragancias, pigmentos y sabores que son ampliamente utilizados
en la agroindustria alimentaria y no alimentaria, farmacéuticay cosmética. Para separar los
compuestos (solutos) de la fase solida, ésta se pone en contacto con una fase liquida, ambas
fases entran en contacto y €l (los) soluto (s) se difunde (n) desde el sblido alafase liquida, 10
gue permite una separacion de los componentes de su estructura natural original.

Este proceso se conoce como lixiviacion y para realizarlo existen varios métodos de
extraccion en los que se emplean grandes cantidades de disolventes organicos y se basan en la
seleccion del mismo, que esta asociado con € uso del calor y/o agitacion. De un tiempo a esta
parte se han desarrollado varias técnicas nuevas paralaextraccién de solutos de matrices solidas.
De todas, e método llamado Soxhlet, se emplea como una técnica estandar y es la principal
referencia para evaluar el rendimiento de otros métodos de extraccion solido-liquido como la
extraccion asistida con ultrasonido, la extraccion asistida con microondas, la extraccion con
solvente y la extraccion con fluidos supercriticos, con € objeto de acortar € tiempo de
extraccion, disminuir el consumo de solvente, aumentar el rendimiento de extraccion y mejorar
lacalidad del extracto.

M étodos tradicionales

a) Extraccion por solventes: Se basan en la seleccion de solventes, temperatura o agitacion
con lafinalidad de incrementar |a solubilidad de materiales y latasa de transferencia de
masa. Se separan los compuestos con base en sus solubilidades por dos liguidos
miscibles, usualmente agua y un solvente organico. En la industria, este proceso se
realiza continuamente bombeando una corriente organica y otra acuosa dentro de una
mezcladora, donde se mezclan ambos componentes y se permite el intercambio ionico
hasta que se logra e equilibrio. Laintroduccién de un transductor ultrasonico dentro de
launidad de extraccién, puede incrementar la eficienciadel método, debido a que por o
general se emplean solventesfrios.

b) Soxhlet: La técnica de extraccion por Soxhlet fue inventada en 1879 por Franz von

Soxhlet para la determinacion de grasa en leche. Posteriormente se generalizé para la
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extraccion en quimicaagricola, antes de convertirse en la herramientamés utilizada para
la extracciéon solido-liquido en muchos campos como e medio ambiente, productos
alimenticios y también farmacelticos. Hoy en diatodavia es comun en laboratorios y ha
sido el método estandar y de referencia para la extraccion solido-liquido en muchos
casos (Virot y cols. 2007).

El equipo esté integrado por un extractor, un condensador especia de tipo bulbo y un
matraz. Funciona ciclicamente, cuando se evapora el solvente sube hasta el area donde
es condensado, es aqui donde al caer y regresar a la camara de solvente, va separando

los compuestos hasta que Ilega a una concentraci on deseada.

M étodos no tradicionales

De acuerdo a Gao & Liu (2005), los métodos de extraccion modernos se basan en lamejorade

la eficiencia de los métodos tradicional es por accion fisica sobre el medio, como los siguientes:

a)

b)

Extraccion asistida por microondas. La extraccion asistida por microondas ha sido
ampliamente usada como una técnica de preparacion de muestras en diferentes campos
de andlisis, tales como e medio ambiente, la alimentacion y agricultura (Wang y cols.
2008). En este tipo de extraccion, la energia del microondas penetra en los materiales y
produce una fuente de calor distribuida volumétricamente. Ademas, la presion y
temperaturamuy localizada pueden causar la migracion selectiva de los compuestos del
material para la extraccion con solventes a un ritmo y recuperacion més rapida.
Numerosos compuestos biol 6gicamente activos de una amplia variedad de muestras se
han extraido con la aplicacién de extraccion por microondas (Zhou y cols. 2006).

Extraccion por fluidos supercriticos: un fluido supercritico es cualquier sustanciaa una
temperatura 'y presion sobre su punto critico termodindmico. Tiene una habilidad Gnica
para difundirse a través de los solidos como un gas y de disolver materiales como un
liquido, generando solvente de baja viscosidad, atas tasas de difusion y sin tension

superficial. Se utilizan principalmente didxido de carbono y agua. Se puede realizar una
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extraccion selectiva de diferentes compuestos utilizando varias presiones de fluido
supercritico.

c) Extraccion turbo: utiliza un agitador de alta velocidad, que induce cavitacion
hidrodindmica, aumentando el rendimiento de la extraccion, ya que se aumenta el
contacto con € material y € proceso de difusion a través de las paredes celulares se
Incrementa.

d) Extraccion eléctrica. Aplica descargas eléctricas a la mezcla de extraccion,
incrementando |a extraccion hasta un 25%, al formarse burbujas de cavitacion.

€) Extraccién asistida por ultrasonido. Utiliza sonidos de baja frecuenciay mayor potencia
(18-100 kHz), con lafinalidad de desprender el compuesto buscado del material vegetal.
Las particulas sOlidas y liquidas vibran y se aceleran ante la accidn ultrasonica, como
resultado, € soluto pasa rgpidamente de la fase sdlida a solvente (Mulet y cols. 2003).
El proceso de sonificacién reduce el tamafio de las particulas presentes en el material
vegetal, lo cual incrementa el areade exposicion al solventey ala cavitacion producida.
El ultrasonido ademésfacilitalarehidratacion del tejido si se estan utilizando materiales
secos a abrir los poros, que a su vez incrementa e transporte de masa de los

constituyentes solubles por difusién y procesos osmaéticos (Yan y cols. 2010).

1. 4. Mé&odos de evaluacion antioxidante

En numerosas investigaciones, se han empleado técnicas (in vitro e in vivo) con lafinalidad de
evaluar |a capacidad antioxidante total o actividad antioxidante total de diferentes compuestos,
mezclas o0 alimentos. La anterior, implicalamedicion analiticade la captacion, neutralizacion y
guelacion de radicales libres de diferente naturaleza en un sistema oxidativo controlado e

involucralos siguientes compuestos (solo por mencionar a gunos):

= AAPH generador de radicales libres 2,2 azo-bis-(amidino-propano) dihidrocloruro
= ABTS" catién radical 2,2-azino bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato)

= DMPD’ radical N, N-dimetil-p-fenilendiamina

= DPPH" radical (2,2-difenil 1-picrilhidrazil) (Vit y cols. 2008).
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Estas técnicas han sido utilizadas para evaluar distintos metabolitos secundarios, presentes en
estructuras celulares de frutos que poseen diferentes propiedades antioxidantes dependiendo de
su contenido de moléculas de este tipo. A su vez este carécter es afectado por € tipo de fruta
(especies y variedad dentro de las especies) y las manipulaciones (por medio de métodos
tradicional es, tecnol ogia avanzada o mani pul acion genética) que serealicen en e mismo (Chang
y cols. 2000, Scalzo y cols. 2005).

M étodos colorimétricos de evaluacion antioxidante
DPPH (2,2-difenil 1-picrilhidrazil)

El DPPH esunradical libre sintético (Fig. 17) que se ha empleado para determinar |a habilidad
de los antioxidantes para reducirlo por atrapamiento (Min-Sheng y cols. 2008). Absorbe a 517
nm, cuando sufre la reduccién por un antioxidante, este disminuye la coloracion y esto
proporciona un indice para estimar la capacidad del extracto para atrapar radicales libres donde

acttia como donador de protones radical (Alvarez y cols. 2008, Bolling y cols. 2009).

NO,

NO,

Figura 17. Estructura quimica del DPPH

ABTS* (2,2 azinobis-(3-etilbenzotiazolin 6-acido sulfénico))
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El método ABTS es unatécnica que se usaparamedir |a capacidad antioxidante, de compuestos
puros o extractos de plantas asi como de alimentos. Involucra un compuesto colorido de
naturalezaradical cationico (radical ABTS™).

El radicad ABTS* debe ser generado mediante reacciones quimicas (persulfato de
potasio, didxido de manganeso, persulfato de sodio ...) o0 enzimaticas (peroxidasa, mioglobina
...). Dicho radical tiene la capacidad de solubilizarse en medios acuosos y organicos. El radical
ABTS™" es e método més indicado para evaluar la capacidad antioxidante de compuestos
coloreados, por presentar una absorbencia maxima proxima a la region infrarroja (754 nm) y
reducir posibles interferencias de compuestos coloridos que absorben en la region visible o
compuestos resultantes de reacciones secundarias. Asimismo, € méodo ABTS™* ha sido
validado por su estabilidad, reproducibilidad y por ser una alternativa econdmica respecto a

otros métodos de eval uacion antioxidante (Kuskoski y cols. 2004).

M étodo de TBARS (Sustancias Reactivas al Acido Tiobar bitGrico)

Para este método se emplea tejido cerebral de ratay se mide la cantidad de malondialdehido
(MDA) generado durante lareaccion, este tltimo se considera un producto final de la oxidacion
delos acidos grasos y se ha utilizado como un biomarcador viable de |a peroxidacion de lipidos
(Gunes y cols. 2006). El principio de este método es la reaccion de una molécula de
malondialdehido (MDA), con dos moléculas de TBA (&cido tiobarbitarico) (Fig. 18) para
generar un colorido rosadel complejo MDA-TBA.
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Figura 18. Reaccion del complggo MDA-TBA

1. 5. Cuantificacién de carotenoidesy polifenolestotales
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Cuantificacion de carotenostotales
Los carotenoides totales, y en especial el -caroteno, se han obtenido utilizando solventes
organicos para su extraccion, asi como y métodos espectrofotomeétricos y cromatogréficos para

su cuantificacion.

Deter minacion de fenolestotales (FT)

El método espectrofotomeétrico desarrollado por FOLIN - CIOCALTEU para la determinacion
de fenoles totales se fundamenta en su caracter reductor y es el més empleado. Se utiliza como
reactivo una mezcla de acidos fosfowol gframico y fosfomolibdico en medio basico, originando

oxidos azules de wolframio (WgO23) y molibdeno (M0gO23).

M étodos para aislamiento e identificacion de compuestos antioxidantes en frutos
El estudio de lacomposicién defrutas, hojas, tallos, raices y cualquier otro tipo de alimento con
propiedades antioxidantes se redlizan a través de diferentes métodos de separacion,

identificacion y cuantificacion de sus componentes, entre |os que destacan |os siguientes:

» Cromatografia en capafina
» Cromatografia en columna (obtencién de fracciones)
* Cromatografia liquida de alta resolucién HPLC (fraccionamiento)

» Cromatografia de gases CG (separacion de componentes y su cuantificacion)
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. ANTECEDENTES

2.1. Evaluacion de actividad antioxidante en frutos (pulpay epidermis)

La actividad antioxidante de la parte comestible de frutos (pulpa y epidermis) se debe
principalmente a la actividad combinada de diversos antioxidantes, incluyendo vitamina C,
compuestos fenolicos, entre otros, caracteristicas que se atribuyen a un antioxidante en
particular, del mismo modo, investigaciones acerca de la capacidad antioxidante en frutas
pueden considerar las diversas concentraciones y composiciones de diversos antioxidantes. Sin
embargo, la distribucion y composicion de sustancias antioxidantes son afectados por la
madurez, cultivo, précticas de horticultura, origen geografico, tiempo de crecimiento, duracion
y condiciones de almacenamiento, postcosechay procedimientos de procesamiento (Yoo y cols.
2004). Asimismo, la actividad antioxidante total, da una buena medida acerca del valor
nutricional de las frutas.

De igual modo, diversos estudios han mostrado que frutas citricas como limones, limas
y haranjas asi como manzanas, fresas, cerezas, frambuesas y ciruelas, entre otras, exhiben una
actividad antioxidante que se atribuye principalmente a sustancias antioxidantes de tipo
fenolicas, vitamina C, carotenoides y otros, pero las variaciones en las cantidades de los
principales antioxidantes y la actividad antioxidante total en frutos de teocote no se ha
investigado (Yoo y cols. 2004, Keversy cols. 2007, Keutgen y Pawel zik 2007).

Drogoudi y Tsipouridis (2007), evaluaron a fruto de durazno Prunus pérsica L., para
determinar la variabilidad en el contenido antioxidante y caracteristicas fisicas en frutos de
nueve cultivos de durazno/genotipos (Prunus persica L.) injertados en tres portainjertos. Los
resultados fueron que los efectos del portainjerto sobre el contenido antioxidante de frutos no
fueron pronunciados. Sin embargo, se encontré un marcado efecto del cultivo sobre el contenido
antioxidante en frutos, |a actividad antioxidante equival ente al ascorbato (AEAC) y €l contenido

de fenoles totales vari6 entre 6.3 y 5.3, respectivamente.
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2.2. Comparacion de actividad antioxidante por diver sos métodos de extraccion

Uno de |os aspectos que puede influir en la actividad antioxidante de frutos y plantas, es el tipo

de extraccion empleado, por €ello, €l ideal debe ser capaz de producir atas cantidades de la

sustancia requerida y no debe ser destructivay eficiente en € tiempo (Qadir y cols. 2009).

Tabla 3. Comparacion de diferentes trabaj os acerca de la extracci6n de antioxidantes en fuentes
naturales (NR=No reportado, EA=acetato de etilo, MetOH=Metanol, EtOH=Etanol) (Spingo y

De Faveri 2007).

Materia

prima

Procedimiento de

extraccion

Rendimiento

Pureza del

extracto

Orujo deuva
roja

Talo deuva
roja

Semillas de
uvaroja

Semillas de
uvaroja

Semillas de
uva blanca

50 g de polvo
(desgrasado o no), a
28/60°, por 5/24 h,
con 200 mL: EtOH
EA:agua(9:1)
EA:agua(9:1)

50 g de polvo
desgrasado, 5 h a
60/70°, dos veces
con 150 mL

EA:agua (9:1),
EA:agua (17:3),
EA:agua(4:1)

100 g de polvo
desgrasado, 8 h con
150 mL caliente (T
NR)

Acetona:agua:acido
acético (90: 9.5:0.5)

10 g, 8 h con 40 mL
EA:agua(9:1) TNR

de polifenoles

GAE
0.27
0.15

0.33

(Catequinas)
0.86
1.35
1.56

(Catequinas)

25

(Catequinas)
0.5

6.00
9.01

22.34

54.00
50.5

46

47

Spingoy De
Faveri 2007

Spingoy De
Faveri 2007
Jayaprakasha

y cols. 2009

Jayaprakasha
y cols. 2003

Pekic y cols.
1998
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Semillas de
uvafresca

Semillas de
uvafresca

Semillas de
uva

Piel deuva
rojafresca

Uvas frescas

Orujo deuva
roja

100 g de polvo
desgrasado/200 mL
acetonacagua:acido
acético (90:9.5:0.5),
60 °C, 8 h o
EA:MetOH:agua
(60:30:10)

240 mg de semilla
estrujada/10 mL
MetOH:agua (4:1),
16 h, Tamb 1h, T <30
°C, con
ultrasonicacion 30
mgy CO-

100 g de polvo con
100 mL  100%
EtOH, 24 h Tamb

Pie de 100 uvas/60
mL de solvente:

MetOH 16h/-25 °C
+ 80% MetOH
A Taw + 50%
MetOH 4 h/Tamb +
agua desionizada 16
h/-25 °C + 75%
acetona  1h/Tamb
MetOH/12 N HCI
(99:1) 4h/25 °C +
MetOH/12 N HCI
(99:1) 12h/25 °C +
MetOH/12 N HCI
(99:1) 4h/25°C

100 uvas/60 mL de
solvente (como €
anterior)

2509 (50 gd.m.)/1
L EA:agua(1:1) 5-
30, TNR

(GAE)
9.6
10.8

(Catequinas)
0.066
0.063
0.078

(Taninos)

(GAE)
0.25

0.24

0.43-0.51

0.11 (HPLC)

62.8
66.8

Baydar y cols.
2004

Pamay
Taylor 1999

0.53 Ahny cols.

2002

Revillay cols.

1998

0.011
1999

Bonillay cols.
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Orujo deuva
roja

Orujo de
semillas
Orujo de piel

Orujo deuva

Orujo deuva
Orujo de
destilado
Semillas de
uva
Semillas
destiladas

Orujo deuva
destilada

Lechuga,
Productos de
escarola

19/3 mL 80% EtOH
con 0.5%0.1 N HCl,
Ty tiempo NR

50 ¢/100 mL de
agua o 70% EtOH o
70% MetOH, 1-12-
24 h, Tamb

5 g de liofilizado +
NR mL MeOH
75%, 15’en bafo
ultrasonico (TNR),

dos VECES.
Concentrado de
liquido, agua

destilada y extraida
3 veces con EA 2g
de liofilizado para
las semillas

1 kg lavado vy
secado/8 kg de

solvente en
autoclave:
Agua, 4%, H>SO4,
130° C, 90’

Agua, 100 °C 5h
Agua, 130 °C 90
Seguido siempre por
extraccion EA de
licoresy liofilizado

1 kg de extracto
fresco por reflujo
con MetOH o agua
hirviendo (3 L) 1h.
Liofilizado.

Purificacion con
resina de Amberlita
y liofilizado

(GAE) 0.59
2.4
0.37

(GAE)
0.035-1.36

0.06
0.08-0.14
0.15
0.15-0.18

(GAE)
0.20
0.10
0.22

Fenolestotales
0.16 (fw)
0.015

0.14
0.28
0.11

Flavan-3-ols

125
133
18.3

5.02
15.20

Negroy cols.
2003

Lapornik y
cols. 2005

Gonzdles-
Paramas'y
cols. 2004

Cruzy cols.
2004

Llorachy
cols. 2004
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Grosdllas
negras

Cerezas
(diferentes
partes)

Semillas de
hinojo

Escaramujos

Frutos de
uva
Pulpa
Piel

Hierbas
aroméaticas

Alubias
rojas

60% EtOH, 60 h, 20
°C

80% EtOH, 8 min,
20°C

10 g de polvo/20 mL
de acetona,
ultrasonido 10", 10
mL  acetona:agua
(7:3) dos veces, 80
mL decloroformo, T
NR, 15 g de
polvo/900 mL de
acetona, 6 h en
aparato Soxhlet

25 ¢g/500 mL de
aguahirviendo 15
25¢/100 mL EtOH 5
veces

100 mg de polvo
liofilizado/2 mL
EtOH 50%, 4 °C, 24
h

50 mg de
liofilizado/5 mL
80% MetOH/agua,
90°C, 3h

5mL 1.2 M HCl en
80% MetOH/agua,
90°C, 3h

6-10 g molido/50
mL (dos veces)
MetOH 99.5%, 2 h,
TNR

100 g de polvo/500
mL 50% EtOH, 75
°Cx3h

3.679-3.956

3.55-3.802

(GAE)

2.12 (GAE)

9.0

(GAE)

(fw)
0.13-0.17
0.15-0-0.26

(GAE)

(GAE)

(HPLC)

(GAE)
0.05-05
1.86
4.77

13.09

82.19

6-12

0.4-3.8

1.6

Cacacey
Mazza 2003

Chaovanalikit
& Wrolstad
2004,
Bandonienéy
cols. 2004

Oktay y cols.
2003

Gao y cols.
2000

Gorinsteiny
cols. 2004

Miliauskasy
cols. 2004

Chou, Chao &
Chung 2004
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Filtracion y

liofilizado

Hojasde 20 g de polvo

boldo desgrasado /MetOH  (Flavonoides) Quezaday
(en Soxhlet), 14 cols. 2004

secado, extraido con
agua/l60 °C/48 h,
fase acuosa extraida
con CHClzy EA

Bayas 20 g de bayas

negras congeladas/20 mL 0.14-0.88 (GAE/peso  Benvenuti y
de MetOH:HCI 2% fresco) cols. 2004
(95:5 viv), 60 min
(dos veces)

Zarzamora 25 g de muestra

pulverizada en (GAE) Siriwoharn y
nitrégeno liquido/25 Wrolstad
mL  Acetonacagua 2004

Entero (7:3) + acetona 0.82-0.84

Solopulpa  cloroformo (1:2) 0.80-0.96

Solo 1.46-1.75

semillas

2.3. Evaluacién de actividad antioxidante por e método DPPH

En 2008, Drogoudi y cols. evaluaron la actividad antioxidante y el contenido de polifenoles en
manzanas (Familia:Rosaceae) (piel y pulpa) de los cultivos Fuji, Golden delicious, Granny
Smith, Jonagored, Mutsu, Starkrimson y Fyriki. Reportaron que paratejido de piel, laactividad
antioxidante més alta (35.7 + 0.9 mg g DW media+ SE.) y & contenido de fenolicos totales
(19.9 + 0.6 mg g1 DW) se encontr6 en Starkinson, seguido por Jonagored, Mutsu, Fyriky y Fuji
(valores de media 19.9 + 0.4 mg g* DW y 12.9 + 0.4 mg g* DW, respectivamente) mientras
gue los val ores menores se encontraron en Golden Deliciousy Granny Smith (3.7+ 0.1y 3.5+

0.4 mg g DW, respectivamente).
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Turkem y cols. 2006, evaluaron € efecto del uso de aguay diferentes solventes organicos como
acetona, N,N dimetilformamida (DMF), etanol o metanol a tres concentraciones diferentes
(50%, 80% y 100%) sobre el contenido de fenoles totales en té negro (Camellia sinensisL.) y
té negero de mate (llex paraguariensis), por e método de Folin y Ciocalteu. Los resultados

obtenidos se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 4. Efecto de diferentes solventes sobre la actividad antioxidante en extractos de te

Ténegro Té de mate
Actividad Actividad
antioxidante (%) antioxidante
(€0)
Agua 29.1 + 0.68 61.2 +0.89
Acetona
50% 83.1+0.22 93.7+0.18
80% 80.4 + 0.97 94.2 +0.30
100% 1.2+0.16 Nd
DMF
50% 825+ 0.94 91.1+0.42
80% 78.8+0.78 92.4 + 0.66
100% 39.0+0.44 51.7+0.94
Etanol
50% 68.7 £ 1.93 94.3+0.53
80% 496+ 1.04 78.7+1.13
100% Nd 47+0.75
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M etanol

50% 53.8+1.21 89.6 +0.17
80% 47.1+0.65 82.0+1.20
100% 11.0+ 0.50 40.0+1.73

2.4. Evaluacién de actividad antioxidante por € méodo ABTS

Garcia-Alonso y cols. 2004, evaluaron la capacidad antioxidante equivalente a Trolox (TEAC),
un andlogo de la vitamina E soluble en agua, através del cation radical ABTS, en extractos de
un total de 28 diferentes frutas. Los resultados y valores de TEAC fueron positivos, la muestra
con lamenor actividad antioxidante fue el aguacate (1umol/g), seguidos por higo verde y pera
(c.v. blanquilla), que tuvieron valores de 4 y 3 umol/g, respectivamente. Las muestras con una
gran capacidad antioxidante en esta evaluacion fueron caqui (406 pmol/g), zarzamora (192

pumol/g), arandano (187 pmol/g), y frutos de arboles de fresas (163 umol/g).

En 2006, Spigno y cols. investigaron la cinética de extraccion (de 1 a24 h) a45y 60 °C, y €
efecto del solvente (etanol con diferentes contenidos de agua) sobre la calidad y rendimiento del
extracto (poder antioxidante). El poder antioxidante (prueba de ABTS) estuvo fuertemente
correlacionado con la concentracion de fenoles totales, y estuvo influenciado por € contenido
de aguaen etanol, se sugiere que estavariableinfluye solo en lacantidad pero no en lanaturaleza
de los compuestos extraidos.

Ropy cols. 2009, evaluaron la actividad antioxidante en 12 cultivos de frutos selectos de ciruela
(Prunus domestica L.), esta actividad se evalud a través del método ABTS y los resultados se
reportaron como equivalentes de acido ascoérbico (AAE)/g de muestra. Se reporto que la
variabilidad de la actividad antioxidante entre los 12 cultivos evaluados fue dta (2.58 a 6.04 mg
de AAE g?). Los resultados se muestran en la siguiente tabla:
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Tabla 5. Actividad antioxidante en extractos de frutas de diferentes cultivos de Prunus
domestica

Actividad antioxidante tota

Cultivo (mg AAE g1 FM)
1. Bluma 3.24+0.25
2. Durancie 468+ 0.21
3. Kulovacka 4.01+0.19
4. Augustinka 351+024
5. Brysca 342+0.14
6. Kirkeha 3.19+0.17
7. Pavluvka 5.85+0.20
8. Svestkadomaci 6.04 + 0.21
9. Wangenheimova 3.59+0.19
10. Hamanova 285+0.14
svestka
11. Stanley 3.07+0.17
12. Vlaska 2.58+0.18

Hayouni y cols. 2007 evaluaron la actividad antioxidante en extractos de los frutos Quercus
coccifera L. y Juniperus phoenicea L., mediante e méodo ABTS por dos sistemas de
extraccion. En el primer método (método #1), 1os polvos (100 g) fueron extraidos en un extractor
Soxhlet con hexano por 6 h a 65 °C para remover |os materiales grasos. En € segundo método
de extraccion (#2), lamaceracion del polvo crudo fue llevada a cabo en un solo paso. Se usaron
solventes organicos individualmente, como acetona y cloroformo, o en mezclas:
acetona/agualécido acético (90/9.5/0.5) y acetato de etilo/metanol/agua (60/30/10). Los
resultados de laprueba ABTS (expresados como mg equivalentes de vitamina C/g de peso seco)
mostraron que los solventes con diferentes polaridades tienen efectos significativos sobre la

capacidad antioxidante, como se muestra en la siguiente tabla:

34



Tabla 6. Efecto de diferentes solventes sobre |a capacidad anti oxidante en extractos delosfrutos
J. phoenicea L. y Q. coccifera L., obtenidos por ambos métodos de extraccion.

Juni perus phoenicea Quercus coccifera

Método#2 Método#1 | Méodo #2

Agua 144 + 152+101 108+067 834+121
Cloroformo 6(.)(.)141 303+021 421+029 222+0.22
Acetona 116-5..341 141+04 132+0.81 11.2+0.81
Mezclal 228%21 26.7+£094 222+057 182+1.01

Mezcla?2 99+05 724+094 7.13+x0.79 641+0.15

2.5. Cuantificacion de carotenostotales en frutos

En el 2010, Vernay cols. evaluaron la cantidad de carotenos totales en frutas verdes de Ficus
glomerata (FamiliazMoraceae), por ser frutos ricos en antioxidantes y un adecuado contenido
nutricional. En el estudio, los frutos de F. glomerata mostraron un contenido de 32.7 mg/100 g

de carotenoides.

2.6. Cuantificacion de polifenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu
En 2007, Keversy cols. evaluaron la cantidad de Fenol es total es (expresados como equivalentes
de acido clorogénico (CAE)/100 g de muestra) por € método Folin y Ciocalteu en diversas
frutas y vegetales selectos, respecto a la cantidad de fenoles totales en frutas frescas, la uva
negra fue la que tuvo & contenido fenolico mas alto (582 mg de CAE por 100 g), seguido por
bananas, uva verde, limon, fresay ciruela, mientras que el meldn, peray nectarina tuvieron el
menor contenido de fenolicos.

Respecto alos vegetales, las papas rojay amarilla fueron los vegetales con & contenido

defenolicosmasalto (296 y 284 mg de CAE/100 g respectivamente), seguidas por papas verdes,
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espinacas y brocoli. El contenido fenolico de los otros vegetales evaluados fue menor,

especiamente en pepino y zanahorias.

Jayaprakashay Patil (2007), evaluaron el contenido de fenol estotales en frutos de dos diferentes
especies de citricos: cidra (Citrus medica) y naranja (C. sinensis). Las fracciones de
antioxidantes fueron extraidas de frutos maduros, usando cinco diferentes solventes con

extractor Soxhlet. Los resultados obtenidos se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 7. Porcentaje de rendimiento y contenido fendlico presente en frutos citricos

Fenolicos como

Variedades | Solventesusados Rendimiento equivalentes de
paralaextraccion  (g/100 g de catequinas (mg/g de
fruto) extracto)

Cidra Hexano 1.50 0.00
EtOAC 20.01 12.77
Acetona 1.30 29.64
Metanol 40.60 39.28
MeOH:agua 7.31 71.81
(80:20)

Naranjaroja Hexano 0.83 0.00
EtOAC 7.19 29.6
Acetona 2.76 48.8
Metanol 68.01 8.0
MeOH:agua 20.01 2.0
(80:20)

En el 2007 Celik y cols. evaluaron € contenido de fenolicos totales en frutos de arandano
agrio, Vaccinium macrocarpon Ait. (Familia:Ericaceae) en diferentes estados de madurez
(verde brillante, enrojecido, rojo brillannte y rojo oscuro). Los resultados fueron que durante
la maduracion de verde a estado rojo obscuro, € contenido de fendlicos totales disminuyo
de 7990 a 4745 mg GAE/kg de peso fresco, asimismo, € contenido de fenolicos totales de

baya roja madura fue de 5200 mg GAE/kg de peso fresco. Con lo anterior, demostraron
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claramente que algunas de las propiedades quimicas y capacidades antioxidantes son

afectadas por los estados de maduracion del fruto.

Turkem y cols. (2006), evaluaron € efecto del uso de aguay diferentes solventes organicos

como acetona, N, N dimetilformamida (DMF), etanol o metanol a tres concentraciones
diferentes (50%, 80% y 100%) sobre el contenido de fenoles totales en té negro (Camellia

sinensis L.) y té negero de mate (llex paraguariensis), por € método de Folin y Ciocalteu.

L os resultados obtenidos se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 8. Efecto de diferentes solventes sobre el contenido de polifenoles en extractos de te

Solventes

Agua

Acetona

50%
80%
100%

DMF
50%
80%
100%

Etanol
50%
80%
100%

Metanol
50%
80%
100%

Té negro

Contenido de

polifenoles mg/g

30.5+0.62

92.4+0.83
87.2+121

1.8+ 0.09

99.8+1.24
96.8 + 1.02
35.6+0.34

740+ 094
53.7+0.91
21+0.01

62.6 + 0.62
56.0+1.70
135+0.72

Té de mate

Contenido de

polifenoles

mg/g
64.2+1.36

120.4 + 1.49
113.4+ 1.00
26+044

108.8 + 2.28
113.4+1.09
54.4+0.42

106.1 + 3.24
83.5+ 2.66
4.8+ 0.06

96.6 + 2.63
85.6 + 1.60
35.5+0.36
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[Il1.  JUSTIFICACION

Los extractos de frutos u otras fuentes naturales constituyen una mezcla de compuestos con
diversa actividad biologica y tienen la funcion de ayudar a la sobrevivencia del sistema
biol6gico. Estas propiedades de los metabolitos se han aprovechado para resolver diversos
problemas en beneficio del ser humano. Pero es necesario evaluar la capacidad fitoquimica de
estos frutos utilizando técnicas analiticas bien establecidas. Es conocido que los frutos bajo
condiciones climaticas extremas desarrollan mecanismos de defensa y supervivencia
incrementando la concentracion de metabolitos con actividad biologica. Por ello se han
desarrollado técnicas de extraccion especificas y su posterior caracterizacion.

Ademas, |los extractos provenientes de frutos y vegetales, poseen una enorme variedad de
compuestos quimicos gque actlian como agentes antioxidantes, inhibiendo laformaciény el dafio
producido por los radicales libres, que no solo son la causa principa de rancidez y pérdida de
valor nutricional delos alimentos, sino que también se asocian con enfermedades cronicas como
cancer, Alzheimer y enfermedades cardiovasculares cuyo factor comin es el proceso de
envejecimiento.

Por lo tanto, resulta importante investigar frutos oriundos de México, debido a la enorme
riqueza con gque se cuentay el elevado potencial nutritivo de estos. El tejocote, ademés de contar
con las caracteristicas antes descritas, no hasido estudiado en cuanto a su capacidad antioxidante
y se considera un fruto cuya produccion nacional es importante, siendo Huegjotzingo uno de los
principales productores del mismo.

También resultatrascendental estudiar alos frutos en relacion al tipo de cultivo (criollo y/o
de injerto) empleado, debido a que pueden estar sujetos a modificaciones como composicion
guimica, tamafio, coloracién, contenido de nutrientes y compuestos antioxidantes ademés de las
diferencias fisicas y quimicas. Lo anterior, debido a que durante su desarrollo estén sometidos
a condiciones de estrés hidrico, condiciones de pH del suelo, herviborismo, deficiencia de

nutrientes y otros que modifican las caracteristicas del fruto final para consumo humano.
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V. PREGUNTASDE INVESTIGACION

= ¢Queéfruto presentarala mayor actividad antioxidante in vitro?

= ¢El contenido de polifenoles y carotenoides totales cambia en relacion a las

caracteristicas del fruto?

= El método de extraccion modificala actividad antioxidante?
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V. HIPOTESIS

La actividad antioxidante frente alosradicales libres ABTS y DPPH entre los frutos de tejocote
Crataegus mexicana criollo y de injerto, es diferente, siendo superior € de injerto, debido ala
mayor adaptacién del portainjerto al medio ambiente.

40



VI. OBJETIVOS

General

Comparar la actividad antioxidante entre dos tipos de cultivo (criollo y de injerto) del fruto de

tejocote Crataegus mexicana.

Especificos

= Utilizar tres métodos de extraccion para la obtencion de metabolitos con actividad
antioxidante.

= Emplear los radicales sintéticos DPPH y ABTS para evaluacion de la actividad
antioxidante.

» Cuantificar polifenolesy carotenoides total es en ambos frutos.
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VIl. METODOLOGIA

7.1. Ubicacion de zonas de colecta
La colectade frutos se realiz6 durante el mes de diciembre de 2008 en tres zonas pertenecientes

al municipio de Hueg otzingo.

Tabla 9. Zonas de colecta de los frutos de estudio

Arbol Fruto Poblacion

R. Sexual Criollo  Domingo Arenas

R. Asexual Injerto Domingo Arenas
R. Sexual Criollo  Huegjotzingo
R. Asexual Injerto  Huejotzingo
R. Sexual Criollo  Sta. Ma. Atexcac
R. Asexual Injerto  Sta. Ma. Atexcac

Los frutos colectados en la zona 1 se encontraban en un terreno donde se siembra maiz desde
hace varios afos, no son campos fertilizados y se considera que provee |os nutrientes necesarios
a las especies cultivadas en la zona. La zona de colecta niUmero 2, a diferencia de la anterior,
presenta un crecimiento abundante de maleza, en el se siembra maiz, calabaza y frijol. En la
zona 3, solo se siembramaiz y difiere de las dos anteriores en la presencia de diversos arboles
frutales.

Unavez ubicadas |as zonas de colecta, se procedié a cortar e fruto paratransportarlo a
laboratorio. Cuando se tuvieron los frutos para estudiarlos, primero se seleccionaron por
apariencia fisica (libres de abolladuras, plagas y coloracion intensa como sefia de madurez),
después se lavaron con agua destilada 'y por ultimo se deshidrataron durante 24 horasa 40 °C, a
fin de evitar su descomposicion y poder amacenarlos por mas tiempo para disponer de ellos
cuando serealice € estudio.

Después del deshidratado de los frutos, se procedio a realizar extracciones sucesivas,
utilizando disolventes de polaridad creciente en el siguiente orden: n-hexano, diclorometano,

acetato de etilo, acetona, etanol y metanol.
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7.2. Métodos de extraccion

— Extraccion en frio (48 horas).

— Extraccion asistida por ultrasonido (1 hora).

— Extraccion Soxhlet (8 horas) (Sousay cols. 2008).
Extraccion en frio

» Deshidratado de frutos (pulpay epidermis) a40 °C durante 24 horas.

» Peso de fruto deshidratado (30 g)

» Envasar € fruto en frascos ambar y agregar los distintos tipos de solventes (300 mL) al
mismo fruto.

=  Solventes empleados. n-hexano, diclorometano, acetato de etilo, acetona, etanol y
metanol.

» Pasadas 48 horas, sefiltrael solvente y se evapora a sequedad en un rota evaporador.

Extraccion asistida por ultrasonido

» Deshidratado de frutos (pulpay epidermis) a40 °C durante 24 horas.

» Peso de fruto deshidratado (30 g)

= Secolocael fruto en un matraz bola de 500 mL

= Seadicionan 300 mL de solvente

= Solventes empleados. n-hexano, diclorometano, acetato de etilo, acetona, etanol y
metanol.

» Sellevaaun bafio de ultrasonido, previamente equipado con un refrigerante en posicion
dereflujo.

» Seagjustael tiempo a media hora atemperatura ambiente (25 °C)

» Pasada la media hora, se redliza un cambio de solvente para la misma fraccion (sin

cambiar de polaridad) y se gjusta nuevamente el tiempo a media hora.
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» Pasada esta media hora se cambia de polaridad a solvente y se procede a la misma
operacion paralas siguientes fracciones.

= Al finalizar € tiempo necesario se concentra €l solvente de ambos tiempos (misma
polaridad) en un matraz bola y se concentra en un rota evaporador para eliminar las

trazas del solvente empleado.

Extraccion por Soxhlet

= Empleo defrutos (pulpay epidermis) deshidratados a 40 °C durante 24 horas.

» Peso de fruto deshidratado (30 g)

» Secolocalamuestra (fruto deshidratado) en un cartucho (de papél filtro)

» Introduccién de cartucho en € sifon de latrampay un refrigerante, acoplado en forma
vertical.

= Colocar 300 mL de solvente en un matraz

= El refrigerante se conecta en posicion de reflujo.

= Sesujetael montgje en posicion vertical con pinzas.

» Unavez montado el aparato, se extraen |os metabolitos de la muestra por reflujo durante
ocho horas.

» Pasadas las 8 horas (Sousa y cols. 2008) se concentra € extracto en un rota evaporador

paraeliminar trazas de solvente

Después de obtener todas | as fracciones para cada método de extraccion, se procedi6 a evaluar
la capacidad antioxidante de éstas mediante métodos colorimétricos y cuantificar el contenido

de polifenoles y carotenoides totales.
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7.3. Métodos de evaluacion de actividad antioxidante

M étodo de evaluacion antioxidante DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

Los extractos obtenidos a partir los frutos de Crataegus mexicana, se analizaron

cuantitativamente con el método DPPH como sigue:

Preparar una solucion con los extractos a una concentracion de 20 mg/mL, equivalente
a una concentracion de 20000 ppm disueltos en DM SO (dimetil sulféxido) grado RA
(reactivo analitico).

A partir de estas soluciones, se preparan diluciones a 10, 100 y 1000 ppm (barrido
grueso) diluidas en etanol.

En pozos paralector de ELISA se adicionan 50 uL delas diluciones anterioresy 150 pL
del radical DPPH a una concentracion de 133.33 uM.

Incubar durante 30 minutos a 37 °C con agitacion orbital

Medir absorbanciaa 517 nm en lector de ELISA

Calcular € porcentgje de reduccion.

A partir de los barridos gruesos, se realizan barridos finos a concentraciones que van de
3.1a100y de 100 a 1000 ppm para calcular la Cl so.

M étodo de evaluacion antioxidante ABTS* (2,2 azinobis-(3-etilbenzotiazolin 6-acido

sulfénico)).

Cada una de las fracciones obtenidas en ambos frutos, se evaluaron por el método ABTS como

sigue:

= El radical libre ABTS™ se obtiene tras lareaccion del ABTS (7mM) con persulfato
de potasio (2.6 mM concentracion final).

= Lasolucion detrabajo se prepard mediante la mezcla de las dos soluciones stock en
cantidades equitativas, seguidas de una reaccion por 12 a 16 horas a temperatura

ambiente (25 °C), en la oscuridad.

= Unavezformado € radica ABTS™, setoman 1000 pL deestey sediluyen con etanol
hasta obtener una absorbencia comprendida entre 0.701 a 0.702 nm.
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= Unavez gustado, en la misma celda de cuarzo se agregan 10 pL de la muestra (a
100 ppm) y se toma lectura cada minuto hastallegar a seis minutos.

La disminucién de la coloraciéon se expresa como €l porcentaje de inhibicién del ABTS,
comparada con una curva estandar del antioxidante sintético de referencia Trolox (20-200
pumol/L). Los resultados se expresan en TEAC (actividad antioxidante equivalente a UM de
Trolox) por gramo de muestra.

Curva patron de Trolox a 436 nm
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7.4. Cuantificacion de carotenoidesy polifenolestotales

Cuantificacion de carotenostotales

Para la determinacion de carotenoides, se realizd una extraccion por una hora a partir de 2
gramos de tegjocote deshidratado y molido y una solucién de n-hexano/acetona/etanol 10 mL
(50:25:25, v/v), posteriormente se centrifugo por cinco min a 6500 rpm a 5 °C. Una vez
centrifugado, se recupero € sobrenadante (n-hexano) que presento coloracion amarilla intensa
y se trasvaso a un matraz de 25 mL. El sobrenadante se gjustd a 25 mL con n-hexano. La
cuantificacion de carotenoides totales se realizd mediante extraccion de la alicuota y posterior
medi ci 6n espectrof otométricaa 450 nm. La cantidad de carotenoi des total es se cal cul 6 mediante

el coeficiente de extincion de -caroteno que esigual a 2505%.

Deter minacion de polifenolestotales

Para la determinacion de polifenoles totales, se preparé una solucion metanol/agua y se
agregaron al fruto de tejocote deshidratado y molido (500 mg), de esta solucion se tomaron dos
mL y se llevaron a un volumen de cinco mL con HCI al 0.3%, de esta se tomaron 100 pyL y se
adicionaron en dos mL de NaCOs a 2%. Pasados dos minutos, a la mezcla anterior se
adicionaron 100 pL del reactivo de Folin-Ciocalteau disuelto en agua (1:1). Después de 30
minutos se midio la absorbencia mediante un espectrofotometro a 750 nm. Los resultados se
expresan en mg de écido gdlico por 100 g de fruto y son interpolados en una curva estandar de

acido gdlico.

Deter minacion de polifenoles por fraccion

La cuantificacion de polifenoles fraccionados se realizé como sigue: se pesa de 1-1.5 g de
extracto y se prepara a 100 ppm con etanol. De la dilucion anterior se tomé un mL y se aforo a
2.5 mL con é&cido clorhidrico (0.3 %) y se agité*. Posteriormente se procedié a preparar la
muestraparaleer en espectrofotometro, para ello se tomaron 1000 pL de carbonato de sodio, 50
pL de la solucion anterior* y 50 pL del reactivo de Folin (1.1). Una vez hecho esto, se

homogeni zo la solucion preparaday sellevd aun agitador orbital a600 rpm durante 30 minutos.
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Después de media hora de agitacion, se procedio atomar lectura en el espectrofotémetro a 750
nm y acacular e contenido de polifenoles por fraccion (desde n-hexano hasta metanol). Los
resultados se expresan en mg de acido galico por 100 g de fruto y son interpolados en una curva

estandar de acido gdlico.

48



VIIl. RESULTADOS

8.1. Peso defruto fresco y deshidratado

Tabla 10. Peso de tejocote fresco y deshidratado

R. Sexual
R. Asexual
R. Sexud
R. Asexual
R. Sexud
R. Asexual

Criollo
Injerto
Criollo
Injerto
Criollo
Injerto

Domingo Arenas
Domingo Arenas
Huejotzingo
Huejotzingo
Sta. Ma. Atexcac
Sta. Ma. Atexcac

6500
5200
6500
5200
6800
5200

| Arbol | Fruto | Poblacion Fresco (g) D%hl dratado (9)

735
875
775
900
785

Se obtuvo un total de 108 extractos, a partir de los frutos de tejocote criollo y de injerto

deshidratado por los tres métodos de extraccion, cuyas caracteristicas fisicas son diferentes en

cadauno de €llos.
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8.2. Peso de extractos

Se verifico que cada uno de los extractos estuviera libre de trazas de solventes, con lafinalidad
de evitar una posible interferencia en los resultados obtenidos. En la tabla 11, se indica €

rendimiento (%) de cada uno de | os extractos obtenidos por |os tres métodos de extraccion.

Tabla 11. Rendimiento (%) de los extractos obtenidos de tejocote criollo y de injerto por
extraccion en frio (EF), extraccion asistida por ultrasonido (EAU) y extracciéon Soxhlet (ES).

Fruto S|t|o Extraccmn Dicloro A.deetilo Acetona | Etanol M etanol

Criollo 1 123 0.463 1.380 1.663 15.763 26.277
Criollo 2 EF 9.607 8.230 3.997 5.150 18.510 31.227
Criallo 3 EF 0.793 0.430 1.180 1.343 5.030 19.410
Criollo 1 EAU 2977 1.607 0.823 0.857 10.797 14.013
Criallo 2 EAU 3.430 9.553 2.617 0.910 28.853 30.630
Criollo 3 EAU 1.793 2.867 0.023 3.203 5.973 17.163
Criollo 1 ES 2.513 0.927 1.523 5223 25.230 16.263
Criollo 2 ES 0.753 0.043 0.043 2.153 14.417 9.777

Criollo 3 ES 2.023 1.097 1.013 4.357 23.507 13.997
Injerto 1 EF 1.053 0.810 0.630 2.233 14.710 25.933
Injerto 2 EF 4.997 4.077 2.463 6.160 29.837 26.433
Injerto 3 EF 1.433 1.863 1.307 2.847 17.920 26.873
Injerto 1 EAU 1.033 0.990 0.220 0.047 5.197 14.327
Injerto 2 EAU 3.887 4.447 1.377 2.857 17.570 32.937
Injerto 3 EAU 0.663 1.820 0.420 0.810 13.507 16.587
Injerto 1 ES 1.680 0.763 0.600 0.613 33.243 6.930

Injerto 2 ES 1.230 0.120 0.103 2.260 22.480 7.063

Injerto 3 ES 0.897 3.330 0.623 7.497 27.413 15.390

El rendimiento (%) de los extractos obtenidos durante las primeras fracciones, contando desde
n-hexano hasta acetato de etilo fue menor, en comparacion alas Ultimas, que son las més polares

(etanol y metanol). Lafraccién en la que se obtuvo un mayor rendimiento fue la de metanol por
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extraccion en frio y asistida por ultrasonido, paralaextraccién por Soxhlet, lafraccion enlaque
se obtuvo un mayor rendimiento fue la de etanol, seguida de metanol y acetona.

Las caracteristicas fisicas de cada fraccion difieren una de otra respecto a método de
extraccion empleado. Para la extraccion en frio, las fracciones de n-hexano y diclorometano
presentaron caracteristicas similares a una cera, mientras que en acetato de etilo y acetona se
observaron polvos, paraetanol y metanol se observo un extracto semiliquido viscoso, lo anterior
debido aun elevado contenido de azlcares.

Laextraccion asistida por ultrasonido modifico las caracteristicas observadas durante la
extraccion anterior (EF), en esta, la fraccidén de n-hexano mostrd ademés de ceras, pequefios
fragmentos en polvo, mientras que a partir de diclorometano y acetato de etilo, se pudieron
observar extractos en polvo y con mayor volumen, las fracciones de acetona, etanol y metanol
Se tornaron viscosas y con menor coloracion.

Las caracteristicas fisicas de los extractos obtenidos por Soxhlet fueron diferentes
respecto a los dos métodos de extraccion anteriores (EF y EAU). Las fraccion de n-hexano
perdio su aspecto ceroso, se observd espeso y con una coloracion marron intensa, los extractos
de diclorometano y acetato de etilo fueron en forma de polvo, en las fracciones de acetona y
etanol se obtuvo una mayor cantidad de extracto, lo anterior redujo a su vez la cantidad y
coloracion del extracto obtenido en lafraccion de metanol.

Después de obtener todas las fracciones por los diferentes métodos de extraccion, se
procedi6 a evaluar la capacidad antioxidante de cada fraccion y esta se promedio en cada fruto
de acuerdo a la zona de colecta (zonal, 2 y 3), la evaluacion se reaizé mediante métodos
colorimétricos. Asimismo se cuantifico la cantidad de carotenoides y polifenoles totales y

también se promedio para cada fruto respecto ala zonade colecta (1,2 y 3).

8.3. Prueba DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)
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n-hexano

Diclorometano

A. deetilo

Acetona

Etanol

Metanol

L os extractos obtenidos se evaluaron con el método DPPH por barridos gruesosy barridos finos,

estos Ultimos para calcular el pardmetro Clso (concentracion de extracto necesaria para reducir
un 50% al radical libre empleado)

8.4. Barridos gruesos

Los extractos se evaluaron por € método DPPH a concentraciones de 10, 100 y 1000 ppm

(barridos gruesos), 1os resultados se muestran en latabla 3.

Tabla 12. Porcentgje de reduccion de DPPH en barridos gruesos + error estandar, de los

extractos obtenidos por extraccion en frio (EF), extraccion asistida por ultrasonido (EAU) y
extraccion Soxhlet (ESX).

[1 en ppm Criollo EF Injerto EF CriolloEAU | Injerto EAU Criollo ES

100
1000
10
100
1000
10
100
1000
10
100

1000
10

100
1000
10
100
1000

0.625 + 0.082
8.57 £ 0.7972
70.158 + 0.9582
1.154+0.2272
13.383 + 0.8392
77.308 + 1.9452
8.135+0.7972
33.508 + 1.7912
86.414 + 1.0782
24.047 + 0.8642
83.52 + 0.8222

95.871 +0.4722
16.937 + 1.7722

72.038 + 0.8402
95.677 + 0.2682
8.496 + 0.3152
59.582 + 0.9422
95.651 + 0.1912

1.324 + 0.608°
5.335 + 0.250°
45,545 + 0.598°
2.614 +0.220°
18.011 + 3.143?
86.101 + 2.120°
16.525 + 1.642°
55.475 + 1.192°
96.054 + 0.3°
20.916 + 1.5272
82.847 + 0.7542

95.893 + 0.2752
18.603 + 1.0592

73.727 + 0.2582
92.728 + 1.363°
11.446 + 0.668°
59.111 + 2.723?
95.615+0.1732

2.961 + 0.6612
13.427 + 0.6792
74.934 + 2.0032

5.132 + 0.2982
23132 £1.4792
90.966 + 2.0582

6.242 + 0.2632
33.811 £ 0.7712
94.366 + 0.6052
16.313 + 2.0812
77434 +15342

95.97 + 0.4512
9.526 + 0.6962

54.142 + 0.5932
95.577 £ 0.2732
7.18+0.8272
44.466 + 0.5542
95.481 +0.132

1.307 £ 0.277°

7.431+1.634°

46.31 + 0.881°

2.841 +0.481°
22479 +3.376°
85.684 + 2.3882
8.011 + 0.326°

40.939 + 2.482°
95.062 + 0.5212
14.118 + 1.1532
67.154 + 1.674°

96.217 + 0.4672
12.932 + 0.715°

56.142 + 1.0662
95.471 £ 0.2732
8.895 + 0.8732
46.078 £ 1.0532
92.554 + 0.9272

1.994 + 0.8192
13.528 + 1.553?
76.857 £ 1.756%
5.205 + 0.9622
27416 £0.8172
93.255+1.1352
36.184 + 3.3622
91.623 + 2.4502
95.056 + 0.4752
2273+ 1313
81.526 + 0.8062

95.308 + 0.22
6.090 + 0.5972

41961 +0.7632
94.452 + 0.4742
5.872 +0.5412
32.86 + 2.4322
94.493 + 0.1942

Injerto ES

2.7+0.9442
18.323 + 1.739°
86.579 + 2.460°
5.791 + 0.553?
23.922 + 0.675°
87.195+2.077°
24.667 + 2.050°
82.425 + 0.513°
95.119 + 0.1972
20.667 + 0.6412
63.794 + 0.491°

94.844 + 0.1932
11.397 £ 0.510°

58.959 + 0.121°
94.717 + 0.1862
4.846 + 0.4162
21.622 +2.707°
93.903 + 0.4862
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Latabla 12 indica e porcentaje de reduccion de los extractos obtenidos a partir de tejocote
criollo y deinjerto por los métodos de extraccion en fri6 (EF), asistida por ultrasonido (EAU) y
Soxhlet (ES). Los extractos cuyos nimeros estéan remarcados en negro, fueron |os que mostraron
una mayor actividad antioxidante a 100 ppm. Las letras diferentes (a, b) indican diferencias
significativas (p <0.05), aquellas que presentan la misma letra (a, a) no presentaron diferencias
significativas, por una prueba de Mann Withney. La prueba estadistica muestra que existe
diferenciasignificativa (p <0.05) entre tgjocote criollo y deinjerto, entre métodos de extraccion
y entre fracciones obtenidas. Las comparaciones se hicieron entre columnas y se compard por
filas.

En este método de evaluacion antioxidante es e tgjocote criollo, seguido de tejocote
injertado donde se observala mayor actividad antioxidante, ambos en la fraccion de acetato de
etilo por extraccion Soxhlet a 100 ppm. Siendo ademas este método en e que se observa €l
mayor porcentgje de reduccion en casi todas las fracciones obtenidas. Lo anterior se debe aque
el uso de temperatura incrementa la solubilidad de los compuestos presentes en el fruto. Lo
anterior incrementa la cantidad y tipo de metabolitos en cada fraccion, misma que llega a ser
menor en las fracciones méas polares donde ya no hay muchos metabolitos por haber sido
arrastrados en polaridades anteriores.

El porcentaje de reduccion a una concentracién de 10 ppm, no acanz6é més del 40% de
reduccién, en ninguna de las fracciones. La fraccion con mayor porcentaje de reduccion fue la
de acetato de etilo obtenida por extraccion Soxhlet, a partir de tejocote criollo. La fraccion con
menor porcentaje de reduccion fue la de n-hexano en ambos frutos.

El porcentaje de reduccién a 100 ppm presenta una mayor variacion entre cada una de
las fracciones evaluadas. EI mayor porcentgje de reduccion de DPPH se present6 en lafraccion
de metanol por extraccion en frio a partir de tejocote criollo, seguida de la fraccion acetato de
etilo obtenida a partir de tgjocote criollo y la misma fraccion obtenida de tejocote criollo, por
extraccion Soxhlet en los dos Ultimos casos. Siendo unavez més lafraccion de n-hexano, laque
presentd el menor porcentaje de reduccion en todos |os casos.

El porcentgje de reduccion de DPPH a 1000 ppm fue similar a partir de la fraccion
acetato de etilo en ambos frutos y por todos los métodos de extraccion. Unavez mas, lafraccion

de n-hexano fue laque present6 el menor porcentaj e de reduccién de DPPH aestaconcentracion.
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Ladiferenciarespecto alaactividad antioxidante por DPPH entre ambos frutos, se debe
principalmente a la cantidad de metabolitos presentes en este, asi como €l tipo de metabolitos
arrastrados en cada fraccion por los diferentes métodos de extraccion. De este modo, las
fracciones de polaridad mediaaaltafueron las que presentaron la mayor actividad antioxidante,

siendo compuestos de tipo carotenoides y polifenoles |os responsables de dicha actividad.

8.5. Barridosfinos

Una vez obtenido €l porcentgje de reduccion de DPPH por barridos gruesos, se procedi6 a
realizar barridos finos, con la finalidad de calcular €l pardmetro Clso, que se refiere a la
concentracion minima de extracto necesaria para reducir un 50% al radical libre DPPH. Los
resultados de las fracciones alas que selesrealizd barridos finos y cuyo porcentaje de reduccion

(por barridos gruesos) fue mayor a 50%, se muestran en latabla 4.

Tabla 13. Clsp en ppm = error estandar de los extractos més activos de tejocote criollo y de

injerto por extraccion en frio (EF), extraccion asistida por ultrasonido (EAU) y extraccion

Soxhlet (ES).

Criollo EF Injerto EF Criollo EAU Injerto EAU
n-hexano 317.07 £ 1.05 ppm 495.31 + 1.69 ppm 338.28+ 0.95 ppm?  287.91 + 1.01 ppmP
Diclorometano 128.89 +0.70 ppm® 49247 + 0.52 ppm®  332.94 + 0.70 ppm? 184.42 + 1.01 ppmP  235.19+ 234 ppm?  250.65 + 1.69 ppm?
A. deetilo 56.14 + 1.67 ppm?  21.86+0.09 ppm°®  133.81+0.35ppm? 12275+ 0.68ppmP 12.86+0.70 ppm?®  25.43 + 2.13 ppmP
Acetona 11.41+0.15ppm?  22.16 + 1.06 ppmP 23.28 £ 0.98 ppm? 2405+ 0.80 ppm? 2285+ 1.35ppm? 23.15+ 1.53 ppm?
Etanol 36.37 £ 1.14 ppm?*  39.73 + 0.84 ppm? 14956 + 0.74 ppm*  51.56 +0.82 ppmP  125.37 + 1.55 ppm?®  41.26 + 1.04 ppmP®
M etanol 53.42+284ppm* 15556+ 1.32 ppm°  32.15+ 0.67 ppm? 66.79+ 1.50 ppmP  304.14 + 2.84 ppm?  331.76 + 1.43 ppmP

Nota: Los numeros remarcados en negro indican la menor Clsp en ppm para cada fruto por

método de extraccion.

La tabla 13, indica la Clso de los extractos mas activos por DPPH (barridos gruesos) cuyo
porcentgj e de reduccion fue mayor a 50%. L os extractos mas activos fueron los de acetona por

54



extraccion en frio y acetato de etilo por extraccion Soxhlet (este podriareemplazar alos métodos
de EF y EAU), lo anterior se debe a un contenido considerable de polifenoles, ya que se tiene
reportado que este tipo de compuestos se extraen en estas fracciones. Ademés, se encontraron
diferencias significativas (p <0.05), marcadas con | etras diferentes (a, b) en cadaunadelas Cl s,
comparadas por Mann Withney. Las comparaciones se hicieron por columnasy en cada una de
las filas. El fruto con la menor Clso fue el tgjocote criollo, siendo este mejor que teocote de

injerto.

8.6. Comparacion de Clso contra antioxidantes dereferencia por DPPH

Tabla 14. Tabla comparativa de Clsp + error estandar entre antioxidantes comerciales y
extractos mas activos de tejocote criollo y de injerto, por extraccion en frio (EF), extraccion
asistida por ultrasonido (EAU) y extraccion Soxhlet (ES).

Antioxidante Clso (ppm) Criollo Clso (ppm) Clso (ppm)

o-tocoferol 2315+ 0.67 AcetonaEF 1141+ 0.15 A.deetiloEF 21.86+0.09
Ac. Caféico 18.65+0.63 AcetonaEAU 23.28+0.98 AcetonaEF 22.16+1.06
Ac. Ascorbico 1593+ 0.37 A.deetiloES 12.86+0.70 AcetonaEAU 24.05+0.08
Quercetina 5.37+£0.14 Acetona ES 2285+ 135 A.deetiloES 2543+213

Acetona ES 23.15+1.53

Nota: Las letras remarcadas en color negro indican los valores més bajos de Clso en ppm por la prueba
DPPH

En latabla 14, se presenta una comparacién entre las Clsg de los extractos de tejocote (criollo y
de injerto) y antioxidantes comerciales. Lamejor Clso se obtuvo en lafraccion de acetona (EF)
y acetato de etilo (ES), obtenidas a partir de tgjocote criollo, cuyos valores son menores a los
antioxidantes a-tocoferol, &cido caféico y acido ascorbico. Los mismos extractos presentan solo
el doble del valor de Clsp del antioxidante quercetina. En tejocote de injerto, las fracciones
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acetato de etilo (EF) y acetona (EF y ES) tuvieron una Clsp igual o menor al antioxidante a-

tocoferol.

8.7. Prueba ABT S* (2,2 azinobis-(3-etilbenzotiazolin 6-acido sulfonico)).

La actividad antioxidante de los extractos evaluados por ABTS se expreso como TEAC

(actividad antioxidante equivalente a UM de Trolox)/g de muestra.

Tabla 15. Vaores obtenidos a partir de los extractos de tejocote criollo y de injerto expresados

como TEAC (actividad antioxidante equivalente a uM de Trolox)/g de muestra.

TEAC uM/qg Criollo EF InjertoEF  CriolloEAU  InjertoEAU | CriolloES | Injerto ES

n-hexano 0.222+0012 0571+0.01° 0068+0.03*  0.078+002°  0.039+005% 0.118+0.04
Diclorometano  0.162+0.028 0.217+0.01° 0.236+0.04%>  0.099+003°*  0.111+0.03% 0.173+0.03*
A. deetilo 0.305+0.012 0.907+0.03° 0.053+0.03*  0.177+0.01° 2.146+ 0.02¢  0.968 £ 0.01°
Acetona 1.768+0.03* 1.183+0.07° 0.698+0.02%  0.422+ 0.04° 0.934+0018 1.058+0.02°
Etanol 0.669+ 0062 0525+0.03° 0361+0.03*  0.393+002%  0.149+0012 0.263+ 0.02°
Metanol 0.362+0.018  0.398+0.02* 0.093+0.02*  0.123+0.01° 0.166+0.012  0.111+0.01°

Nota: Letras diferentes (a, b) indican diferencias significativas (p <0.05) por Mann Withney.

En la tabla 15, se muestran los valores de TEAC pM/g de muestra (actividad antioxidante
equivalente a de Trolox) de las fracciones obtenidas en tejocote criollo y de injerto donde las
fracciones con la mayor TEAC fueron acetato de etilo (tgocote criollo EF) y acetona (tgocote
criollo y de injerto EF). La actividad antioxidante de la fraccion acetato de etilo esta dada por
compuestos de tipo polifenoles, por ser esta quién presentdé € mayor contenido de estos
compuestos. Ademas, el método de extraccion por Soxhlet fue el que presentd lamejor actividad
antioxidante en ABTS. Por lo anterior, e método antes mencionado, minimizaria e costo,
tiempo y cantidad de solvente costos para la obtencion de compuestos con actividad
antioxidante, debido a que fue en este donde se observo actividad antioxidante importante en
fracciones de polaridad baja a media. Las fracciones méas activas se muestran remarcadas en

color negro.
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L as comparaciones estadisticas se hicieron por la prueba de Mann Withney, se compard
al tgjocote criollo y deinjerto por columnas.

8.8. Contenido de carotenoidesy polifenolestotales

Tabla 16. Contenido de carotenoides y polifenoles totales + error estandar en tejocote criollo y
deinjerto.

Tejocote Criollo Injerto
Carotenos totales 0.232+0.0268 0.219 + 0.039?
Polifenoles totales 0.412+0.0882 0.35+ 0.05°

Nota: Letras diferentes (a, b) indican diferencias significativas (p <0.05) por t de student.

La prueba de t de student indica que existen diferencias significativas en e contenido de
polifenoles totales entre tejocote criollo y de injerto. En base alo anterior, se puede decir que el

método de cultivo modificala cantidad de polifenoles presentes en los frutos de tejocote.

Latabla 16 muestra el contenido de carotenos totales, donde es el tgjocote criollo € fruto en el
gue se obtuvo la mayor cantidad de éstos fitoquimicos, existiendo diferencias significativas (p

<0.05) entre ambos frutos.

El contenido de polifenoles totales es mayor en tejocote criollo, respecto al tejocote deinjerto y

existen diferencias significativas (p <0.05) entre ambos frutos.

Tabla 17. Contenido de polifenoles por fraccion + error estandar en tejocote criollo y deinjerto.

Fraccién Criollo (EF) Injerto (EF) Criollo (EAU) | Injerto (EAU) Criollo (ES) Injerto (ES)
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n-hexano
Diclorometano
A. degetilo
Acetona
Etanol

M etanol

0.054 + 0.0012
0.054 + 0.0022
0.055 + 0.0012
0.068 + 0.004%
0.063 + 0.0032
0.073 + 0.0012

0.054 + 0.0012
0.054 = 0.0012
0.062 + 0.006°
0.072 + 0.003°
0.063 + 0.001
0.058 + 0.002°

0.054 + 0.0022
0.054 + 0.0012
0.055 + 0.0022
0.063 + 0.0032
0.059 + 0.0012
0.056 + 0.0012

0.054 + 0.0032
0.054 + 0.0022
0.057 + 0.001
0.062 + 0.0022
0.060 + 0.003°
0.055 + 0.0012

0.053 £ 0.0012
0.054 + 0.0012
0.074 + 0.006%
0.062 + 0.0022
0.056 + 0.0012
0.053 + 0.0012

0.054 + 0.0022
0.054 + 0.0012
0.063 + 0.003°
0.060 + 0.0042
0.057 + 0.001
0.053 + 0.001

La presente tabla muestra el contenido de polifenoles por fraccion, donde se observa que es la

fraccion de acetato de etilo (extraccion Soxhlet a partir de tejocote criollo) y la fraccion de

metanol (extraccion en frio a partir de tejocote criollo), las que presentan € mayor contenido de

polifenoles (remarcadas en color negro), seguidas de acetona (extraccion en frio a partir de

tgjocote de injerto y de tejocote criollo), cuyas diferencias son estadisticamente significativas (p

<0.05). Las comparaciones para la prueba estadistica se hicieron por columnay por fila

Las fracciones con mayor contenido de polifenoles fueron también las que presentaron

la mayor actividad antioxidante en las pruebas de actividad antioxidante DPPH y ABTS por lo

gue, son estos compuestos |os principales responsables de la actividad antioxidante en ambos

frutos.
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IX. DISCUSION

Durante la presente investigacion, se evaluo la parte comestible (pulpa y epidermis) en dos
formas de cultivo (criollo y de injerto) del fruto de tgocote (Crataegus mexicana), este
pertenece a género Crataegus, de la familia Rosaceae. Los resultados del estudio arrojaron
datos acerca de la actividad antioxidante, evaluada por los métodos colorimétricos DPPH,
ABTS, y contenido de antioxidantes, mediante la cuantificacion de carotenoides y polifenoles
totales.

Es importante evaluar la capacidad antioxidante en tegjidos de frutas (pulpa y epidermis) y
plantas, ya que esta se encuentra estrechamente asociada con la actividad de *“enzimas
barredoras de radicales libres” (superoxido dismutasa, catalasa, peroxidasa) y con €l contenido
de sustancias antioxidantes, principalmente compuestos fenolicos, carotenoides, tocoferol y

acido ascorhico (Lgjay cols. 2003).

Asimismo, se tienen reportes acerca de la actividad antioxidante evaluada en diversas partes de
frutos y plantas como: Gardenia jasminoides (fruto), Panax ginseng (raiz), Pachyma hoelen
(cuerpo frutal), Atractylodes chinensis (rizoma), Carthamus tinctorius (flor), Coptis chinensis
(rizoma), Cinnamomum cassia (corteza), Zizyphus jujuba (fruto), Rehmannia glutinosa
(bulbo),Scrophularia buergeriana (raiz), Pinellia ternata (raiz), Scutellaria baicalensis (raiz),
Zingiber officinale (rizoma), Bupleurum chinense (raiz), Angelica acutiloba (raiz), Rheum
officinale (rizoma), Cocculustrilobus (rizoma), Prunus armeniaca (semilla), Crataegus cuneate
(fruto), Prunus persica (semilla), Paeonia lactiflora (raiz), Paeonia suffruticosa (corteza de
raiz), Ephedra equisetina (tallo), Astragalus membranaceus (raiz), Pueraria lobata (raiz),
Glycyrrhiza glabra (raiz), and Dioscorea batatas (tubérculo), en todos ellos se ha encontrado

unaimportante actividad antioxidante (Nishiokay cols. 1998).

Extractos
Respecto a los extractos obtenidos, se observaron caracteristicas fisicas (coloracion, texturay

aroma) diferentes entre cada uno de ellos, de acuerdo alavariedad del fruto, tipo de extraccion,
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y polaridad del solvente empleado: n-hexano, diclorometano, acetato de etilo, acetona, etanol y
metanol. Esta Ultima representa la suma de todas las propiedades molecul ares responsables de
las fuerzas de interaccion entre € solvente y las moléculas del soluto y es esta interaccion
intermolecular entre el solventey las moléculas del soluto laque determinala solubilidad mutua
(Lin y Giusti 2005). Por ende, de acuerdo a la polaridad del solvente utilizado, se extraen
diferentes grupos de mol écul as, en n-hexano se extraen metabolitos hidrof 6bicos (carotenoides,
xantofilas, terpenos y otros), acetato de etilo es afin a triterpenos, y metanol a flavonoides,

alcaloides, antocianinas y otros compuestos mas polares.

En primer lugar, los extractos presentaron una coloracion en tonalidades de amarillo a marron,
siendo mas intensa en los extractos de tejocote criollo que en tejocote de injerto, por proceder

de cultivos diferentes.

En segundo lugar, las caracteristicas fisicas de cada extracto obtenido fueron diferentes en los
tres métodos de extraccion y se observo un cambio en la consistencia de los extractos. Durante
la extraccion en frio, los polvos se obtenian en las fracciones intermedias (acetato de etilo y
acetona), mientras que por ultrasonido, los extractos en polvo se obtuvieron desde la fraccion
de n-hexano hasta acetato de etilo y por Soxhlet los polvos se obtuvieron en las fracciones de
diclorometano y acetato de etilo. En todos |os métodos de extraccién | as fracciones de etanol y
metanol mostraron un aspecto viscoso y de color marrdn, de igual modo, por extraccion en frio

y por Soxhlet, lafraccion de acetona mostré una apariencia similar alas anteriores.

En tercer lugar, la cantidad de extracto obtenido incremento respecto alapolaridad del solvente
empleado, |o anterior se debe aque el cambio de polaridad del solvente, altera su habilidad para
disolver un grupo selecto de compuestos antioxidantes, por ello a mayor polaridad se obtuvo
una mayor cantidad de extracto, con diferentes metabolitos arrastrados en cada una (Turkem y
cols. 2007). Por lo tanto, se obtuvo una menor cantidad de extracto en las primeras fracciones
(n-hexano, diclorometano y acetato de etilo), y este aumento considerablemente conforme
aumentaba la polaridad del solvente empleado (acetona, etanol y metanol). Lo anterior se

observo por extraccion en frio y por Soxhlet, si bien no lo fue asi para la extraccion por
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ultrasonido, ya que el comportamiento respecto alacantidad del extracto obtenido fue el mismo
hasta la fraccion de etanol, y a llegar a metanol, se obtuvo una cantidad de extracto menor en

comparacion con los otros dos métodos.

M étodo de extraccion

En este estudio, se evaluaron varios métodos de extraccion, en frio, asistida por ultrasonido y
Soxhlet para la extraccion eficiente de compuestos antioxidantes de los frutos (pulpa y

epidermis) de tgjocote (C. mexicana) criollo y deinjerto.

Durante la extraccion se observd que la extraccion por Soxhlet fue la mejor, respecto a la
actividad antioxidante de los extractos evaluados, comparada con extraccion en frio y por
ultrasonido, aunque esta Ultima incrementa el rendimiento del extracto, minimiza el tiempo,
cantidad de solvente empleado y con ello también reduce los costos del proceso (Londofio y
cols. 2009). Si comparamos este resultado con los reportados por Sharmay cols. 2007, en los
que observaron que la mejor actividad antioxidante en hojas, semillas, pulpa y frutos de
Hippophae rhamnoides y e maximo rendimiento del extracto fue obtenido con extraccion
Soxhlet, seguido por extraccion asistida por microondas, extraccion asistida por ultrasonido y

maceracion.

Lo anterior contribuye a la blsqueda de métodos ideales para la extraccién de compuestos
bioactivos en frutos 0 materiadles vegetales, a fin de obtener un méximo de constituyentes

bioactivos en un tiempo de procesamiento corto y aun bajo costo (Londofio y cols. 2010).

Actividad antioxidante

L os resultados obtenidos por medio del méodo DPPH y ABTS (Tabart y cols. 2007) varian de
acuerdo a la polaridad del extracto evaluado, se observd que la actividad antioxidante
incrementa en medida que aumenta la polaridad del extracto. En las fracciones n-hexano y
diclorometano se mostrd una escasa actividad antioxidante, siendo mas alta en polaridades
intermedias (acetato de etilo y acetona). La actividad antioxidante de los extractos n-hexano y
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dicloroemtano puede deberse a la presencia de carotenoides en los frutos de tejocote. Las
variaciones en |la capacidad antioxidante de diferentes extractos puede ser atribuidaadiferencias
en su composicién quimica: compuestos fenolicos, écido ascorbico y carotenoides
(Jayaprakashay cols. 2007).

En el 2004 Garcia-Alonso y cols. determinaron la actividad antioxidante de 28 frutas por ABTS,
de estas, las que presentaron menor actividad anti oxidante (expresada como pumol equivalentes
de Trolox g1) fueron el aguacate (1 pmol/g), seguido de higo verde y pera (v. blanquilla), que
tuvieron valores de TEAC de 4 y 3 pumol/g respectivamente. Las muestras con una gran
capacidad antioxidante en la prueba fueron caqui (406 umol/g), zarzamora (192 pmol/g),
arandano (187 umol/g) y frutos del &rbol de fresa (163 umol/g).

En un estudio realizado por Jayaprakasha y cols. 2007, cuyos resultados obtenidos acerca del
potencial barredor de radicales libres de los extractos de cidra, naranja y &cido citrico por €
método DPPH, a 1000 ppm, €l extracto MeOH:agua (80:20) de cidra y acido ascorbico
exhibieron 92.06% y 97.0% de actividad barredora del radical libre, respectivamente y el
extracto de hexano mostré una actividad minima a las mismas concentraciones probadas. De
manera similar, los extractos EtOAc Y MeOH de naranja roja mostraron una actividad maxima
(87.6%) y minima (60.9%) respectivamente, a 1000 ppm.

En lo referente a la concentracion de la muestra evaluada, todos |os extractos mostraron un

incremento en la capacidad antioxidante con un incremento en la concentracion de la muestra.

La actividad antioxidante por DPPH y ABTS fue mejor en e extracto de acetato de etilo,
obtenido por extraccion Soxhlet apartir de tejocote criollo, misma que se atribuye asu habilidad
para donar hidrégenosy a contenido de metabolitos de tipo carotenoides, acidos epicatequino
y clorogénico (Jayaprakashay cols. 2007, Tabart y cols. 2007). Asimismo, estos antioxidantes
naturales han sido aislados de materiales de plantas, asi como aceites de semillas, cereales,
vegetales, frutas, hojas, raices, especies e hierbas y se han identificado en semillas de citricos,

uvasy granada (Jayaprakashay cols.2007)
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En 2008, Sharma y cols. evaluaron diferentes procedimientos de extraccién (microondas,
maceracion, Soxhlet y ultrasonido) y su actividad antioxidante en semillas, hojas, pulpay frutos
de Hippopae ramnhoides, el métodos de extraccion con lamayor actividad antioxidante, al igual
gue en € presente estudio fue por Soxhlet en las partes evaluadas por los métodos DPPH y
ABTS (expresados como mg equivaentes de Trolox/g de material de planta), respectivamente.
Asimismo se puede observar que €l fruto completo presentd mayor actividad que solo la pulpa

y esta es mas bagja que la obtenida en e fruto compl eto.

Tabla 17. Comparacion de actividad antioxidante por ABTS! y DPPH?

Maceracion Ultrasonido Soxhlet
Semillas 44.5 + 0.09! 93.74 + 0.80* 182.13+ 0.10' 166.16 + 0.48!
128.03+0.63%2 131.29+0.12°2 282.75+0.122 235.12+ 1.13?

Hojas 9.80 + 0.40* 13.72+0.41'  41.14+040' 37.16+ 0.46
1752+ 0.12> 1891+0.25° 56.82+0.19°> 39.55+ 0.432
Pulpa 2.03 + 0.60* 4.86 + 0.60* 16.82 + 0.70" 6.24 + 0.64
6.97 + 0.162 7.07 +£0.122 10.11 + 0.63? 8.73 + 0.44?
Fruto 2.13+0.50* 6.13 + 0.30 18.81 +0.19* 8.33+ 0.281

1428 +0.31> 16.72+0.70° 28.40+0.19*> 21.37+0.24

Finalmente, los extractos con mayor actividad antioxidante en tgjocote criollo (Acetona EF,
acetona EAU, acetato de etilo ES y acetona ES) y de injerto (acetato de etilo EF, acetona EF,
acetona EAU, acetato de etilo ES Y acetona ES), en la mayoria de los casos presentaron una
menor Clsp que antioxidantes de referencia (o-tocoferol, acido cafeico, &cido ascorbico y

guercetina), lo que los convierte en frutos con importancia antioxidante.

Polifenolesy carotenoidestotales
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En un estudio realizado por Gancel y cols. 2007 en naranjilla o lulo (Solanum quitoense Lam.),
el contenido de carotenoides fue mucho més alto en piel de naranjilla (2.3 mg) que en tegjidos
placentales (5.0 mg) o pulpa (7.4 mg), comparado con otros frutos tropicales, respecto al
contenido en las partes comestibles de manzana de marafion (5.3 mg) y la naranja “pera” (5.4
mg), este fue més alto, pero més bajo que & mango (18.0-25.0 mg) y la papaya (44.0-46.4 mg).
Respecto a los frutos de estudio evaluados, estos presentaron menor cantidad de carotenoides
que los reportados por Gancel y cols. 2007, en tgjocote criollo (0.219 + 0.39 ug/g) y deinjerto
(0.232 + 0.26 pg/Q).

En un estudio realizado por Diasy cols. 2009, se cuantifico la cantidad de carotenoides totales
en la parte comestible de frutos Portugueses tradicionales, se encontré para durazno (0.86
mg/100 g), cereza (0.020 mg/100 @), naranja (var. lane late) (0.0018 mg/100 g) y manzana
(0.010 mg/g). Del mismo modo, e contenido de carotenoides paratejocote criollo (0.219 + 0.39
Kg/g) y deinjerto (0.232 £ 0.26 ng/g), fue menor al reportado en los frutos evaluados por Dias
y cols. 20009.

Termentzi y cols en & 2006, evauaron distintas fracciones de frutos del &bol (Sorbus
domestica, fam. Rosaceae), reportaron que en general € contenido de fenolestotal es en un rango
de 2.27 a 324 g de &cido galico/mg de extracto seco en seis tipos de extractos disminuyo en €l
siguiente orden: fracciones de acetato de etilo, fracciones de dietil éter, fracciones de

diclorometano, fracciones de butanol, residuos, extractos metanolicos y extractos acuosos.

Wang y cols. 1996, evaluaron diversos grupos de frutas con diferencias Las frutas contienen un
grupo de antioxidantes naturales que pueden tener no solo una elevada actividad antioxidante,
también una buena combinacion 0 mezcla de antioxidantes. Por gjemplo, 1 |b de fresas (454 Q)
tuvo una actividad ORAC (6973/mol de equiv Trolox), que equivale a 1.7 g de Trolox.

Asimismo, €l contenido de carotenoides y polifenoles totales entre tejocote criollo y de injerto
también fue diferente, por ende, €l contenido de carotenoidesy polifenoles en frutasy vegetales,
puede variar entre especies, variedades (biodiversidad), sitio geogréfico de produccion (sitio,

region), y tiempo de almacenamiento (Dias y cols. 2009).
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X. CONCLUSIONES

El tgocote criollo mostré la mayor actividad antioxidante por los métodos de evaluacion

empleados, asi como e mayor contenido de polifenoles y carotenoides totales.

Lafraccion de acetona por EF fue lade mayor AAO, seguida de acetato de etilo por ES con una
Clso de11.41y 12.86 respectivamente.

L as fracciones més activas mostraron una Clso menor que los AOX de referencia a-tocoferol,

acido caféico y écido ascorbico, pero mayor que quercetina.

Respecto a método de extraccion, la mayor actividad antioxidante se obtuvo por ES en la

fraccion acetato de etilo, seguido de EF y EAU en lafraccion de acetona.

Existen diferencias significativas (p <0.05) entre frutos, fracciones obtenidas y métodos de

extraccion.

Se rechaza hipotesis de estudio.
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Xl.  PERSPECTIVAS

Durante & presente proyecto de investigacion se busco € fruto de tejocote (criollo y de injerto)
con lamejor actividad antioxidante, los resultados del mismo, proponen al tejocote criollo como
un fruto con propiedades antioxidantes importantes, mismas que podrian evaluarse mediante
estudios in vivo, relacionadas al efecto del compuesto sobre €l nivel de biomarcadores de estrés
oxidativo después de su ingesta.

Asimismo, |os resultados obtenidos en ambos frutos de estudio, nos llevan a considerar
el uso de aparatos méas especializados como HPLC, para fines de aisamiento y posterior
caracterizacion de los metabolitos presentes en las fracciones de acetato de etilo y acetona, por
ser estas las que presentaron mayor actividad antioxidante.

De igua forma, es necesario realizar estudios acerca de la actividad antioxidante
respecto a la zona donde se encuentran ubicados los frutos de estudio, debido a que existen
estudios en otro tipo de frutos en |os que se han encontrado diferencias respecto alazonadonde
fueron cultivados.

Otro punto de estudio importante es e seguimiento del método de extraccion por
Soxhlet, al ser este €l que arrojo los mejores resultados, con lafinalidad de minimizar alin mas
el costo (utilizacién de menos solvente) y tiempo de extraccion (desde 8 hasta un minimo de 6
0 4 horas) e incrementar la optimizacion del mismo, asi como para observar si la actividad
antioxidante se mantiene o cambia respecto a tiempo empleado.

Por dltimo, los resultados obtenidos hasta e momento, demuestran que los extractos
evaluados exhiben meores propiedades antioxidantes, que algunos antioxidantes de referencia.
Sin embrago, es necesario € aislamiento y caracterizacion de compuestos individuales, afin de
elucidar sus diferentes mecanismos antioxidantes y la posible existencia de sinergismo entre

dlos.
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