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Resumen y Abstract IX

Resumen

En el presente trabajo se exploré la posibilidad de obtener extractos con actividad
antioxidante (AA) en alimentos a partir de residuos fruticolas (semillas y epicarpios)
empleando extraccion con fluidos supercriticos (EFS). Un total de veintidds residuos
fueron sometidos al estudio comparativo inicial, el cual consistio en: (i) obtener cada uno
de los respectivos extractos (empleando extraccion Soxhlet a presion reducida con
metanol) y (ii) evaluacion de la AA (en aceite de palma comestible-AP y carne de res
cocida-CRC). Mediante analisis de componentes principales (ACP) y analisis de clusters
(AC) fue posible determinar que los extractos de las semillas de papaya (SPy) y del
epicarpio de tomate de arbol (ETA) presentaron la mayor AA en AP y CRC,
respectivamente. Las SPy y el ETA, de forma independiente, fueron sometidos a EFS
con diéxido de carbono (CO;) y CO, adicionado con etanol (EtOH) como cosolvente
(CO,/EtOH), determinando el efecto de la presion, temperatura y adicion de cosolvente
sobre el rendimiento y la AA de los extractos. El extracto obtenido a partir de SPy
empleando CO, a 50 T/20 MPa presenté una buena AA en AP, sin em bargo, ésta fue
inferior a la observada para el extracto Soxhlet. Por su parte, el extracto obtenido a partir
de ETA empleando CO,/EtOH a 50 /30 MPa con 2% de EtOH presento la may or AA
en CRC. Finalmente, los extractos con mayor AA en AP y CRC fueron sometidos a
fraccionamiento e identificacion de algunos compuestos, logrando identificar en el
extracto Soxhlet de SPy compuestos como el acido galico, el galato de epigalocatequina,
el acido rosmarinico y el bencilglucosinolato, mientras que en el extracto supercritico de
ETA se identificaron las catequinas epigalocatequina, epicatequina, galato de
epigalocatequina y el acido rosmarinico, dichos compuestos estan asociados a la AA

observada en los respectivos extractos.

Palabras clave: Residuos fruticolas, extraccion con fluidos supercriticos, extraccion
Soxhlet, actividad antioxidante, oxidacion lipidica, aceite de palma comestible, carne de
res cocida, semillas de papaya, Carica papaya, epicarpio de tomate de arbol, Solanun
betaceum.
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Abstract

In this work we explored the possibility of obtaining extracts from waste fruit (seeds and
epicarp) with antioxidant activity (AA) in food using supercritical fluid extraction (SFE).
Twenty-two residues were subjected to initial comparative study, which consisted of: (i)
extracts obtaining from each residue (using reduced pressure Soxhlet extraction with
methanol as solvent) and (ii) assessing the AA (in palm oil edible-PO and cooked beef
meat-CBM). Using principal component analysis (PCA) and cluster analysis (CA) was
possible to determine that the papaya seeds (PyS) and tree tomato epicarp (TTE)
extracts had the highest AA in PO and CBM, respectively. PyS and TTE were submitted
to SFE using carbon dioxide (CO,) and CO, added with ethanol (EtOH) as cosolvent
(CO,/EtOH), evaluating the pressure, temperature and co-solvent addition effect on
extraction yield and AA. The extract obtained from PyS using CO, at 50 T/20 MPa
showed good AA in PO, however it was less than that observed for the Soxhlet extract.
Meanwhile, the extract obtained from TTE using CO,/EtOH 50 /30 MPa with 2% EtOH
showed the highest AA in CBM. Finally, the extracts with highest AA in PO and CBM
were fractionated and some compounds were identifying; in Soxhlet extract of PyS were
identified the gallic acid, epigallocatechin gallate, rosmarinic acid and benzilglucosinolate,
while in TTE supercritical extract were identified the catechins epigallocatechin,
epicatechin, epigallocatechin gallate and rosmarinic acid, these compounds are
associated with the AA observed in extracts.

Key words: Fruits residues, supercritical fluid extraction, Soxhlet extraction, antioxidant
activity, lipid oxidation, edble palm oil, cooked beef meat, papaya seeds, Carica papaya,
tree tomato epicarp, Solanun betaceum.
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ADN: Acido desoxirribonucleico

AG: Acido galico

ANOVA: Andlisis de varianzas

AP: Aceite de palma comestible

AR: Acido rosmarinico

BGSL: Bencilglucosinolato

BHA: Butil-hidroxianisol

BHT: Butil-hidroxitolueno

CD;0OD: metanol deuterado

CE: Curva de extraccion

CER: Etapa de tasa constante de extraccién (Constant extraction rate)
CG: Cromatografia de gases

CLAE: Cromatografia liquida de alta eficiencia

CLAE-DAD: Cromatografia liquida de alta eficiencia - arreglo de diodos
CLAE-EM: Cromatografia liquida de alta eficiencia - espectrometria de masas
CLAE-ESI-EM: Cromatografia liquida de alta eficiencia - electrospray-espectrometria de
masas

CLAE-ESI-EM/EM: Cromatografia liquida de alta eficiencia - electrospray-espectrometria
de masas/espectrometria de masas

CO,: Dioxido de carbono

CO, SC: Di6xido de carbono supercritico

CR: Carne de res

CRC: Carne de res cocida

CSMa: Cubierta de la semilla de mango de azucar

CSMt: Cubierta de la semilla de mango tommy

CU: Céliz de uchuva

DANE: Departamento administrativo nacional de estadistica

DC: Dieno conjugado

DCP: Etapa difusional o de extraccién nula (Diffusion-controled period)
DE: Desviacion estandar
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DEPT 135: distorsion por incremento de polarizacion a 135 ° (Distortionless

Enhancement by Polarisation Transfer)

DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
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ECf: Epicarpio de café

EFS: Extraccion con fluidos supercriticos

EG: Epicarpio de guanabana
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EMc: Epicarpio de maracuya
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EN: Epicarpio de naranja
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GTL: Glucotropaeolina

HEX: Aldehidos hexanal

HMBC: Correlaciones multienlace heteronucleares (Heteronuclear Multiple Bond
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MDA: Malondialdehido

MEFS: Microextraccion en fase solida

MeOH: Metanol
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NON: Nonanal

ODS: Octadecilsilano

Pc: Presion critica
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Pr: Presion reducida

RMN: resonancia magnética nuclear
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SC: Semillas de curuba

SG: Semillas de guanabana
SGy: Semillas de guayaba

SL: Semillas de lulo

SM: Semillas de mora

SMc: Semillas de maracuya
SPy: Semillas de papaya
TBA: Acido tiobarbitarico
TBARS: Especies reactivas al acido tiobarbitarico
TBHQ: Terbutil-Hidroxiquinona
Tc: Temperatura criticas

Tr: Temperatura reducida
UV-Vis: Ultravioleta-visible
VP: Valor de peroxido



Introduccion

La vocacién agricola de nuestro pais ha permitido el abastecimiento interno de la
mayoria de productos, sin embargo, gran parte de nuestra produccion fruticola es
desaprovechada, por un inadecuado manejo postcosecha o por su depreciacion en el
mercado local, direcciondndose en gran medida hacia el consumo en fresco. Asi mismo,
la industrializacion de frutas, principalmente con el proposito de obtencion de pulpas,
genera un volumen considerable de residuos (semillas, albedo, epicarpio y algunas

porciones de pulpa) los cuales en la mayoria de los casos son desaprovechados.

Por otra parte, dentro de las metodologias de extraccién que se han desarrollado en las
Ultimas décadas, la extraccion con fluidos supercriticos (EFS) es una técnica que ha
ganado cada vez mas aceptacion, desarrollandose un sinnimero de aplicaciones a nivel
analitico e industrial. Dicha técnica posee gran variedad de ventajas dado que aprovecha
las propiedades de los fluidos supercriticos (FS), siendo el diéxido de carbono (CO,) el
solvente comunmente empleado. La EFS ha sido empleada en la obtencion de diferentes
productos a partir de multiples materiales vegetales. Algunas aplicaciones importantes
son: la produccién de café descafeinado, la extraccion de la fraccion volatil de distintas
frutas o especias, la obtencion de colorantes naturales, la extraccion aceites y de
antioxidantes, entre otras. En el caso particular de Colombia, se han adelantado algunos
trabajos empleando la EFS con el fin de obtener extractos a partir de diferentes
biomasas, las cuales poseen distintas propiedades entre las que se encuentra la
actividad antioxidante (AA). Dichos trabajos han proporcionado aportes al fortalecimiento
de la investigacion relacionada con el aprovechamiento de nuestros productos naturales
y sus residuos, la cual busca, entre otros objetivos, darle un valor agregado a estos

materiales.

Teniendo en cuenta el panorama anterior, el presente trabajo se centrd en la
determinacion del potencial de los residuos de diferentes frutas como fuente de

antioxidantes. Para tal fin, en primer término, se realizé un estudio comparativo sobre la
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eficiencia para retardar la oxidacién lipidica en alimentos (aceite vegetal y carne de res
cocida) de extractos obtenidos por técnicas clasicas a partir de residuos de frutas
procesadas por la industria nacional (café, curuba, guanabana, guayaba, lulo, mango,
maracuya, mora, naranja, papaya, pifia, tomate de arbol y uchuva). Posteriormente,
aquellos residuos cuyos extractos presentaron la mayor AA, fueron sometidos a EFS, con
el propésito de mejorar la obtencion de los antioxidantes presentes en los mismos. Luego
los extractos mas promisorios se sometieron a fraccionamiento con el fin de obtener
fracciones con mayor AA. Finalmente, se identificaron algunos compuestos
responsables de la AA observada en aquellas fracciones con la mayor capacidad para

retardar la oxidacion lipidica en los alimentos sefialados anteriormente.



1. Marco Tedrico

1.1 Antecedentes

Colombia es un pais con un alto potencial en recursos naturales (agua, flora, fauna,
combustibles, entre otros), una parte importante de estos recursos son nuestros frutos,
los cuales presentan particular interés en muchas areas (alimentos, medicina, cosmética,
industria, investigacion, entre otros) gracias a sus multiples propiedades y usos.
Actualmente es de conocimiento general que dichos frutos son una excelente fuente de
antioxidantes (fenoles, acido ascorbico, carotenoides, tocoferoles y tocotrienoles),
compuestos cuya importancia trasciende del campo alimenticio hacia otros campos como
la medicina y la cosmética. Sin embargo, la obtencion de extractos, fracciones o
compuestos puros a partir de dichas fuentes naturales, con el fin de emplearlos como
aditivos o suplementos, es limitado y poco viable, mas aun cuando compuestos sintéticos
con alto potencial antioxidante como terbutil-hidroxiquinona (TBHQ), butil- hidroxitolueno

(BHT) o el butil-hidroxianisol (BHA) son mas econdmicos que los naturales.

Los residuos generados por consumo directo de frutos o por el procesamiento de los
mismos, poseen en la actualidad poco uso y una baja demanda comercial (p.e. como
base en la elaboracion de alimentos concentrados para animales), convirtiéndose en
muchos casos en fuentes de contaminacion o como precursores de problemas
ambientales (polucién de aguas, dafio en vegetacion y emision de gases, Zamorano et
al., 2007). Estos residuos podrian ser mejor aprovechados como fuente de extractos,
fracciones o compuestos con algun tipo de actividad bioldgica o aplicacion industrial, por
ejemplo la actividad antioxidante (AA) en alimentos y/o en organismos vivos, ésto
propiciaria el desarrollo de nuevos productos naturales, ademas de proporcionar un valor

agregado a sus frutos, fortaleciendo asi sus cadenas productivas.
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En las Ultimas décadas se han reportado en la literatura diferentes propiedades
asociadas a extractos, fracciones y compuestos obtenidos a partir de residuos fruticolas.
Las investigaciones han estado centradas principalmente en el aprovechamiento de
éstos en la medicina, la farmacéutica y la industria de los alimentos. Como antecedente
del potencial de dichos residuos, es de resaltar algunos estudios particulares: los
extractos acuosos de las semillas de durazno blanco (Prunus persica L.) son utiles en el
tratamiento de desordenes degenerativos como la hipermenorrea y la dismenorrea (Kim
et al., 2003), extractos etandicos de las semillas de feijoa (Feijoa sellowiana) poseen
actividad antibacterial sobre bacterias Gram. positivas y Gram. negativas (Basile et al.,
1997), extractos metandlicos y acuosos obtenidos de las semillas de mango (Mangifera
indica) poseen actividad antidiarreica probada en diferentes animales (Sairam et al.,
2003; Tona et al., 1998); extractos acuosos de las semillas de papaya (Carica papaya)
poseen actividad frente a amebas (Tona et al., 1998). Se ha evidenciado que extractos
acuosos de la cubierta de las semillas de tamarindo (Tamarindus indica) poseen un
efecto reductor en los niveles de glucosa en ratones con diabetes (Maiti et al., 2004). Por
otra parte, alquilfuranos presentes en las semillas de aguacate (Persea americana Mill.)
han presentado actividad insecticida (Rodriguez-Saona et al., 2000), las semillas de
anon (Annona squamosa) tienen asociada actividad citotéxica sobre lineas celulares de
préstata humana, al parecer dicha actividad es debida a la presencia de acetogeninas en
sus extractos etandlicos (Hopp et al., 1996), éstos también han mostrado inhibicién de la
agregacién plaquetaria, consecuencia de la presencia de diterpenos (Yang et al., 2002),
la chirimoya (Annona cherimola) posee un heptapeptido ciclico con una fuerte actividad
citotéxica (Wéle et al., 2004). Por su parte, el acido caprilico se encuentra en cantidades
considerables en las semillas de borraja (Borago officinalis L.), lo que hace a éstas una
fuente potencial de dicho compuesto (Dauksas et al., 2002), la presencia de
acetogeninas y monotetrahidrofuranos en las semillas de guanabana (Annona muricata)
esta asociada a la actividad antitumoral de sus extractos (Liaw et al., 2002), las semillas
de limon (Citrus limon) posee cumarinas que han sido relacionadas con la inhibicion de
la produccion in Vitro de superoxidos y oxido nitrico (Miyake et al., 1999), las semillas del
mamey (Mammea americana) poseen una amplia actividad biolégica, la cual se ha
relacionado con la presencia de mammeacumarimas, entre las actividades estudiadas se
tiene insecticida, anticancer, antioxidante, anti-VIH, antimicrobial, antibiotico, antibacterial
(Yang et al., 2006).
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En péarrafos anteriores se hizo referencia al potencial de los residuos fruticolas como
fuente de antioxidantes, al respecto, diferentes investigaciones han sido desarrolladas
con el fin de conocer dicho potencial, éstas han sido enfocadas hacia la extraccién,
aislamiento y/o identificacibn de antioxidantes presentes en dichos residuos, a
continuacién se presentan algunos de los resultados mas representativos obtenidos en
estos trabajos: Uno de los residuos investigados ha sido las semillas de aguacate (P.
americana Mill), al respecto se ha evidenciado que sus extractos metandlicos poseen
capacidad reductora del ion Fe™ (FRAP, por sus siglas en ingles ferric reduction
antioxidant potential) y de neutralizacion del radical 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin)-6-
sulfonato (ABTS™), dicha actividad resulté ser superior a la observada para el mismo tipo
de extracto obtenido a partir de la pulpa del fruto (Soong y Barlow, 2004). Las
mammeacumarinas de las semillas de mamey han mostrado poseer una considerable
capacidad de neutralizacion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH),
particularmente cuando poseen grupos hidroxilo en las posiciones 5y 7 (Yang et al.,
2005). Extractos metandlicos obtenidos a partir de las semillas de mamoncillo
(Dimocarpus longan Lour) han mostrado poseer AA (FRAP y neutralizacion de DPPH) y
un alto contenido total de fenoles, entre los que resaltan los acidos galico y elagico,

varios galotaninos y elagitaninos (Zheng et al., 2009; Soong y Barlow, 2006, 2005).

El mango (Mangifera indica L.) es uno de los productos fruticolas mas comun en los
paises tropicales, cuyo consumo esta asociado a diferentes propiedades alimenticias,
medicinales y bioldgicas. Sus residuos (semillas y epicarpio) han sido objeto de estudio
en el &rea de los antioxidantes; las semillas han demostrado ser una muy buena fuente
de compuestos con capacidad reductora del Fe*® y de neutralizacion de los radicales
ABTS™ y DPPH, entre estos compuestos resaltan los acidos tanico, galico y elagico
(Maisuthisakul y Gordon, 2009; Soong y Barlow, 2004, 2006). Por su parte el epicarpio de
mango es fuente de diferentes flavonoides entre los cuales resaltan la quercetina, el
kaemferol y la mangifera, este Ultimo presente también en pulpa y semillas. Estos
compuestos, al igual que otros fenoles presentes en los extractos metandlicos de
epicarpio de mango, han exhibido un buen potencial antioxidante evaluado frente al
DPPH, comparable al observado para el antioxidante sintético BHA (Barreto et al., 2008;
Ribeiro et al., 2008). El marafion (Anacardium occidentale L.) se caracteriza por poseer

un fruto (nuez) y un seudofruto (manzana), los cuales son fuente de liquidos altamente



6 Obtencién de Antioxidantes a partir de Residuos Fruticolas Empleando

Extraccion con Fluidos Supercriticos-EFS

astringentes, gracias a su alto contenido de compuestos fendlicos. Si bien la nuez de
marafién es aprovechada como fuente de diferentes productos industriales, la manzana
es a menudo considerada un residuo (cuya produccién mundial anual puede llegar a los
30 millones de toneladas), sin embargo, recientemente se ha encontrado que el epicarpio
de éste posee un alto contenido de flavonoides y acidos fendlicos (Michodjehoun-Mestres
et al., 2009) con un potencial antioxidante (neutralizacion de ABTS™ e inhibicion de la
degradacién del -caroteno) equivalente al observado para el BHA y el BHT (Kamath y
Rajini, 2007). La nuez es fuente de los denominados acidos anacérdicos los cuales han
mostrado poseer un potente efecto inhibidor de la enzima xantina oxidasa, y por tanto de
la formacion de anion superéxido. Sin embargo, dichos acidos han mostrado baja
actividad frente a radicales como el DPPH (Kubo et al., 2006). Fracciones obtenidas a
partir de la nuez han sido empleadas como antioxidantes en un aceite comestible

sometido a oxidacion acelerada (Gaitan et al., 2005).

La guayaba (Psidium guajava L.) es uno de los frutos mas consumidos en nuestro pais,
el procesamiento de su pulpa es fuente de un amplio nimero de productos alimenticios
con alta demanda nacional y un potencial mercado internacional. Uno de los residuos de
estos procesos son las semillas, en relacion a éstas recientemente se ha demostrado
gue son una buena fuente de antioxidantes (activos frente al DPPH e inhibicién de la
degradacién del -caroteno), obteniéndose extractos empleando solventes organicos y
diéxido de carbono supercritico adicionado con cosolventes, esta Ultima técnica mostré
ser mas selectiva y eficiente (Castro-Vargas et al., 2010, 2008). Fracciones de los
antioxidantes de semillas de guayaba obtenidos empleando extraccion supercritica, han
sido probadas en un aceite comestible sometido a oxidacién acelerada, observandose un
efecto protector superior al evidenciado para el BHT y el extracto crudo (Hernandez-
Acosta et al., 2011).

El maracuya (Passiflora edulis), la pifia (Ananas comosus) y la acerola (Malpighia
emarginata) son frutos comunmente empleados en la produccion de conservas, jugos y
mermeladas, los residuos de su procesamiento incluyen epicarpio, semillas y porciones
de pulpa no solubles en agua. Un grupo de investigadores brasileros sometié estos
residuos a extraccion, con el fin de obtener antioxidantes a partir de los mismos. Esta

investigacion mostré que los residuos de acerola eran una buena fuente de extractos
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activos frente DPPH vy la inhibicion de la peroxidacion de lipidos, mientras que los
correspondientes al maracuya y pifia presentaban una baja actividad (De Oliveira et al.,
2009). Las diferentes partes del melén (Cucumis melo L.), hoja, tronco, fruto (pulpa,
epicarpio y semillas) han sido sometidas a extraccién con metanol, con el fin de obtener
antioxidantes a partir de las mismas. En relacion a los residuos generados por el
consumo del fruto, se ha observado que sus extractos son una fuente minoritaria de
compuestos fendlicos (en comparacion a las otras partes como hojas, tronco y pulpa) con
baja capacidad para neutralizar los radicales DPPH, hidroxilo y peroxilo (Ismail et al.,
2009).

La bokbunja (Rubus coreanus Miqg.) es un fruto originario del sureste de Asia, el cual
posee una considerable similitud fisica y organoléptica a las diferentes especies de mora
(Rubus spp) cultivadas en nuestro pais. Recientemente se ha reportado un considerable
incremento en su cultivo en Corea del Sur (de 70 a 913 ha entre los afios 2001 a 2005),
el cual ha sido estimulado en parte por las multiples propiedades medicinales, asociadas
al consumo del fruto y sus derivados. Uno de los productos derivados es el vino de
bokbunja cuya produccién genera un considerable volumen de residuos (semillas y
pulpa, en promedio 14 y 6% del fruto fresco, respectivamente); investigadores coreanos
exploraron la extraccidn de antioxidantes a partir de las semillas desechadas por
industrias coreanas de vino, encontrando un potencial promisorio frente a radicales libres
(DPPH, peréxido y superoxido) y proteccion de lipidos, dicha actividad fue comparada
contra algunos antioxidantes naturales, como los &acidos tanico y cafeico y los
flavonoides (+)-catequina y quercetina, observando un eficiencia similar (Ku y Mun,
2008).

Uno de los productos comerciales mas consumido en el mundo es el jugo de naranja
(Citrus sinensis L.), su industria procesa anualmente alrededor de 24 millones de
toneladas de fruto, de las cuales un considerable porcentaje se convierte en residuos que
incluyen epicarpio, semillas y albedo. En busca del aprovechamiento de estos residuos
se han empleado diferentes metodologias de extraccion (ultrasonido, soxhlet y
maceracion) con el fin de obtener compuestos fendlicos con potencial antioxidante a
partir de dichos residuos. De los diferentes extractos obtenidos se ha observado que las

fracciones mas polares son eficientes como antioxidantes en particular por su alto
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contenido de flavonoides y &cidos fendlicos (Khan et al., 2010; Guimarées et al., 2010;

Anagnostopoulou et al., 2006).

Otro de los residuos fruticolas explorado como fuente de antioxidantes son las semillas
de tamarindo (Tamarindus indica L.), especificamente la cubierta de dichas semillas.
Estudios iniciales mostraron un alto contenido de flavanoles en extractos obtenidos
empleando dioxido de carbono supercritico adicionado con etanol, estos compuestos
fueron asociados al efecto protector de la peroxidacion de lipidos evidenciado para
dichos extractos (Tsuda et al, 1995). Partiendo de este resultado, diferentes
investigaciones han sido realizadas, las cuales han estado enfocadas hacia el
aislamiento y elucidacion estructural de los antioxidantes de tamarindo (Sudjaroen et al.,
2005), optimizacion de su extraccion supercritica (Luengthanaphol et al., 2004), y
evaluacion de su AA por multiples métodos (Siddhuraju, 2007). Las semillas de uva (Vitis
vinifera) son uno de los residuos fruticolas mas promisorios en la obtencién de
antioxidantes con fines practicos (aditivos o suplementos alimenticios, medicinales y
farmacéuticos), esto ha sido estimulado por un amplio nidmero de investigaciones
enfocadas hacia la extraccion, caracterizacion y aplicacién de los fenoles presentes en
las mismas (De Rezende et al., 2009; Ghafoor et al., 2009; Karvela et al., 2009; Maier et
al., 2009; Poudel et al., 2008; Rodriguez et al., 2006; Yilmaz y Toledo, 2006). Entre estos
trabajos resaltan aquellos en los que se ha empleado como solvente de extraccion
diéxido de carbono supercritico adicionado con cosolventes, gracias a la buena actividad
de los extractos y selectividad del método (De Campos et al., 2008; Murga et al., 2002,
2000; Palma y Taylor, 1999). Como resultado de estos estudios, los extractos y
fracciones de las semillas de uva son en la actualidad aplicados y comercializados como

conservantes y suplementos alimenticios.

Muchos otros residuos fruticolas han sido sometidos a investigacion como fuente de
antioxidantes, en el caso particular de los residuos fruticolas generados en nuestro pais,
Contreras y colaboradores (2011) llevaron a cabo una investigacion acerca del potencial
como fuente de antioxidantes de 24 frutos exdticos colombianos (caimo, aguaje,
algarrobo, corozo, araza, arrayana, curuba criolla y quitefia, borojo, guayaba criolla y
manzana, marafidn, cajla, zapote costefio, copoasu, badea, macadamia, babaco, lulo,

cocona, pera, chontaduro, umari y ubos). La capacidad para reducir el ion Fe®™ vy
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neutralizar el radical ABTS™ de extractos metanodlicos obtenidos a partir de dichos
residuos fue evaluada, observandose los mejores resultados para las semillas de

marafién, algarrobo y araza, y el epicarpio de zapote costefio y algarrobo.

Estos antecedentes proporcionan un panorama relativamente amplio acerca del potencial
de los residuos fruticolas como fuente de compuestos con actividad biologica,
particularmente AA. Adicionalmente proporciona perspectivas sobre el aprovechamiento
de nuestros residuos y su posible impacto sobre sus cadenas productivas, al
proporcionarles un valor agregado. Sin embargo, sugieren el desarrollo de
investigaciones méas profundas acerca del potencial de dichos residuos, sus extractos,
fracciones o compuestos en sistemas de mayor complejidad, tales como aceites
comestibles, emulsiones, productos cérnicos, células, organismos vivos, entre otros, a fin

de conocer la viabilidad de su aplicacion en los mismos.

1.2 Bases teoricas

En los ultimos afios se han empleado fluidos supercriticos (FS) en la obtencion de
extractos a partir de diferentes matrices, muchas de estas extracciones han sido
enfocadas a la obtenciébn de extractos con potencial biolégico o con propiedades
aprovechables en el campo de los alimentos. Por tal razén las bases teoricas de este
proyecto estdn enfocadas a la extraccion con fluidos supercriticos (EFS), los
antioxidantes y su actividad. Estas bases son fundamentadas en la experiencia adquirida
por nuestro grupo de investigacion, “Estudio de los Cambio Quimicos y Bioquimicos de
los Alimentos Frescos y Procesados”, en la aplicacion de la extraccion con fluidos

supercriticos a diferentes materiales vegetales.

1.2.1 Extraccion con fluidos supercriticos

La capacidad de los fluidos supercriticos (FS) para solubilizar sustancias quimicas fue
reportada por primera vez en 1879 en una reunion de la Royal Society of Chemistry de
Londres, Hannay y Hogarth indicaron que algunas sales inorganicas (CoCl,, KCI y KBr)
se disolvian en etanol a altas temperaturas, superiores a su temperatura critica (234 ).
Adicional a esto, observaron que el aumento o disminucién de la presion causaba
variaciones en la solubilidad de los compuestos (Hannay, 1880; Hannay y Hogarth,

1879). Los resultados presentados por Hannay y Hogarth fueron cuestionados y
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comprobados por varios investigadores de la época (Ramsay, 1880), ésto estimulo el
interés en el estudio de las sustancias quimicas a altas temperaturas y presiones, al igual
gue su uso como solventes, reportandose diferentes estudios de solubilidad de
compuestos organicos en metano, etileno, CO, y 6xido nitroso supercriticos (Villard,
1888).

La etapa siguiente en el estudio de las propiedades de los FS como solventes, consistio
en observar el efecto sobre la solubilidad, de variables como la temperatura y presion,
esto se llevd a cabo con sistemas binarios como naftaleno-etileno, naftaleno-etano y
naftaleno-CO, (Prins, 1915; Buichner, 1906). Posteriormente, Scheffer y sus
colaboradores de la “Technical University of Delft”, abordaron el estudio del
comportamiento de fases del sistema naftaleno-etileno, estos trabajos abrieron paso a un
amplio namero de publicaciones enfocadas hacia la solubilidad del naftaleno en
diferentes solventes supercriticos (Diepen y Scheffer, 1948), las cuales continuaron hasta
finales de 1980 (McHugh y Paulaitis, 1988; McHugh et al., 1988). Estos y otros estudios,
permitieron a los investigadores obtener datos concretos acerca de la solubilidad de
diferentes compuestos en solventes supercriticos, particularmente CO, supercritico (CO,
SC), facilitando la construccion de isotermas de solubilidad en funcién de la presién
(Modell et al., 1979).

A pesar de tener un considerable referente acerca de la capacidad de los FS como
solventes, su aplicacién en la preparacion de muestras y/o obtencién de extractos solo se
inicio hasta 1960; en 1969 investigadores del Max Planck Institute de Kohlemforschung
mostraban las potenciales aplicaciones industriales de la EFS, de forma tal que en 1970
el CO, SC era empleado en el aislamiento de productos naturales, aunque en pequefa
escala (Grandison y Lewis, 1996). Para la década de los 80 el interés en reducir el efecto
del uso de solventes organicos sobre el medio ambiente (Ramsey et al., 2009), el
desarrollo de sistemas de extraccion mas eficientes (Brunner, 2005) y el considerable
aumento de aplicaciones a escala analitica e industrial (particularmente en la década de
1990) estimuld el uso de la extraccion con CO, SC, lo cual se ve reflejado en la gran
cantidad de publicaciones existentes actualmente, haciendo de la EFS una técnica de

extraccién ampliamente aceptada y usada en muchas areas.
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Definicion y propiedades de un fluido supercritico

Al observar el diagrama de fases de una sustancia pura (figura 1) se evidencian tres
diferentes curvas, las cuales representan los estados de equilibrio de distintas fases,
solido-liquido, sélido-gas y liquido-gas, al igual que el punto de coexistencia de las tres
fases (punto triple). Un examen mas detallado de la curva de equilibrio liquido-gas,
muestra que ésta finaliza en un punto denominado “punto critico” (PC), a condiciones de
temperatura y presion criticas (T, y P¢), por encima de este punto se considera que la
sustancia se encuentra en estado supercritico. Una sustancia quimica en el estado
supercritico, o FS, se caracteriza por ser altamente comprensible y comportarse como un
gas denso (llena y toma la forma de su contenedor). No obstante, la densidad de los FS
es distinta a la de un gas y relativamente cercana a la de un liquido, por tanto, posee
poder disolvente. En términos generales un FS podria considerarse como un gas denso
con poder disolvente o una condicién de estado en la que la forma liquida y gaseosa son
indistinguibles (Brunner, 1994; Luque de Castro et al., 1993).

P A Liquido
Presion Sélido

Punto
™~ Critico
Gas

Temperatura

Figura 1. Diagrama de fases de una sustancia pura.

La region supercritica se caracteriza por diferentes razones: una de éstas es el que sin
importar cual grandes sean los aumentos de presién o de temperatura que se ejerzan
sobre el FS, no ser& posible obtener su licuefaccidon o evaporacion, segun sea el caso, es
decir no serd posible obtener dos fases distinguibles. Otra caracteristica importante

involucra la posibilidad de modificar las propiedades fisicas del FS en funcion de la
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presion y la temperatura, lo cual es de gran utilidad particularmente en la EFS. Al
respecto vale la pena resaltar algunas de las propiedades mas importantes de los FS, su

influencia en la EFS, y su modificacién en funcién de la presion y temperatura.

Una de las propiedades de los FS de particular importancia en la EFS es su densidad,
ésta posee valores intermedios entre la de un liquido y la de un gas (0.1-0.8 g/mL), y esta
asociada a su poder disolvente. La densidad de un FS presenta gran dependencia
respecto a la presion y temperatura; como se puede observar en la figura 2 para el CO,
SC, un aumento en la presion (expresada como presion reducida Pgr=P/P;), a
temperatura constante, conduce a un incremento continuo no lineal en su densidad. Por
su parte un incremento en la temperatura (temperatura reducida Tg = T/T;), a presion
constante, genera una disminucion en dicha propiedad. Un aspecto a resaltar es que el
cambio en la densidad del FS a presiones y temperaturas cercanas o iguales a P,y T,
es considerablemente pronunciado, por tanto su efecto sobre la solubilidad de los solutos
sera en una magnitud similar. Este efecto es producto de la alta compresibilidad del FS
en las cercanias al PC, la cual tiende a infinito en P, y T, (Mukhopadhyay, 2000; Luque
de Castro et al.,1993).

Densidad reducida

o L=

0.. _.
Presion reducida

Figura 2. Isotermas de densidad -presién reducida para el CO , supercritico.

El poder disolvente de un FS depende en gran medida de su densidad, debido a que las
interacciones soluto-solvente son considerablemente influenciadas por dicha propiedad,

aungue el conocimiento actual sobre las interacciones soluto-solvente para un solvente
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supercritico es limitado. La variacién de la densidad de un FS en funcion de la presion, la
temperatura, o0 ambas conduce a una variacion en la solubilidad de los solutos en el FS.
En la figura 3 se presentan las isotermas de solubilidad para antraceno en CO, SC
(Gupta y Shim, 2007; Anitescu y Tavlarides, 1997), en estas se observa que a mayor
presién mayor solubilidad del antraceno, mientras que el incremento de la temperatura, a
presiones inferiores de 150 bar, disminuye la solubilidad. Sin embargo, para presiones
mayores a 150 bar el incremento de la temperatura favorece la solubilidad del soluto, lo
gue genera un entrecruzamiento de las isotermas. Este efecto es debido al incremento
en la presion de vapor de los solutos al aumentar la temperatura y es conocido como
fendmeno de entrecruzamiento (Brunner, 1994; Mukhopadhyay, 2000; Luque de Castro
et al.,1993).

y x 10

Figura 3. Isotermas de solubilidad de antraceno en CO, supercritico.

Por otra parte, la difusividad de un soluto en un FS es muy cercana a la que éstos
poseen en un gas y considerablemente mayor a la observada en un liquido (figura 4),
esto es importante en la EFS ya que favorece los diferentes procesos de transferencia de
masa en y hacia el FS. Esta propiedad es afectada por los cambios de presion y
temperatura ejercicios sobre el FS, un incremento en la presion disminuye la difusividad,
mientras que el aumento de temperatura la incrementa. Al igual que la densidad, la
difusividad de un soluto en un FS presenta cambios drasticos al modificar la presiéon y/o

temperatura en cercanias al PC, consecuencia de la alta comprensibilidad del FS.
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Figura 4. Variacion de difusividad en CO , en funcion de la temperatura.

La viscosidad de un fluido supercritico (Figura 5), se ve afectada por los cambios de
presién y temperatura de forma similar como se describié para la densidad; el incremento
en la presién conduce a un incremento en la viscosidad, mientras que el aumento en la
temperatura la disminuye. La viscosidad de un FS esta relacionada inversamente con la
difusividad, por tanto, es de esperarse que el incremento en la viscosidad genere una
disminucion en la transferencia de masa desde la matriz solida. Esto es de particular
importancia en la EFS, especialmente cuando los solutos de interés presentan baja
disponibilidad, ya sea porque estan en los poros de la matriz solida y/o dentro de las
estructuras celulares. Al igual que la densidad y la difusividad, los cambios en la
viscosidad de un FS son altamente sensibles a pequefias variaciones en presion y

temperatura en cercanias al PC.
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VISCOSIDAD (CPS)

PRESION (Bar)

Figura 5. Variacion de viscosidad de CO , en funcion de la presion.

Una de las propiedades mas importantes para predecir la solubilidad de un soluto en un
disolvente es la constante dieléctrica ( ), en el caso de los FS esto no es una excepcion.
Al igual que las propiedades antes descritas, la de un FS varia en funcién de la presion
y temperatura; en el caso del CO, SC (figura 6) el incremento en la presién (densidad), a
temperatura constante, aumenta ligeramente , lo que permite la extraccién de
compuestos ligeramente polares (Luque de Castro y Tena, 1996). Sin embargo, a pesar
del incremento que pueda tener la de este FS, dicho aumento no es suficiente para
permitirle extraer compuestos polares. Un caso particular es el observado para el agua, a
condiciones ambientales este disolvente posee una alta y es adecuado para extraer
compuestos polares, sin embargo, en condiciones cercanas al PC su  disminuye
considerablemente, a tal punto de permitirle solubilizar compuestos organicos de baja
polaridad. Esta reduccién en la del agua es debida principalmente a la disminucién del
grado de polarizacion que este solvente presenta a altas temperaturas, similares a las

requeridas para alcanzar su PC (Shaw et al.,1991).

La EFS es una técnica que recurre a las diferentes propiedades de los FS con el fin de
darles uso como disolventes; aunque cualquier FS puede emplearse en la EFS solo
algunos poseen las caracteristicas més idoneas para su uso como solventes,
particularmente en la extraccién de solutos con actividad biolégica o con aplicacion en
alimentos. Teniendo en cuenta esto, a continuacion se describen algunos FS empleados

en la EFS, haciendo énfasis en aquellos mas usados y algunas aplicaciones especificas.
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Densidad (kg/mL)

Figura 6. Variacion de la constante dieléctrica del CO, supercritico en funcién de la

densidad.

Fluidos supercriticos usados en la EFS

En principio cualquier sustancia quimica puede ser usada como solvente en EFS, sin
embargo, la eleccion del FS generalmente involucra algunas caracteristicas consideradas
ideales o adecuadas para obtener el mejor comportamiento como disolvente durante el

proceso de extraccidn, entre estas caracteristicas se tiene:

Capacidad solvente alta

Selectividad ajustable

Quimicamente inerte

No inflamable

No toxico

No corrosivo

Condiciones criticas moderadas y asequibles
Bajo precio y de facil consecucion

Alta pureza

Facil remocion del extracto

Compatibilidad con métodos acoplados
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Es evidente que las diferentes sustancias quimicas disponibles como FS no poseen
todas estas caracteristicas, por tal motivo la eleccion del fluido debe llevarse a cabo
buscando aquel que posea la mayoria de estas propiedades, este hecho reduce el
namero de sustancias con potencial aplicacion como solventes en EFS. En la tabla 1 se
indican algunas de las sustancias quimicas que han sido empleadas en la EFS, con sus
respectivas T, y P.; el metanol supercritico ha llegado a ser muy eficiente en la extraccion
de plaguicidas (Capriel et al.,1986), al igual que el mondxido de dinitrégeno y el Freon-22
(Ashraf-Khorassani et al., 1997; Hawthorne et al.,1992), este ultimo también empleado en
la extraccion de metabolitos presentes en cortezas de plantas (Sanchez y Bursey, 2002).
Sin embargo, la toxicidad y los efectos que generan sobre el medio ambiente son
considerables, lo cual limita su uso a casos particulares. El amoniaco ha sido empleado
en la extraccion de metabolitos radiomarcados presentes en tejidos de ratones sometidos
a pruebas médicas (Jacobson et al.,1997), aunque su uso es muy limitado debido a su
alta reactividad. El etano ha tenido un mayor espectro de aplicacién como solvente en
EFS, sus condiciones supercriticas moderadas han permitido emplearlo en la extraccion
de aditivos alimenticios minimizando su degradacion térmica y oxidativa (Espinosa et al.,
2008), algunos de estos aditivos incluyen aceite de cascara de naranja (Citrus sinensis)
(Raeissi et al., 2008), grasa de granos de cacao (Theobroma cacao) (Saldafa et al.,
2002; Mohamed et al., 2002) y semillas de copoazu (Theobroma grandiflorum) (Azevedo
et al., 2003), extraccion de colesterol en grasas animales (Mohamed et al., 2000) y
fraccionamiento de bitumen (Rose et al., 2001; 2000). No obstante, el etano es altamente
inflamable, lo cual limita su uso a condiciones libre comburentes. El agua supercritica es
uno de los FS méas empleados en procesos que involucran reacciones quimicas, sin
embargo, su aplicacion a la EFS esta restringida por la estabilidad térmica de los analitos
a extraer. A pesar de esto, dicho FS posee actualmente importantes aplicaciones en la
obtencion de productos con actividad biolégica y aplicacion en alimentos. Al respecto,
Herrero y colaboradores (2006) presentaron una amplia revision sobre la obtencion de
ingredientes funcionales a partir de diferentes fuentes naturales empleando como
solvente agua supercritica. Adicional a esto, dicho FS ha sido empleado en la extraccién
de compuestos bioactivos como &cidos grasos poliinsaturados -3 (Herrero et al, 2013).
Otras aplicaciones han sido la extraccion de compuestos con actividad biolégica a partir
de hojas de girasol (Helianthus annuus L.) (Casas et al., 2008) y aceite de matrices
vegetales (Meng et al., 2006; Hu et al., 1999; Harfi et al., 1999).
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Tabla 1. Presion y temperatura criticas de sustanci  as empleadas en EFS.

Sustancia Tc (°C) | Pc (atm)
Xenén 16.6 57.6
Triclorometano 25,9 46.9
Clorotrifluorometano 28.8 38.7
Di6xido de carbono 31.1 72.9
Monoxido de dinitrogeno 36.5 71.7
Clorodifluorometano 96.4 48.5
Etano 32.3 47.6
Propano 96.8 42.4
Amoniaco 132.4 111.3
Triclorofluorometano 196.6 43.5
Agua 374.2 217.7

El CO, es el solvente més usado en EFS debido a que éste no es inflamable, toxico o
corrosivo, sus condiciones supercriticas son moderadas (P.=73.9 atm y T,=31.1C), es
relativamente econdémico y féacil de adquirir, no produce poluciébn o contaminacion
ambiental (particularmente cuando es recirculado), es un gas a condiciones ambientales
(lo que permite obtener extractos libres de solvente), se puede acoplar a métodos de

separacion e identificacion y puede llegar a ser un solvente muy selectivo.

Una de las desventajas del CO, es su baja polaridad, la cual limita su uso a la extraccion
de solutos de baja polaridad y no polares, afortunadamente esta falencia puede ser
solucionada de varias formas (Luque de Castro y Tena, 1996). Una de éstas, es el uso
de un cosolvente o modificador, el cual ayuda a solubilizar aquellos solutos de polaridad
media que son poco solubles o insolubles en CO, SC. El cosolvente es un solvente
organico de volatilidad intermedia entre el soluto y el CO,, que adicionado en pequefias
concentraciones favorece las interacciones polares (puentes de hidrogeno e
interacciones dipolo-dipolo), lo cual permite remover los solutos polares de los sitios
activos en la matriz de la muestra (Mukhopadhyay, 2000). La eleccion del modificador
depende del tipo de compuestos a extraer, de la matriz en analisis y el objetivo de la
extraccion. En la extraccion de plaguicidas es comdn usar como cosolvente metanol,
acetona, acetato de etilo, tolueno, entre otros (Hercegova et al., 2007; Yang et al., 1995),
mientras que el etanol es el cosolvente mas usado en la obtencion de antioxidantes (Lee
et al., 2010; Fu et al., 2009; Vatai et al., 2009; Castro-Vargas et al., 2010, 2008; Braga et
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al., 2008; Sarmento et al., 2008; Good et al., 2007), carotenos (Macias-Sanchez et al.,
2009; Vaughn et al., 2008; anal et al., 2005), aceites (Hamdan et al., 2008; Salg n et
al., 2007), y compuestos con actividad biologica (Tzeng et al., 2007; Liu et al., 2006). El
propanol y acetato de etilo son empleados en menor proporcibn como cosolventes,
particularmente en la obtencion de antioxidantes y otros compuestos con actividad
biol6gica (Castro-Vargas et al., 2010; Chen et al., 2009; Yang et al., 2007)

Otra estrategia empleada en la extraccion de compuestos polares o iénicos con CO, SC
consiste en la formacion de pares i6nicos. En ésta se emplean contraiones de baja
polaridad tales como alquilsulfonatos, bencenosulfonatos, sales de alquilamonio
cuaternarias, entre otros, los cuales se enlazan a los solutos i6nicos o polares
favoreciendo su extraccion con CO, SC. El uso de pares ionicos ha tenido una amplia
aplicacion en areas como la farmacéutica (Eckard y Taylor, 1997; Suto et al., 1997), en la
recuperacion de metales pesados (Wang et al., 1994; Gawenis et al., 2001) y el andlisis
de detergentes (Field et al., 1992). Otra opcién para la extraccion de compuestos idnicos
empleando CO, SC, consiste en la formacién de complejos con ligandos de baja
polaridad (Wang y Marshall, 1994; Laint y Wai, 1992).

Instrumentacion empleada en la EFS

Un sistema de EFS consta de algunos componentes basicos (figura 7): Un reservorio del
fluido, un sistema de presurizacién-impulsién del FS (compresor o bomba), una columna
o0 celda de extraccion (extractor), sistemas de calentamiento y/o enfriamiento, un
mecanismo de separacion FS-solutos (separador, restrictor o valvula) y un sistema de
recoleccién de muestra. Opcionalmente, cuando el uso de cosolvente o modificador sea
necesario se requerira una bomba adicional y una véalvula o punto de mezclado con FS. A
continuacioén se realiza una breve descripcion de los componentes basicos de un sistema

EFS y sus posibles modificaciones.

El sistema de presurizacién-impulsion puede ser un compresor de gases o bomba
impulsora de liquidos, éstos deben proporcionarle al fluido la presién deseada (critica o
superior), ademas de un flujo constante y libre de pulsos. Los sistemas mas comunes
son compresores de membrana, bombas neumaticas y bombas empleadas en

cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE). Por su parte, la celda de extraccién debe
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ser un recipiente de dimensiones adecuadas, resistente a las altas presiones y
quimicamente inerte. Esta deberd estar termostatada con el fin de mantener la

temperatura de extraccioén constante.

Figura 7. Esquema general de un sistema de  EFS.

En relacién a la separaciéon del FS-solutos, este proceso se puede llevar a cabo
empleando diferentes mecanismos. El mas sencillo de éstos implica el uso de
restrictores, los cuales son tubos largos de diametro reducido, a través de los cuales se
desplaza la mezcla FS-solutos. Estos pueden presentar diferentes diametros, longitudes
y formas, las cuales dependen de las caracteristicas del extracto, temperatura de trabajo,
flujo y tipo de fluido (Vejrosta et al., 1999; Burford et al.,, 1996; Yang et al., 1995).
Generalmente los restrictores son calentados durante su operacion, lo que favorece la
separacion del FS-solutos y minimiza su taponamiento. Muchos sistemas EFS usan en la
separacion del FS-solutos recipientes denominados separadores, en los que el FS puede
adquirir condiciones de presion y temperatura diferentes a las que posee en la celda de
extraccion, permitiendo que la totalidad o parte de los solutos del extracto sean
separados. Esta modalidad permite realizar el fraccionamiento de los extractos obtenidos
al emplear dos 0 mas separadores en los que el FS presenta diferente densidad. Otro
mecanismo empleado en la separacion del FS-solutos esta asociado con el uso de
valvulas micrométricas, las cuales permiten el flujo continuo de FS a través de la celda de

extraccién con caidas de presion bajas (inferior a 0.1 MPa). Los mecanismo de



Marco Tebrico 21

separacion citados hasta el momento se basan en la variacion de la densidad del FS, sin
embargo, otros mecanismos pueden ayudar en este proceso sin generar alteraciones
considerables en dicha propiedad. Ese es el caso de los agentes separadores de masa,
tales como adsorbentes, absorbentes y membranas, los cuales pueden retener los
solutos separandolos del FS con cambios minimos en su densidad, esto permite que el
solvente sea recirculado nuevamente (Brunner, 1994).

Los avances en el disefio y construccion de sistemas de EFS (particularmente a escala
de laboratorio) ha permitido su acople con técnicas de analisis. Equipos de EFS han sido
acoplados a cromatografos de gases por medio de trampas térmicas ubicadas en la
cabeza de la columna, en las que los solutos son atrapados por reduccion en la
temperatura (figura 8). Una vez retenidos se procede a calentar y permitir el paso de los
mismos al interior de la columna (Fuoco et al., 1997; Wright et al., 1987).

CO;

Bomba He

CO;

SistemaEFS

Inyector
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ogra
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Figura 8. Esquema del sistema de EFS acoplado a cromatografia de gases.

Los sistemas EFS también han sido acoplados a equipos de CLAE, uno de los tipos de

interface empleados han sido valvulas de tres posiciones y seis vias (el numero de
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posiciones y vias puede variar dependiendo de la complejidad en la configuracion del
sistema), las cuales se configuran para conectar en linea del sistema EFS a una trampa
de fase sdlida en la cual los analitos son retenidos (modo carga en la figura 9).
Posteriormente, se cambia de posicion la valvula permitiendo el paso de la fase movil a
través de la trampa, llevando los analitos hacia la columna del cromatografo (modo
inyeccion en la figura 9). Otro tipo de interface emplea fibras de microextraccion en fase
solida éstas son conectadas a las valvulas de mdltiples posiciones y vias (Salleh et al.,

2001), una vez atrapados los analitos se realiza una desorcion térmica de los mismos.

Lavado
Vélvula dindmico/estatica Venteo/Lavado
Modo carga
Extracto (EFS) /
( j Modo inyeccién
Trampade Guardacolumna
recoleccién
Columna analitica
Fase movil
para
CLAE

Figura 9. Esquema del acople EFS-CLAE.

Para determinar la finalizacion del proceso de extraccion es la deteccion han desarrollado
acoples de la EFS con técnicas de deteccidbn como espectroscopia de infrarojo con
transformada de Fourier (Ziémons et al., 2007; Kirschner y Taylor, 1993) y resonancia
magnética nuclear (Albert, 1995). En estos acoples se realiza seguimiento a una o
algunas sefales especificas y representativas de los compuestos de interés, la variacion
en la intensidad de dicha sefial respecto al tiempo permite determinar el final de proceso

de extraccion.
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Principios de EFS

El proceso EFS a partir de una matriz soélida ocurre en dos etapas principales;
solubilizacion del soluto (o solutos) y separaciéon de la mezcla FS-solutos. En la primera
parte el FS pasa a través de la celda de extraccion, la cual contiene un lecho fijo de
particulas solidas, llevando a cabo la solubilizacién de los solutos. El agotamiento de
éstos ocurre en la direccion del flujo, al igual que el incremento de su concentracion en el
FS. La mezcla sale de la celda de extraccion dando lugar a la separacion FS-solutos por
algunos de los mecanismos indicados en la anterior seccién, el extracto es entonces

recuperado (Brunner, 1994, Reverchon y De Marco, 2006).

Como se indico previamente, la EFS hace uso de las propiedades de los FS con el fin de
solubilizar y transportar los solutos. Los principales factores que afectan la EFS son el
poder solvatante, la selectividad, la distribucion de los solutos en la matriz sélida y su
difusién. La resistencia a la transferencia de masa desde el interior de las particulas
soélidas es, en la mayoria de los casos, dominante en la EFS. Para reducir la resistencia y
mejorar el rendimiento de extraccion, el tamafio de particula puede ser reducido, esto
disminuye la distancia a recorrer por los solutos a través de la particula, favorece la
exposicion de los solutos e incrementa el area superficial (la interfase FS-solido) (Brunner
1994). No obstante, la reduccion del tamafio de particula no puede ser indefinida, debido
a que tamarfos de particula muy pequefios puede formar aglomerados e interrumpir el

paso del FS, induciendo caminos preferenciales de extraccion.

Brunner (1994) describe el proceso de EFS a partir de un material vegetal solido en cinco

etapas paralelas y consecutivas:

1. La matriz adsorbe el FS y otros fluidos adicionados para influenciar el proceso de
extraccion. Las estructuras celulares se hinchan, las membranas y canales
celulares se dilatan, lo cual disminuye la resistencia a la transferencia de masa.
En paralelo, los solutos del extracto son disueltos por el FS.

3. Los solutos disueltos son transportados a la superficie del sélido. En esta etapa
el proceso difusivo es dominante.

4. Los solutos alcanzan la superficie externa de la particula.
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5. Los solutos son transportados de la superficie externa de la particula hacia el FS

y subsecuentemente removidos del material sélido.

Cuando el lecho fijo de particulas estad en contacto con un flujo de FS, los mecanismos
de transporte de masa involucran la difusion y adsorcion del FS, seguido por la desorcién
de los solutos, difusion por el sélido y transporte convectivo a través del lecho de
particulas. El principal factor es la distribucién inicial de los solutos en la matriz sélida;
estos pueden estar adsorbidos sobre las particulas, en el interior de los poros o en el
interior de las células, cada una de estas ubicaciones influencia el curso de la EFS
(Brunner, 1994). El proceso de difusion de los solutos a través del sélido es el mas
prolongado, mientras que la transferencia de masa desde la superficie de las particulas

es rapida y depende de la solubilidad del soluto en el FS.

El desarrollo de la EFS se puede seguir por medio de la curvas de extraccion (figura 10),
estas ayudan a definir parametros importantes del proceso, tales como el volumen de la
celda de extraccion, flujo de FS y tiempo de extraccion. Esto es posible, gracias al
conocimiento termodindmico (solubilidad y selectividad) y cinético (transferencia de
masa) del proceso. Las curvas de extraccion pueden ser obtenidas al representar
graficamente la cantidad de extracto obtenida en funcion del tiempo o cantidad de FS, en
general se considera que las curvas de extraccion estan divididas en tres partes
(Brunner, 1994; Ferreira y Meireles, 2002):

1. Etapa de tasa constante de extraccion (CER — Constant Extraction
Rate), donde la superficie de las particulas estédn cubiertas de solutos
y predomina la transferencia de masa por conveccion en la fase fluida.

2. Etapa de tasa de extraccién decreciente (FER — Falling extraction
rate), donde la velocidad del proceso es determinado por los procesos
convectivos en la fase fluida y difusivos en la fase sélida.

3. Etapa difusional o de extraccion nula (DCP - Diffusion-controled
period), donde la transferencia de masa es controlada principalmente

por los procesos difusivos en el sélido.
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Figura 10. Curva genérica de extraccion.

La transicion entre el periodo CER y el FER estd influenciada por el tamafio de particula,
contenido inicial de solutos y la estructura celular del material vegetal. Particulas grandes
generan un aumento de la etapa FER, mientras que particulas pequefas disminuyen el
tiempo del periodo CER. Cuando el material posee un alto contenido de solutos, el
proceso se desarrolla principalmente a tasa constante, siendo el proceso controlado por
la solubilidad de los solutos en el FS. Teniendo en cuenta esto, se evidencia que la
cinética de transferencia de masa depende de cuanto, donde y como se encuentran los
solutos en la matriz sélida, el mecanismo de separacion y transporte, al igual que otros

pardmetros como presion, temperatura y flujo.

Aplicaciones de la EFS

En las dltimas décadas las aplicaciones de la EFS se han incrementado
considerablemente, en la actualidad existe un amplio numero de reportes de diferentes
aplicaciones en campos como las ciencias farmacéuticas (Herrero et al., 2009; Martinez,
2008; Reverchon y De Marco, 2006; Bertucco y Vetter, 2001; Dean y Khundker, 1997;

Karlsson et al., 1997), la industria alimenticia (Herrero et al., 2009, 2006; Martinez, 2008;
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Velasco et al., 2007; Brunner, 2005;), la industria de cosméticos (Chester et al., 1996),
los productos naturales (Herrero et al., 2009), investigaciones forenses y criminalistica
(Chester et al., 1996), plaguicidas (Sunarso y Ismadiji, 2009; Hercegova et al., 2007;
Anitescu y Tavlarides, 2006; Kreuzig et al., 2000; Janda et al., 1996), obtencién de
fragancias (Velasco et al., 2007; Chester et al., 1996), polimeros (Edward et al., 2009;
Goodship y Ogur, 2004; Clifford et al., 1997), vitaminas (Luque-Garcia y Luque de
Castro, 2001; Turner et al., 2001), aceites (Reverchon y De Marco 2006; Mendes et al.,
2005; Reverchon, 1997), y remocion de metales (Erkey, 2000; McHardy y Sawan, 1998),

entre muchos otros.

La aplicacion de la EFS a productos naturales ha contribuido al estudio diferentes
plantas, al respecto, Castioni y colaboradores (1995) realizaron una amplia descripcion
de la aplicacion de la EFS a la obtencion de extractos y fracciones a partir de productos
naturales, al igual que sus respectivas actividades. Otros investigadores como
Queckenberg y Frahm (1994) se han dedicado al disefio y construccion de sistemas de
EFS dirigidos a la obtencion de fracciones a partir de plantas. La obtencion de aceites
esenciales y fracciones pesadas ha sido otro campo de investigacion de la EFS en
productos naturales (Pourmortazavi y Hajimirsadeghi, 2007; Reverchon, 1997; Simoes et
al., 1995; Bicchi et al., 1993; Ahmad et al., 1994; Terauchi et al., 1993). Los productos
naturales marinos también han sido explorados, empleando EFS; se han obtenido
diferentes subproductos a partir de microalgas empleando CO, SC (Mendes et al.,
2003). La lista de aplicaciones de la EFS a los productos naturales es larga, al igual que
el numero de investigadores que han hecho uso de la misma, en general la EFS ha sido
empleada en la obtencion de productos actividades como antioxidante, citotdxica,
antitumoral, antimicrobial, anti-VIH, insecticida, antifungica, antiinflamatoria, tratamiento

de la diabetes, entre muchas otras.

En relaciébn a la aplicacion de la EFS en la obtencion de antioxidantes a partir de
productos naturales se ha reportado estudios en matrices como germen de lotus
(Nelumbo nucifera) (Li et al., 2009), hojas de guandul o frijol de palo (Cajanus cajan)
(Kong et al., 2009), corteza de pino maritimo (Pinus pinaster) (Braga et al., 2008),
diferentes tipos de algas y microalgas (Jaime et al., 2007; Hu et al., 2007; Herrero et al.,

2006), hongos como el shiitake (Lentinula edodes) (Good et al., 2007), hojas de orégano
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(Origanum vulgare L.) (Cavero et al., 2006), hojas de uchuva (Physalis peruviana) (Wu et
al., 2006), semillas de sésamo negro (Sesamum indicum L.) (Hu et al., 2004), rizomas de
curcuma (Curcuma longa L.) (Braga et al., 2003; Leal et al., 2003), hojas y semillas de
almendro (Terminalia catappa) (Ko et al., 2002), rizomas de jengibre (Zingiber officinale)
(Leal et al., 2003; Zancan et al., 2002), hojas de cilantro (Coriandrum sativum) (Yepez et
al., 2002). Dentro de este grupo de matrices naturales, también estan los frutos y sus
residuos, particularmente los de origen tropical tales como el marafion (A. occidentale)
(Setianto et al., 2009), higos (Opuntia dillenii Haw) (Liu et al., 2009), cacao (Theobroma
cacao) (Arlorio et al., 2005), albaricoque (Prunus armeniaca) (Doker et al., 2004) y los
residuos fruticolas previamente citados, semillas de guayaba (Castro-Vargas et al., 2010,
2008; Herndndez-Acosta et al., 2011), tamarindo (Luengthanaphol et al., 2004) y uva (De
Campos et al., 2008; Murga et al., 2002, 2000; Palma y Taylor, 1999).

1.2.2 Antioxidantes y actividad antioxidante

Los procesos de oxidacion son de vital importancia en los sistemas vivos y alimentos; en
el primer caso son esenciales para el desarrollo y supervivencia de las células, en los
alimentos hacen parte de sus procesos de evolucidén y degradacién. Estos procesos son
particularmente dependientes de la produccion de radicales libres y especies reactivas de
oxigeno, cuyo incremento y/o desbalance puede conducir al desarrollo de dafos o
cambios por oxidacién. Cuando se produce un exceso in vivo de especies reactivas de
oxigeno, éstas pueden saturar los sistemas enzimaticos encargados de regular sus
niveles (como superéxido dismutasa, catalasa y peroxidasa), causando dafios y efectos
letales sobre las células debido a la oxidacion de biomoleculas (lipidos, proteinas, ADN,
entre otras). Al respecto es bien conocido que el dafio sobre estos sustratos puede
conducir al desarrollo de enfermedades tales como cancer (Paz-Elizur et al., 2008),
artritis (Colak, 2008), aterosclerosis (Naito et al., 2006), Parkinson (Heinecke, 1997),
enfermedades coronarias (Arts et al., 2003; B aszczyk et al., 2000; Heinecke, 1997),
entre otras. En el caso de los alimentos, la oxidacién puede conducir a cambios en su
color, sabor, aroma y textura (Choe y Min, 2006; Colbert y Decker, 1991), propiciando su
rancidez y pérdida de calidad nutricional, haciéndose inseguros para el consumidor
(Shahidi et al., 1992).
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Los mecanismos de defensa frente al dafio de los agentes oxidantes, involucra la
participacidén de sustancias quimicas denominadas antioxidantes. Un antioxidante es una
sustancia que estando presente en pequefias concentraciones, en comparacion al
sustrato oxidable, previene o retrasa la oxidacion del mismo (Halliwell y Gutteridge,
1995). La importancia de los antioxidantes radica en su uso para prevenir sus efectos
sobre los sistemas bioldgicos o el hecho de emplearlos en la conservacion de un sistema

expuesto a procesos de oxidacion (alimentos, farmacos, cosméticos, etc).

Al hacer referencia a los antioxidantes es ineludible discutir acerca de su actividad,
entendida como su eficiencia o capacidad para prevenir, retardar o inhibir el desarrollo de
procesos de oxidacion y sus efectos. El comportamiento de un antioxidante frente a los
procesos de oxidacion determina su actividad, este comportamiento comunmente es
abordado desde una de dos grandes categorias, actividad en alimentos o bioactividad en
organismos vivos (Antolovich et al., 2002). En el caso de los alimentos, el enfoque es
hacia la eficiencia de los antioxidantes para protegerlos del dafio oxidativo (Lindley,
1998), en el caso de la bioactividad, se hace referencia a la accién de los antioxidantes
para retardar o inhibir el desarrollo del estrés oxidativo. Por otra parte, la AA de una
determinada sustancia quimica se ve afectada por diferentes factores y es relativa al
sistema en el que se esté desarrollando el proceso de oxidacién. Por tanto, al hacer
referencia a la AA, se debe tener en cuenta los procedimientos empiricos empleados
para obtener informacion sobre esta propiedad y su extrapolacion a sistemas que
involucren alimentos u organismos vivos (Antolovich et al., 2002). Teniendo en cuenta lo
antes indicado, a continuacién se realiza una breve descripcion sobre antioxidantes y su
actividad, haciendo énfasis en los principales tipos de antioxidantes conocidos, sus

mecanismos de accion y las metodologias para evaluar su AA.

Antioxidantes sintéticos y de origen natural

Los antioxidantes pueden ser divididos en dos grandes grupos segun su origen,
sintéticos y naturales; el primer grupo hace referencia a aquellos compuestos disefiados
y obtenidos en el laboratorio, cuya estructura y reactividad proporciona la mayor AA
posible al emplearlos en la conservacion de sistemas susceptibles a la oxidacion. Por su

parte, los antioxidantes de origen natural estan presentes en las fuentes naturales,
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particularmente en frutas y vegetales, éstos comprenden un amplio grupo de compuestos
guimicos, entre los que se encuentran fenoles, carotenoides, tioles, y algunas vitaminas.
Su presencia en dichas fuentes esta relacionada con los mecanismos de defensa propios
de la planta, el desarrollo de color y aroma, la biosintesis de metabolitos secundarios,
intermediacion en procesos de oxidacion, entre otras funciones propias de cada

organismo.

Los antioxidantes sintéticos mas usados en la conservacion de alimentos son el 3-
terbutil-4-hidroxianisol (BHA), el 3,5-di-terbutil-4-hidroxitolueno (BHT), el TBHQ (terbutil-
hidroquinona) y &cido soérbico. Otros antioxidantes sintéticos son el bisulfito de sodio,
metasulfito de sodio, el tiopropanoato de laurilo y &cido tiopropanoico, los cuales son

usados en productos carnicos (figura 11).

(a) (b) (©) (d)

(e) ®

Figura 11. Estructura de antioxidantes sintéticos.
(a) BHA, (b) BHT, (c) BHQ, (d) acido sérbico, (e) t iopropanoato de laurilo, (f) 4cido

tiopropanoico.

Los carotenoides son uno de los grupos de antioxidantes naturales mas ampliamente
distribuidos. Entre éstos, los tocoferoles y tocotrienoles (figura 12a y b) son mas
abundantes en la naturaleza, éstos se encuentran presentes principalmente en frutos
coloreados, haciendo parte de su mesocarpio y epicarpio. La vitamina A (retinol) y la
vitamina E ( -tocoferol) hacen parte de este grupo de compuestos y son conocidos por
su alto potencial antioxidante y sus funciones bioldgicas. Su aprovechamiento implica su
consumo directo, uso en suplementos alimenticios y aplicacion en alimentos como

conservantes (Shahidi, 1992). Otros carotenoides importantes son el -caroteno y el
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licopeno (figura 12c y d), éstos son reconocidos por ser precursores de otros

carotenoides, por su AA y su aplicacion como pigmentos de origen natural.

Algunas vitaminas como el acido ascorbico (vitamina C) son reconocidas por su
capacidad antioxidante, la importancia de este compuesto radica en su abundancia y
presencia en muchos productos de origen vegetal, ademas de ser esencial para el
desarrollo de varios procesos a nivel biolégico (Wang et al., 1996). La vitamina C se
caracteriza por su capacidad para donar electrones e hidrégenos adquiriendo un estado

final muy estable (dienona vecinal).

(@)

(b)

(©)

(d)

Figura 12. Estructuras de algunos antioxidantes nat  urales.

(a) tocoferoles, (b) tocotrienoles, (c) -caroteno, (d) licopeno.

El grupo méas grande y variado de antioxidantes de origen natural son los fenoles, cuya

presencia predomina en los productos naturales. La definicion de compuesto fendlico
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hace referencia a un compuesto aromatico que posee como sustituyente(s) uno o mas
grupos hidroxilo (Vermerris y Nicholson, 2006). Los fenoles son originados a partir de
metabolitos secundarios, presentes en las plantas, los cuales son derivados de la
fenilalanina, y en menor proporcion de la tirosina (figura 13), por mediacion de la enzima
fenilalanina liasa (FAL o PAL por sus siglas en ingles) (Van Sumere, 1989; Shahidi,
2000). Entre estos metabolitos el &cido cindmico y los fenilpropanoides son precursores
principales de otros fenoles como los lignanos, ligninas, chalconas, estilbenos,

flavonoides y taninos presentes en muchas plantas (Shahidi y Naczk, 2004).

Fenilalanina

Acido cindmico

Lignanos

Malonil- CoA

Estilbeno ]
Ligninas Fenil sintasa Estilbeno

propanoides Malonil-CoA
U
Sy, Co
’7[ /7‘9

Qse

Siberina
cutina Chalcona

Taninos Flavonoides , flavonas, flavonoles

flavononas, flavononoles, flavanes

Figura 13. Esquema general de la biosintesis de com  puestos fendlicos a partir de

la fenilalanina.

Debido a la amplia variedad de compuestos fendlicos que existen, éstos pueden ser

clasificados de muchas formas, una de éstas localiza a los compuestos en grupos que
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dependen del nimero de atomos de carbono presentes en su estructura (tabla 2), esto
da como resultado 20 grupos de compuestos, que van desde los fenoles simples, con
seis atomos de carbono, hasta los fenoles poliméricos, con n atomos de carbono
(Harborne y Simmonds, 1964). Una forma alternativa de clasificar los fenoles, aunque no
muy usada, es en funcion de su disponibilidad o presencia en el reino vegetal (Swain y
Bate-Smith, 1962), en este caso los compuestos son ubicados en algunas de las
siguientes clases: ampliamente distribuidos (presentes en todas las plantas), ligeramente

distribuidos (presentes en algunas plantas) y presentes como polimeros.

Los fenoles simples (tabla 2) incluyen compuestos con uno o més grupos hidroxilo sobre
un anillo aromético, ejemplo de éstos son el resorcinol, la hidroquinona y el floroglucinol
(figura 14). Los éacidos y aldehidos fendlicos se caracterizan por poseer un grupo
carboxilo o carbonilo como sustituyente en el anillo aromatico, adicional a los grupos
hidroxilo propios del compuesto fendlico, algunos de éstos son los acidos galico,

protocatecuico, salicilico y aldehidos como la vanillina y el salicilaldehido (figura 14).

Tabla 2. Clasificacion de los compuestos fendlicos.

Estructura Clase
Cs Fenoles simples
CsC1 Acidos fendlicos y compuestos relacionados
CsC2 Acetofenonas y acidos fenilacéticos
CeCs Acidos cindmicos, cinamaldehido y alcohol cindmico
CeCs Cumarinas, isocumarinas y cromonas
Cis Chalconas, auronas y dihidrochalconas
Cis Flavonas
Cis Flavanonas
Cis Flavanonoles
Cis Antocianidinas
Cis Antocianinas
Cao Biflavonilos

CsC1Cs, CsC1Cs | Bensofenonas, xantonas y estilbenos

Cs, C10, Cua Quinonas

Cis Betacianinas

Lignanos Dimeros o oligémeros
Neolignanos Dimeros o oligémeros
Ligninas Polimeros

Taninos Oligébmeros o polimeros

Flobafenos Polimeros
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Figura 14. Estructura de fenoles simples.
(a) resorcinol, (b) hidroquinona, (c) floroglucinol
, (h) salicilaldehido.

, (d) acido gélico, (e) &cido

protocatecuico, (f) acido salicilico, (g) vanillina

Los acidos cindmicos son los fenoles de un anillo aromético (CsC3) mas comunes, estos
compuestos se caracterizan por ser intermediarios importantes en las rutas biosintéticas
de fenoles mas complejos. Estos se encuentran cominmente formando ésteres con
acido quinico, azlcares y &cidos inorganicos. Algunos ejemplos son los acidos cimamico,
p-cumarico, cafeico, feralico, 5-hidroxiferdlico y sinapico (figura 15), algunos de sus
ésteres son el acido clorogénico, el malato sinapolico y la sinapoil colina (Ruegger y
Chappe, 2001). Los acidos cindmicos son reconocidos por su buena AA, particularmente
los esteres de acido quinico. Por su parte, el acido caféico esta asociado a las
propiedades antioxidantes del café (C. arabica y C. robusta), aunque este no es el Unico

compuesto fendlico presente en dicho fruto.
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Figura 15. Estructura de los derivados del acido ci  namico.
(a) acido cindmico, (b) a4cido p-cumarico, (c) acido cafeico, (d) acido ferdlico, (  e)

acido 5-hidroxiferdlico, (f) &cido sinapico.

Las cumarinas e isocumarinas son otro tipo de fenoles C¢C; los cuales se caracterizan
por poseer un atomo de oxigeno como parte de su estructura. Estos compuestos juegan
un rol importante en la defensa frente a enfermedades y plagas en las plantas (Jacks y

Kircher, 1967), ejemplos de éstas, son la umbeliferona y la bergenina (figura 16).

HO N
=

(a) (b)

Figura 16. Estructura de cumarinas.

(a) umbeliferona, (b) bergenina.
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Los flavonoides son un grupo de compuestos tipo C,s caracterizados por poseer
estructura C¢C3Cs, este es el grupo de compuestos fendlicos mas grande que existe y en
general se pueden clasificar en grupos basados en su estructura, en cada caso los dos
anillos aromaticos (A y B) se unen al grupo Cs, el cual determina el grupo al que
pertenece el flavonoide (Vermerris y Nicholson, 2006).

Los flavonoides tipicos se caracterizan por poseer tres anillos en su estructura, A, By C,
donde el C es un heterociclo de seis miembros cuyo heteroatomo es oxigeno. El anillo A
es originado por condensacién de tres unidades de malonil-CoA, mientras que el B
proviene de unidades de p-cumaroil-CoA, este origen explica la ubicacion comun de los

grupos hidroxilo (meta-dihidroxilado o meta-trihidroxilado) en los flavonoides (figura 17).

N
B
MO T N
[~ el
N N
[

Figura 17. Estructura general de flavonoides.

Uno de los grupo de flavonoides son las chalconas y dihidrochalconas, éstas se
caracterizan por poseer un grupo Cs lineal, dicho grupo posee una - -insaturacién en
las chalconas (figura 18a), mientras que para las dihidrochalconas éste es totalmente
saturado (figura 18b). Por su parte, las auronas son fenoles producidos por la ciclacion
de las chalconas al reaccionar el hidroxilo meta (del anillo A) con el carbono de la
cadena C; (figura 18c), esta reaccion da lugar a la formacién de un ciclo de cinco
miembros unido al anillo A, al igual que las chalconas las auronas son pigmentos

presentes en flores.
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Figura 18. Estructura general de chalconas, dihidro  chalconas y auronas.

Las flavanonas y los flavanonoles también pertenecen a los flavonoides, estos se
caracterizan por la ausencia de la insaturacion entre los carbono 2 y 3 del anillo C (figura
17), la naringenina (figura 19a) y taxifolina (figura 19b) son ejemplos de estos

compuestos (Vermerris y Nicholson, 2006).

OH

OH OH

HO O o

OH (6]

@) (b)

Figura 19. Estructura de flavanonas y flavanonoles.

Una reduccion parcial del grupo carbonilo de los flavanonoles, da lugar a las
leucoantocianidinas, estos compuestos estan presentes en la madera de diferentes
plantas y juegan un papel importante en la formacion de taninos, ejemplos de éstas son
leucocianidina y leucodelfinidina (figura 20a y b). La reduccion total del carbonilo da lugar
a las flavanas como la catequina y galocatequina (figura 20c y d), estos compuestos
también se pueden encontrar formando ésteres con acidos como el gélico (Vermerris y
Nicholson, 2006). Las catequinas son los principales compuestos fendlicos del té
(Camellia sinensis L. y Thea sinensis) y son ampliamente conocidas por su alto potencial

antioxidante.
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Figura 20. Estructura de leucoantocianidinas y cate  quinas.

(a) leucocianidina, (b) leucodelfinidina (c) catequ ina, (d) galocatequina.

La presencia del cation oxonio o flavilio en el heterociclo de los flavonoides caracteriza a
las antocianidinas. Estos son flavonoides no glicosidados, sin embargo, en la naturaleza
dificilmente se encentran en forma de aglicona libre, a excepcion de algunos compuestos
como la pelargonidina y cianidina (figura 21 a y b), ampliamente distribuidos en el reino
vegetal (Dewick, 2001). Por otra parte, la eliminacion del hidroxilo en el carbono 3 (anillo
C) en las antocianidinas da lugar a las deoxiantocianidinas, las mas comunes de éstas

son la apigeninidina y la luteolinidina (figura 21 c y d).

La glicosilacion de la antocianidinas da lugar a las antocianinas. El glicosido mas comun
es el 3-glicosido, la adicién de una segunda molécula de aztcar comunmente se realiza
sobre el hidroxilo de la posicion 5 (generalmente glucosa). Las antocianinas también
pueden estar aciladas, &cidos organicos como p-cumarico, caféico y ferulico se unen a
las unidades de glicosidos por medio de enlases tipo ester. Las antocianinas estan
asociadas al color de muchos frutos, las diferentes coloraciones que pueden tomar éstos,
esta muy asociada a las variaciones en la estructura de dichos compuestos. Otra de las

propiedades importantes de las antocianinas es su AA, cuyos beneficios pueden ser
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obtenidos por uso o consumo de frutos. Ejemplo de este tipo de compuestos es la
petanina (figura 22) encontrada comunmente en la familia Solanaceae (Vermerris y
Nicholson, 2006).

OH
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(a) (b)
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OH OH
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Figura 21. Estructura de antocianidinas y deoxianto  cianidinas.

(a) pelargonidina, (b) cianidina, (c) apigeninidina , (d) luteolinidina.
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Figura 22. Estructura de antocianina.
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Las flavonas se caracterizan por poseer en su estructura una insaturacién entre los
carbonos 2 y 3, y el grupo carbonilo del anillo C, estos compuestos se encuentran
ampliamente distribuidos en las angiospermas, siendo las mas comunes el kamferol, la
guercetina y la miricetina (figura 23). La AA de estos tres compuestos ha sido evaluada
empleando diferentes metodologias, empleandolos en muchos casos como antioxidantes

de referencia.

OH OH

OH OH OH

OH

(b) (©)

Figura 23. Estructura de flavonas.

(a) kamferol, (b) quercetina, (c) miricetina.

Los biflavonilos son fenoles con un esqueleto de treinta &tomos de carbono, éstos son
dimeros de flavonas como la apigenina o sus derivados metilados. Son pocos los
biflavonilos conocidos, el mas comun es la ginkgetina presente en el Ginkgo biloba
(figura 24) (Dewick, 2001).

H3;CO OH
(0]
/ OCH,4
HO O
(0]
HO
OH

Figura 24. Estructura de biflavonilo.
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Las xantonas y los estilbenos son compuestos con esqueleto CsCiCs ¥y CeC,Cs
respectivemente. Las xantonas son reconocidas como los pigmentos amarillos presentes
en flores, mientras que los estilbenos se encuentran normalmente en el tronco de los
arboles. Algunos estilbenos conocidos son el pinosilvino y resveratrol (figura 25 a y b),
este ultimo muy conocido por sus propiedades in vivo, entre las que resalta su AA. En el
grupo de las quinonas las mas comunes son las bensoquinonas, antraquinonas y
naftaquinonas, estas pueden ser encontradas en plantas y hongos (particularmente las
antraquinonas), la emodina y la juglona (figura 25c y d) son ejemplos de antraquinona y

naftaquinona, respectivamente.

H3C :
HC
(b)
OH O| OH OH ﬁ
HO | CH3 |
(0]
(©) (d)
Figura 25. Estructura de estilbenos y quinonas.
(a) resveratrol, (b) pinosilvino, (c) antraquinona, (d) naftaquinona.

Como se ha indicado antes, muchos de los compuestos fendlicos son responsables o
estan asociados a la coloracion de algunos tejidos en plantas. Las betacianinas se
caracterizan por poseer una coloracion roja, la cual es observada en la remolacha (Beta
vulgaris) rica en estos fenoles. A diferencia de otros compuestos fendlicos, las
betacianinas se caracterizan por poseer en su estructura heterociclos con nitrégeno
como heteroatomo, un ejemplo de éstas es la betanidina (figura 26) (Vermerris y
Nicholson, 2006).
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OH

HOOC

HOOC N COCH

Figura 26. Estructura de la betacianina.

Algunos compuestos fenolicos como los alcoholes p-cumaérilico, coniférilico y sindpilico,
pueden acoplarse entre ellos para dar lugar a otros fenoles dimericos u oligoméricos,
denominados lignanos. Estos compuestos estan presentes en helechos, gimnoespermas
y angioespermas, particularmente en su madera y semillas. La biosintesis de los lignanos
es iniciada por una oxidacion monoelectronica, mediada por enzimas de tipo
peroxidasas, seguida por una deslocalizacion electronica y finalizada por un
acoplamiento entre los carbonos 8-8 ( - ') de las unidades de alcohol. Algunos

ejemplos son (+)-pinoresinol y el acido (-)-plicatico (figura 27).

El dltimo grupo de fenoles son los poliméricos, entre éstos se encuentran las ligninas, los
taninos y los flobafenos, éstos estan asociados con el soporte estructural de las plantas y
mecanismo de defensa frente a plagas, sus estructuras son complejas y variadas, lo cual
les proporciona mdltiples funciones. Estos polimeros se encuentran ampliamente
distribuidos en el reino vegetal, los taninos en particular estdn presentes en hojas, tronco
y frutos de un amplio nimero de plantas. Estos son el subgrupo mas grande dentro de
los polimeros, a tal punto de poseer una clasificacion propia; taninos condesados,
complejos o hidrolizables, este Ultimo grupo incluye los galotaninos y elagitaninos

(caracterizados por poseer en su estructura acido galico y elagico).
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Figura 27. Estructura de lignanos.

(@) (+)-pinoresinol, (b) acido (-)-plicatico.

Mecanismos de accion de los antioxidantes

Los procesos de oxidacion pueden ser iniciados por muchos fendmenos fisicos y/o
quimicos, siempre y cuando haya presencia de un sustrato susceptible a la oxidacion y
un agente oxidante. Las moléculas susceptibles a oxidacion pueden ser de muchos tipos,
acidos grasos mono o poliinsaturados, fosfolipidos, colesterol, proteinas, ADN, entre
otras. La oxidacion de lipidos es quizas uno de los casos de mayor relevancia, debido a
su intervencién en el deterioro de alimentos y el desarrollo de algunas patologias a nivel
biolégico. Al respecto, en la actualidad se posee algun conocimiento acerca de los
procesos involucrados en la oxidacién de lipidos, al igual que los posibles mecanismos
de intervencion de los antioxidantes. Teniendo en cuenta lo anterior, a continuacion se
realizara una breve descripcion del proceso de oxidacion de lipidos y los mecanismos de

accion de los antioxidantes.

Oxidacion de lipidos

La oxidacion de lipidos puede desarrollarse por medio de tres vias posibles: (1) oxidacion
no enzimatica mediada por radicales libres (autoxidacién), (2) foto-oxidaciébn no
enzimatica y no mediada por radicales libres y (3) oxidacidon enzimatica (Antolovich et al.,
2002). La primera via involucra radicales formados por procesos alternos en los que

pueden intervenir radiacion ionizante, energia térmica y metales como cobre o hierro. En
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la segunda, el oxigeno se adiciona a dobles enlaces, presentes en acidos grasos
insaturados, conduciendo a la formacion de hidroperéxidos. Por su parte, en la tercera
via, enzimas de tipo lipoxigenasas son las encargadas de realizar el proceso de

oxidacion.

La autoxidacion es la via mas comun para la oxidacion de lipidos, esta se lleva a cabo en
tres etapas generales, iniciacion, propagacion y finalizacion (figura 28). En la iniciacion se
forma un radical (R-) a partir de una molécula de lipido (RH), este proceso involucra la
sustraccion de un hidrogeno a partir de RH por parte de un radical libre 0 especie
reactiva de oxigeno X- (p.e. radicales alquilo, hidroxilo, alcoxilo o peroxilo). Estos ultimos
son formados por degradacion térmica o catalizada por metales (p.e. cobre o hierro) de
hidroperéxidos y por actividad enzimética (actividad de lipoxigenasas). En la segunda
etapa, los radicales formados reaccionan con oxigeno molecular generando radicales
peroxilo (ROO-), los cuales a su vez reaccionan con otras moléculas de lipidos formando
hidroperéxidos (ROOH) y radicales alquilo (R’-). Las reacciones de propagacion poseen
una baja entalpia, lo cual hace que se presenten en forma espontanea y muy rapida. La
Ultima etapa involucra las reacciones de finalizacion, en éstas los radicales previamente
formados reaccionan entre si para formar especies moleculares como peréxidos, lipidos
de cadena larga y oxigeno. Las reacciones de la etapa de finalizacion se pueden ver
limitadas por la concentracion de radicales y la orientacién de las colisiones entre los
mismos (Beninger y Hosfield, 2003; Pokorny et al., 2001, Shahidi et al., 1992).

Figura 28. Mecanismo general de la autoxidacion de lipidos.
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Los hidroperdxidos son los productos iniciales de la oxidacion lipidica, sin embargo, éstos
pueden transformarse en otros productos secundarios y finales. Una -escision sobre los
hidroperéxidos conduce a la formacion de radicales alcoxilo, los cuales dan lugar a la
formacion de muchos productos secundarios y finales de oxidacién, entre los que se
encuentran hidrocarburos, alcoholes, aldehidos y cetonas, ver figura 29 (Pokorny et al.,
2001). Por otra parte, reacciones adicionales de oxidacion puede conducir a la formacion
de di o trihidroperoxidos, endoperéxidos, peroxidos ciclicos, entre otros. Estos son
precursores de productos finales de oxidacion como el malondialdehido (Guillén-Sans y
Guzmén-Chozas, 1998), glioxal, metilglioxal (Kazutoshi y Takayuki, 2004), 4-hidroxi-2-
nonenal (Koji, 2003) entre otros. En la tabla 3 se indican los diferentes productos de
oxidacion formados a partir de aceite de soya, resaltando los mas abundantes y las

posibles variaciones que pueden presentar (Guillen y Goicoechea, 2008).

Radical alcoxilo

Hidroperéxido
Alcoholes

Cetonas
Aldehidos

Cetonas
Alcoholesgrasos

Figura 29. Esquema de la formacion de productos sec  undarios y finales a partir de

hidroperéxidos.
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Tabla 3. Productos secundarios y finales de la auto

xidacion de aceite de soya.

Tipo de compuesto NUmero de Abundante Observaciones
carbonos

Acidos 1-10 Hexanoico
Alcoholes 4-9 1-octen-3-ol Alta ramificacion
Esteres 4-8 acetato de etilo Alta isomerizacion
Hidrocarburos satur ados 4-15 pentano Ramificacion e isomerizacion
Hidrocarburos monoinsaturados 6-16 1-hepteno Diferentes isomeros de octeno
Hidrocarburos diinsaturados 8-11 nonadieno Alta Isomerizacion
Hidrocarburos ciclicos 6-10 ciclohexano Ciclohexano ramificado
Hidrocarburos monoaromaticos 6-14 tolueno Bencenos sustituidos
Hidrocarburos poliaromaticos 10-14 naftaleno Metilnaftalenos
Cetonas lineales saturadas 4-12 2-heptanona
Cetonas lineales insaturadas 7-9 3-octen-2-ona
Aldehidos saturados 4-10 hexanal
Aldehidos monoinsaturados 3-11 2-octenal Isomeros octenal y heptenal
Aldehidos diinsaturados 7-11 2,4-decadienal Isomeros Cs, Co, Cio
Aldehidos oxigenados 6-10 4-hidroxi-2-nonenal Oxo y epoxi-aldehidos
Otros Lactonas, furanos

fenoles y terpenos

Los aldehidos e hidrocarburos son los principales productos secundarios y finales en el
proceso de autoxidacion. En la tabla 4 se presentan los principales aldehidos e
hidrocarburos formados por descomposicion de los diferentes hidroperéxidos del acido
linoléico y oleico. El hexanal y nonanal se forman en mayor proporcion respecto a los
demas aldehidos, esto se debe particularmente a que sus precursores, 13-hidroperéxido
y 10-hidroperoxido respectivamente, son los principales productos de iniciacion de la
autoxidacion del acido oleico y linoléico (Mahungu et al., 1998; Pokorny et al., 2001).
Estos poseen particular importancia debido a que estan asociados al desarrollo de
rancidez en productos alimenticios (Neff et al., 2000), su identificacion y cuantificacion
son usadas comunmente durante el seguimiento de la oxidacion lipidica (Jiménez-
Alvarez et al., 2008; Chang et al., 2003; Huang y Frankel, 1997).
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Tabla 4. Principales productos formados a partir de hidroperéxidos de los &cidos

linoléico y oleico.

Acido linoléico Acido oleico
Hidroperéxido Aldehido Hidrocarburo Hidroperéxido Aldehido Hidrocarburo
2,5-undecadienal 4-deceno 8 2-undecenal Decano
2,4-decadienal 3-noneno 9 2-decenal Nonano
10 3-decenal 2-octeno 10 Nonanal Octano
11 2-octenal Heptano 11 Octanal Heptano
12 2-heptenal Hexano
13 Hexanal Pentano
14 Pentanal Butano

La foto-oxidacion es otra de la vias oxidacion de lipidos, en este caso la oxidacion se
desarrolla por excitacion de los lipidos (foto-oxidacion tipo 1) o del oxigeno (foto-oxidacién
tipo II) en presencia de luz y un sensibilizador. La foto-oxidacion tipo | (figura 30) se
desarrolla en presencia de sensibilizadores (p.e. la riboflavina) y se caracteriza por la
transferencia de un hidrégeno o un electrén entre un estado excitado del sensibilizador y
un sustrato (p.e. un lipido). Este proceso produce radicales libres neutros o iénicos
(intermediario 1), los cuales reaccionan con el oxigeno molecular formando radicales
peréxilo (ROO-). Una vez producidos los radicales ROO:-, éstos pueden participar en las
etapas de autoxidacion (Pokorny et al., 2001). Por otra parte, en la foto-oxidacion tipo 1l el
oxigeno triplete (°0,) es excitado a oxigeno singlete (*O,) por intervencion de la luz y un
sensibilizador (p.e. la clorofila), el 'O, formado puede entonces reaccionar con las

moléculas de lipidos (insaturados) de forma muy rapida y formando peroéxidos.

# 3 # 3 % & S %
W 8 %ot )
( ) L.

Figura 30. Mecanismo general de foto-oxidacion tipo l.

La oxidacion de lipidos también puede ser desarrollada por enzimas como las
lipoxigenasas, las cuales se encuentran ampliamente distribuidas en tejidos vegetal y

animal. La actividad de dichas enzimas es especifica hacia acidos grasos poliinsaturados
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(el &cido linoléico es un sustrato mas comun) y varia en funcién del pH. Por ejemplo, de
la soya se han aislado cuatro isozimas de lipoxigenasa, la isozima 1 tiene un pH éptimo
de 9.0 que es especifica para acidos grasos polinsaturados y forma 9 y 13-
hidroperéxidos, la isozima 2 actia a pH 6.8 sobre triglicéridos y acidos grasos
poliinsaturados libres formando 9 y 13-hidroperédxidos. Por su parte, la isozima 3 actla de
la misma forma que la isozima 2, aunque es inhibida por Ca*?, mientras que la isozima 4
actia igual a la 3, sin embargo, ésta se diferencia porque se puede aislar por
cromatografia y electroforesis. Las lipoxigenasas poseen en su estructura un ion Fe* el
cual se encuentra con un spin alto, éste es oxidado a Fe™ por parte de los
hidroperéxidos, formados a partir de los lipidos. En condiciones aerébicas, la enzima
realiza una sustraccién de un hidrégeno perteneciente a un grupo metileno vecinal a las
insaturaciones de un lipido poliinsaturados, esta remocion es acompafiada de la
reduccion del Fe*® a Fe*?, luego ingresa oxigeno, el cual reacciona con el radical alquilo
formado previamente, esta reaccion genera un catién peroxilo que es posteriormente
reducido a anién peroxilo, gracias a la oxidaciéon de Fe*?, finalmente este anién peroxilo
es protonado y se disocia de la enzima, formandose el hidroperéxido, ver figura 31. Bajo
condiciones anaerobicas el radical alquilo se disocia de la enzima para formar diferentes
productos que incluyen dimeros, cetonas y epoéxidos (Pokorny et al., 2001; Gardner,
1988).

Mecanismos de inhibicion de la oxidacion lipidica

Los antioxidantes pueden ser clasificados en dos grandes grupos segin su mecanismo
de accion; primarios o antioxidantes que rompen la cadena de reaccion y secundarios o
antioxidantes que previenen la oxidacién (preventivos). Sin embargo una clasificacién
mas especifica puede ubicar un antioxidante en alguno(s) de los siguientes cinco grupos
(Jadhav et al., 1996; Denisov y Afanas’ev, 2005):

Antioxidantes que rompen la cadena por reaccion con radicales peroxilo.
Antioxidantes que rompen la cadena por reaccion con radicales alquilo.
Antioxidantes que descomponen hidroperéxidos.

Antioxidantes que desactivan metales.

o~ w0 NP

Antioxidantes involucrados en sinergismo.
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Figura 31. Esquema general de la oxidacion de lipid os catalizada por

lipoxigenasas.

Los antioxidantes primarios son los mas empleados en alimentos, éstos son capaces de
competir con los sustratos oxidables, por los radicales que hacen parte de la cadena de
reaccion. Su eficiencia depende de la capacidad que posean para bloquear los radicales
de acuerdo a las reacciones 1, 2 y 3 de la figura 32. Una caracteristica de este tipo de
antioxidantes es la presencia de un periodo de latencia o induccién en su accién, durante
este periodo aproximadamente el 90% del antioxidante se destruye, disminuyendo la tasa
de oxidacion, sin embargo, una vez finalizado dicho periodo la oxidacién continua a una
tasa igual o mayor. Es de resaltar que la duracion del periodo de induccion es

proporcional a la concentracion del antioxidante.
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Figura 32. Mecanismos de accion de los antioxidante s primarios.

Los compuestos fendlicos son considerados como antioxidantes primarios. Por ejemplo,
aquellos que presentan sustitucion que activen el anillo en orto o para, respecto al grupo
hidroxilo, poseen una mayor capacidad para bloquear radicales, en comparacion a
aquellos con sustitucion en meta. Esto se debe al aumento en la densidad electronica en
el grupo hidroxilo y por tanto la disminucion de la energia de enlace hidrégeno-oxigeno.
Sin embargo, la concentracion minima de estos compuestos para observar una actividad
satisfactoria debe ser 0.003% (Pokorny, 1987). Se ha observado que para fenoles con
impedimento estérico, las reacciones 3 y 4 de la figura 32 se producen en mayor
proporcion, resultando en un rompimiento de la cadena e inhibicion de la oxidacion
(Chimi et al., 1991).

La participacion de los antioxidantes primarios durante las etapas de iniciacion o
propagacion, reacciones 1 y 2 de la figura 32, puede disminuir considerablemente su
eficiencia, particularmente si sus productos de oxidacién son inestables o radicales (A-).
En este caso, si A- participa en las reacciones 3 0 4 (figura 32) formaria un producto no
radical relativamente estable. Sin embargo, si las condiciones de oxidacion (temperatura
o incidencia de radiacion ultravioleta) son persistentes, este producto puede degradarse
por la reaccién 5 y formar dos nuevos radicales, los cuales aportarian a la cadena de

autoxidacion.

Por otra parte, los antioxidantes preventivos actian inhibiendo la iniciaciéon de la
autoxidacién o descomponiendo los hidroperoxidos (por reduccion o transferencia de un
hidrégeno) a productos mas estables (p.e. alcoholes o compuestos no radicalarios). El
azufre, los tioles, sulfuros y disulfuros son antioxidantes preventivos (figura 33); los tioles,

como la cisteina y el glutation, son oxidados a sulfuros (reaccién 1). Por su parte, los
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sulfuros, como la metionina, son oxidados a sulfoxidos (reaccion 2), mientras que los
disulfuros pueden ser oxidados a sulfoxidos (reaccién 3), estos Ultimos puede reaccionar

con los hidroperoxidos para formar sulfonas (reaccion 4).

+# +# + "
+# + +# + "
+H#H#H+ +H#H# + &"
+# + +# +

Figura 33. Descomposicion de hidroperoxidos por com puestos azufrados.

Los fosfolipidos también se comportan como antioxidantes preventivos, éstos tienen la
capacidad de descomponer los hidroperéxidos dando productos no radicalarios. Los
fosfolipidos ejercen un efecto positivo sobre la accién de los antioxidantes que rompen la
cadena, debido a que estos eliminan los potenciales iniciadores de la autoxidacion

(Pokorny et al., 1990, 1981) y retrasan el proceso (Nassner, 1985).

Los metales pueden ejercer una accion pro-oxidante en lipidos y biomoléculas. En el
primer caso, estimulan la homdlisis de los hidroperoxidos y favorecen la formacién de
iniciadores de la autoxidacion. Los antioxidantes preventivos pueden bloquear la accién
de los metales por formacién de quelatos con éstos. Entre estos antioxidantes los mas
comunes son acidos polivalentes (fosférico, citrico, tartarico, malico y ascérbico),

fosfolipidos, oxalatos, amino&cidos y péptidos.

Algunos carotenoides ( -caroteno, licopeno, zeaxantina, y luteina) inhiben el desarrollo
de la foto-oxidacion tipo II, por medio de un enfriamiento fisico del 'O,. En este proceso
hay una transferencia de energia de excitacion desde el 'O, hacia el carotenoide, el cual
adquiere un estado de triplete excitado, mientras el 'O, pasa a °0,. La energia adquirida
por el carotenoide puede ser disipada por interacciones rotacionales y vibracionales
intermoleculares (Stahl y Sies, 1993). En promedio una molécula de -caroteno puede
enfriar mil moléculas de 'O, (Foote et al., 1970). Los tocoferoles y flavonoides también

poseen un efecto inhibidor de la foto-oxidacion, al respecto, se ha reportado que su
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eficiencia puede llegar a ser varias 6rdenes de magnitud mayor, en comparacion a su
intervencion por medio de reacciones de oxidacién-reduccion (Criado et al., 1995).

La combinacion de antioxidantes pertenecientes a diferentes grupos, puede dar como
resultado un reforzamiento de su actividad (sinergismo), esto es observado generalmente
cuando los antioxidantes que rompen cadenas Yy los preventivos son usados
conjuntamente. Los fosfolipidos incrementan la actividad observada para los tocoferoles
como la vitamina E (Lambelet et al., 1994). Dicho efecto involucra la descomposicion de
hidroperéxidos (Pokorny et al., 1981), regeneracién de la vitamina E (Lambelet et al.,
1994) y quelacion de iones metélicos (Min y Stasinopoulos, 1983). Durante el proceso se
presenta la reduccién de la -tocoferil quinona (vitamina E oxidada) a vitamina E (Weng y

Gordon, 1993), sin embargo estos mecanismos aun son tema de debate.

Algunos &cidos polivalentes como citrico, tartarico, malico, glucénico, oxalico, succinico y
hidroxiglutarico presentan efecto sinergistico en la inhibicion de la oxidacion de lipidos,
esta propiedad es atribuida a su capacidad para quelar metales (Pokorny y Janicek,
1965). El acido ascoérbico actia como sinergista de los tocoferoles al regenerar o
restaurar sus propiedades antioxidantes (Niki, 1987), mientras que el palmitato de
ascorbilo ha mostrado efecto sinergistico con la vitamina E (Marinova et al., 1992). La
mezcla de carotenoides y fenoles presenta sinergismo en la inhibicién de la oxidacién de
lipidos, en este caso se considera que la descomposicion de los hidroperéxidos por parte

de los carotenoides, es claramente importante en el incremento de la actividad.

A pesar del conocimiento acerca de los mecanismos de accion de los antioxidantes,
determinar la actividad de un compuesto o mezcla de compuestos es un proceso
netamente empirico. Al respecto, en la actualidad existe un amplio nimero de
metodologias para evaluar la AA, dichos métodos permiten encontrar datos cualitativos y
cuantitativos de gran utilidad. En la siguiente seccidn se realizar4 una breve descripcién

de algunas de las metodologias empleadas en la evaluacion de la AA.

Evaluacion de la actividad antioxidante

Un factor importante en la investigacion sobre antioxidantes es la evaluacion de su
actividad, al respecto desde hace mas de cuatro décadas se han venido desarrollando

diferentes metodologias enfocadas hacia este objetivo (Cemeli et al., 2009; Balk et al.,
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2009; Moon y Shibamoto, 2009; Antolovich et al., 2002; Cintra y Mancini-filho, 2001;
Frankel y Meyer, 2000; Robards et al., 1999). Estas metodologias buscan principalmente
obtener informacion acerca de la actividad de un antioxidante en un sistema vivo o un
alimento. No obstante, dada la complejidad de dichos sistemas, se hace dificil el
desarrollo de una metodologia simple que proporcione datos totalmente correlacionables,
en el mejor de los casos los métodos para evaluar la AA son aproximaciones a un

sistema real.

Actualmente existen diferentes ensayos para evaluar la AA, algunos estan asociados con
la peroxidacion de lipidos, donde se evalua como variable la respuesta de la formacién
de diferentes productos de oxidacién (peréxidos, dienos conjugados, productos volatiles,
sustancias reactivas al acido tiobarbitirico, entre otras), cuya concentracion variara
dependiendo de la actividad del antioxidante (Moon y Shibamoto, 2009; Antolovich et al.,
2002). Otros por su parte, evalian el bloqueo, reduccion o neutralizacion de radicales
libores tales como DPPH, ABTS™, 2,2-Azobis(2-amidinopropano) (ABAP), hidroxilo,
superoéxido, al igual que iones metélicos como Fe*® o Cu*. Algunos ensayos son mas
especificos, en éstos se evalla la eficiencia de los antioxidantes para inhibir la oxidacion
0 degradacion de una sustancia en particular como el -caroteno (Ghiselli et al., 1997;
Kennedy y Liebler, 1991), acido -ceto- -metiolbutirico (Winston et al.,, 1998), vy R-

ficoeritrina entre otras.

La mayoria de estos métodos son realizados de forma in vitro y la informacién que
proporcionan respecto a la actividad in vivo es muy limitada. Al respecto, recientemente
se han desarrollado algunos ensayos para evaluar la AA en sistemas celulares (Intra y
Kuo, 2007; Wolfe y Liu, 2007), e in vivo (Bakirel et al., 2008). Estos tienen en cuenta
aspectos importantes, tal como la biodisponibilidad del antioxidante, los sustratos a
proteger, el comportamiento interfacial, entre otros, al mismo tiempo que proporcionan
informacion sobre la relacion estructura-actividad de los antioxidantes (Wolfe y Liu,
2008).

A pesar de los avances alcanzados en la evaluacion de la AA, en muchas ocasiones la
mejor opcién es evaluar ésta, en un sistema que se aproxime lo mas posible a la

realidad. En el caso de un alimento, la opcion mas adecuada es determinar su AA en el
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mismo o0 en un sistema similar. A continuacién se da una breve descripcién de algunos

métodos empleados en la evaluacion de la AA en un alimento.

Actividad antioxidante en alimentos

En general, la evaluacién de la AA en alimentos se realiza empleando sistemas con alto
contenido de lipidos (emulsiones o productos cérnicos) o en el mejor de los casos un
aceite comestible, dado que la oxidacién lipidica es el principal proceso oxidativo
asociado al deterioro éstos. El antioxidante es adicionado al alimento, el cual es sometido
a oxidacion bajo condiciones controladas, posteriormente se realizan diferentes ensayos
con el fin de evaluar los cambios sufridos durante la oxidacién y establecer la efectividad
del antioxidante. A continuacién se describen algunos de los andlisis usados en

evaluacion de AA en alimentos.

Analisis sensorial

El uso de analisis sensorial en la industria de alimentos, es importante a la hora de
conocer sobre el estado de los mismos, el desarrollo de texturas, sabores y olores
desagradables, o impropios del alimento (off-flavours), son indicador del desarrollo de
oxidaciéon lipidica (Neff et al., 2000; Hamilton, 1994). Teniendo en cuenta esto, la
evaluacién de la actividad de un antioxidante por andlisis sensorial estard dada
principalmente, por el tiempo requerido para que se detecte dichos off-flavours. La
habilidad del ser humano para detectar y describir un olor puede conducir a detectar el
desarrollo de la oxidacién lipidica, incluso en aquellos casos en los que los métodos
quimicos e instrumentales no son lo suficientemente sensibles. Sin embargo, el analisis
sensorial esta limitado a los individuos en particular y por tanto a su sensibilidad para
detectar los off-flavours. La eficacia y eficiencia del método dependera de muchos
factores tales como, edad, estado de salud, condiciones ambientales, entre otros. A
pesar de contar con panelistas entrenados, la reproducibilidad del analisis sensorial es
muy pobre, lo cual hace necesario el uso de otros métodos, ya sea con el fin de
complementar dicho andlisis o simplemente como una medida independiente del

desarrollo de la oxidacion.
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Andlisis de peroxidos lipidicos.

Como se citd previamente, los hidroperoxidos son los productos iniciales de la oxidaciéon
lipidica, al respecto, actualmente existen algunas metodologias para evaluar el contenido
de hidroperéxidos en alimentos sometidos a oxidacion. Estos métodos son de gran
utilidad, ya que proporcionan informacién acerca de la tasa inicial de oxidacién y la
formacion de precursores de productos secundarios y finales. En la evaluacién de la AA,
la determinacién del contenido de hidroperdxidos permite conocer la eficiencia del
antioxidante en las etapas iniciales del proceso. El valor de peroxido (VP), es un método
usualmente empleado para el seguimiento de la formacion de peroxidos. El analisis
involucra la titulacion por retroceso de una mezcla del alimento (normalmente un aceite
comestible), yoduro de potasio, cloroformo y acido acético. Los hidroperéxidos
reaccionan con el ion yoduro oxidandolo a yodo molecular, el cual es cuantificado por
titulacion con tiosulfato de sodio. El uso del VP es comun cuando la oxidacion de los
lipidos se desarrolla a bajas temperaturas, esto debido a la alta descomposicion térmica
gue pueden presentar los hidroperoxidos a temperaturas superiores a los 80 C. Esto
restringe el método a la evaluacion de la oxidacion en condiciones de almacenamiento.
Sin embargo, su combinacién con otros métodos, puede ampliar su espectro de uso y la

informacion sobre el proceso oxidativo.

La formacion de hidroperoxidos, a partir de acidos grasos poliinsaturados conduce a un
sistema conjugado pentadienoico (dieno conjugado, DC), el cual presenta absorcion de
radiacion ultravioleta a 233-234 nm. Esta caracteristica es usada como método de
evaluacion del contenido de hidroperéxidos (Sanchez-Moreno et al., 2000; Huang Yy
Frankel, 1997; Frankel et al., 1996). El método de los DC proporciona una alternativa facil
y rapida para el seguimiento de la oxidacioén lipidica y por tanto de la actividad de un
antioxidante. Sin embargo, en algunos casos la absorbancia de la muestra no es solo
debida a los dienos conjugados, otras sustancias puede absorber a dicha longitud de
onda (aldehidos insaturados, fenoles oxidados y productos de descomposicién de
hidroperéxidos), lo cual reduce la especificidad del método. EI método de los DC es
comunmente usado en la evaluacién de la AA en aceites comestibles y emulsiones,
generalmente es complementado con la determinacion de productos volatiles y las

especies reactivas al acido tiobarbitdrico (TBARS, por su siglas en ingles), en conjunto
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estos métodos proporcionan un panorama mas completo de la actividad de un
antioxidante (Jiménez-Alvarez et al., 2008; Almajano et al., 2007; Chang et al., 2003; Lee
et al., 2007; Huang y Frankel, 1997).

Analisis de productos volatiles de oxidacion

La oxidacion lipidica puede conducir a la formacién de un amplio nimero de productos
secundarios y finales, muchos de éstos son compuestos volatiles tales como, aldehidos,
cetonas, acidos, esteres, eteres, hidrocarburos, entre otros (ver tablas 3 y 4). Aunque
solo se presenten en pequefias concentraciones, los volatiles estan asociados al
deterioro y off-flavours de los alimentos. Teniendo en cuenta esto, el uso de
metodologias que permitan detectar e identificar dichos compuestos es una herramienta
importante en el seguimiento de la oxidacion lipidica y la actividad de un antioxidante.
Los métodos mas usados implican el andlisis de los compuestos presentes en la fase de
vapor sobre el alimento o espacio de cabeza (headspace). En el andlisis por headspace,
el alimento (o su fraccién lipidica) es ubicado en un vial y los componentes volatiles son
desplazados hacia la fase de vapor, posteriormente estos son extraidos del headspace y
analizados (comunmente por CG). La masa de cada uno de los componentes en el
headspace dependerd de factores como su presion de vapor, concentracion y

temperatura.

Dos tipos de headspace son usados, estaticos y dindmicos; en el estatico el vial con la
muestra es sellado con una septa de tefldbn o caucho y asegurado con una tapa de
aluminio, impidiendo la salida de los volatiles. El paso de los voléatiles hacia el headspace
se desarrolla durante un tiempo suficiente para alcanzar el equilibrio de particién (10 a 30
min), muchas veces éste es acelerado por adicion de salmuera (salting-out), agitacién o
incremento de la temperatura. Una vez se ha alcanzado el equilibrio, se realiza un
muestreo del headspace, el cual es analizado. Aunque es posible muestrear el
headspace directamente desde el vial con una jeringa e inyectar en la columna del
cromatografo, se pueden presentar inconvenientes como adsorcion de trazas,
condensacion de volétiles en la jeringa y pérdida de compuestos durante la trasferencia.
Una alternativa, es el uso de autoinyector, en este caso el vial es ubicado en el
automuestreador, la aguja penetra la tapa de caucho y el vial es presurizado, de forma tal

que la presion en el vial sea cercana a la presion en la cabeza de la columna.
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Posteriormente se bloquea el flujo de gas de arrastre, la presion en la cabeza de la
columna baja y los compuestos del headspace pasan hacia la columna. Pasado el tiempo
de inyeccion (5 segundos aproximadamente), se desbloquea el flujo de gas de arrastre e

inicia el analisis (Pokorny et al., 2001).

La microextraccion en fase sélida (MEFS) es una técnica alternativa para el analisis por
headspace estatico de los volatiles formados en la oxidacion lipidica (Jiménez-Alvarez et
al., 2008; Almajano et al., 2007; Lee et al., 2007). En ésta se usan jeringas especiales,
gue poseen en su interior una fibra cubierta con una fase estacionaria similar a la
empleada en CG (polidimetilsiloxano, fenilpolidimetilsiloxano y polietilenglicol). La fibra
esta protegida por una aguja, la cual es introducida a través de la tapa de caucho del vial,
una vez dentro, la fibra es expuesta al headspace y los compuestos son retenidos.
Cuando se alcanza el equilibrio, o pasado un tiempo suficiente para la adsorcién de los
compuestos, la fibra es introducida de nuevo en la aguja y la jeringa es retirada del vial.
Finalmente, los compuestos adsorbidos son térmicamente desorbidos en el inyector del
cromatografo. Normalmente, la concentracion de los volatiles generados por la oxidacion
lipidica es baja, por tanto, su desorcion en el cromatégrafo debe asegurar la transferencia

total de los mismos (modo on-colunm o sin division de flujo).

El analisis de headspace estatico es una metodologia relativamente rapida y simple, no
requiere de solventes y permite analizar varias muestras en poco tiempo. Sin embargo,
ésta es menos sensible que el headspace dinamico y se limita a los compuestos mas
volatiles. La MEFS es una técnica rapida y facil de usar; no requiere sistemas de
inyeccion especiales o solventes, adicional a esto, la formacién de artefactos es minima.
Sin embargo, esta técnica posee una baja sensibilidad, las fibras son fragiles, costosas y

requieren de cambio periddico (Pokorny et al., 2001).

Un método alternativo para el andlisis de productos volatiles de oxidacion es el
headspace dinamico. Este involucra la purga o burbujeo continuo de la muestras con
helio o nitrdgeno y posterior atrapamiento de los compuestos, empleando algin material
sélido. La desorcion en el cromatografo de los volatiles atrapados se realiza ubicando el
material solido en el inyector e incrementando la temperatura. Eventualmente, puede

llevarse a cabo una extraccién con solventes del material s6lido, acompafada de una
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posterior evaporacion del solvente e inyeccién en el cromatégrafo, sin embargo, esta
modalidad es mucho menos sensible que la desorcién térmica. El headspace dinamico
permite analizar compuestos en un rango mas amplio de volatilidad, sin embargo, en el

caso de compuestos poco adsorbidos en el solido pueden presentarse perdidas.

En el seguimiento de la oxidacion lipidica de aceites comestibles y emulsiones por
headspace, el hexanal o el pentano son monitoreados cuando hay presencia de &cido
linoléico u otros &cidos grasos poliinsaturados -6. En el caso de acidos grasos -3, los
compuestos a monitorear son propanal, 2-hexenal, 3-hexenal, 2,4-heptadienal (Guillen y
Goicoechea, 2008), mientras que en los lipidos ricos en acidos grasos -9, como el
oleico (aceite de palma o de oliva), el seguimiento de su oxidacién se realiza por
monitoreo del nonanal (Mahungu et al., 1996). En la evaluacién de la actividad de un
antioxidante, la variacion en la cantidad relativa o concentracion de los volatiles es un
indicador de la eficiencia de dicho compuesto. Niveles bajos de volatiles sugieren una
buena actividad, por su parte, niveles altos indican baja actividad o un efecto prooxidante,
en este Ultimo caso, una comparacion directa con una muestra libre de antioxidante
(CONTROL) es requerida.

Analisis de malondialdehido y otras TBARS

El malondialdehido (MDA) y otras sustancias quimicas formadas durante las etapas
finales de la oxidacién lipidica (alquenales y alcadienales) pueden reaccionar con el acido
tiobarbitarico (TBA por sus siglas en ingles) para formar aductos con absorcion a 532-535
nm (figura 34). El malondialdehido puede ser formado a partir de aldehidos - -
insaturados, hidroperéxidos ciclicos, endoperdxidos, epidioxidos, hidroperoxiepidioxidos,
bicicloendoperoxidos y 1,3-dihidroperdxidos (Guillén-Sans y Guzman-Chozas, 1998),
mientras que, las otras TBARS se pueden formar a partir de hidroperéxidos. El analisis
de estas TBARS proporcionan informacién acerca del desarrollo de la oxidacion lipidica,
la cual no es asequible por los métodos antes discutidos. Permite también cuantificar
sustancias quimicas que aportan off-flavour y son altamente nocivas para la salud
humana, tales como 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE), 4-hidroxi-2-hexenal (4-HHE), glioxal,
metilglioxal y el mismo MDA (Angel, 2009; Kazutoshi y Takayuki, 2004; Seppanen y
Csallany, 2004; Koji, 2003).
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Figura 34. Reaccién entre TBA y MDA.

En la determinacion de las TBARS, éstas reaccionan con un exceso de TBA en medio
acuoso (pH 3) y a temperatura de ebullicion (90-100 ) (Bots oglou et al., 1994). El C3
del TBA (figura 34) posee una particular reactividad, la cual hace al compuesto
susceptible de reaccionar con compuestos carbonilicos (aldehidos, cetonas, acidos,
esteres, azucares entre otros) y nitrogenados (amidas, aminas, pirimidinas y
amino&cidos). En el caso del MDA, alquenales y alcadienales, los productos de reaccién
poseen una coloracién rosa (absorcién a 532-535 nm), la cual caracteriza el ensayo de
TBARS. La reaccion con aldehidos saturados y algunos alquenales produce aductos con
absorcion a 450-455 nm, en este caso el incremento de la temperatura y tiempo de
reaccion hace que los aductos con los algquenales presenten absorcion a 532 nm
(Guillén-Sans y Guzman-Chozas, 1998; Sun et al., 2001).

Diferentes componentes de los alimentos tales como proteinas, péptidos, azucares,
nitritos, sulfamidas y productos de la reaccion de Maillard afectan la evaluacion de las
TBARS. Su interferencia es debida principalmente a la reaccibn con TBA dando
productos con absorcién a 532 nm, en el caso de las proteinas y azucares, estas también
pueden interactuar con el MDA formando aductos. En este caso el MDA debe ser
liberado por incremento del pH y temperatura, antes de proceder a reaccionar con el
TBA. Una opcion para incrementar la especificidad del método consiste en la separacion
cromatogréfica de las diferentes TBARS, sin embargo, debido a las similitudes
espectrales y cromatogréficas de éstas, una derivatizacion precolumna es necesaria. Al
respecto, la 2,4-dinitrofenilhidrazina ha sido empleada en el andlisis de las TBARS por
CLAE-DAD (Rudnicki et al., 2007).
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Los antecedentes y bases tedricas previamente descritos, permitieron considerar que los
residuos generados en el procesamiento de algunas frutas cultivadas en Colombia son
fuente promisoria de antioxidantes, y que éstos pueden ser extraidos de forma eficiente y
selectiva empleando la EFS. Teniendo en cuenta esto, dicho marco teérico fue empleado
como herramienta durante el desarrollo experimental del presente trabajo, al igual que en

el andlisis y discusion de los resultados obtenidos.






2. Metodologia

Con el fin de alcanzar los objetivos propuestos, se desarrolld6 la metodologia
esquematizada en la figura 35. El trabajo fue dividido en dos partes independientes
enfocadas hacia la obtencion de antioxidantes a partir de residuos fruticolas y su
aplicacion en alimentos como agentes protectores contra su oxidacion lipidica. En la
primera parte se evaluo la actividad antioxidante (AA) en aceite palma comestible (AP),
mientras que en la segunda parte la AA fue evaluada en carne de res cocida (CRC).
Cada parte del trabajo fue dividida en tres etapas, en la primera se obtuvieron extractos
metandlicos, empleando extraccion Soxhlet a presion reducida, a partir de cada uno de
los residuos estudiados y su actividad antioxidante (AA) fue evaluada en AP y CRC. Los
residuos que proporcionaron los extractos con mayor AA en AP y CRC fueron
seleccionados y sometidos a extraccion con fluidos supercriticos (EFS) durante la
segunda etapa; en ésta, diferentes presiones, temperaturas y porcentajes de cosolvente
fueron empleados y su efecto sobre el rendimiento y AA de los extractos fue evaluado.
Finalmente, en la Ultima etapa se llevo a cabo la identificacion de algunos compuestos
presentes en los extractos que mostraron mayor AA. A continuaciéon se describen los

métodos empleados en cada etapa.
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Figura 35. Esquema general de la metodologia desarr  ollada.

2.1 Obtencidn de extractos Soxhlet

2.1.1 Muestras y preparacion

Los residuos fueron obtenidos a partir del material descartado durante el procesamiento
de los respectivos frutos, éstos fueron proporcionados por Alimentos SAS (Bogota) y la
Federacién Nacional de Cafeteros de Colombia (La Vega, Cundinamarca) (ver tabla 5).
Las semillas y epicarpios fueron limpiados, lavados y secados a temperatura ambiente
por 72 h, posteriormente se molieron usando un molino para granos de tolva baja con
adicion de CO, sélido para minimizar la degradacion de los antioxidantes. Cada residuo
molido fue tamizado, seleccionando las fracciones con tamafios entre 0.850 y 0.180 mm
(US Standard -18/+80). Finalmente, las muestras fueron almacenadas en bolsas

plasticas a -20 T hasta su uso.
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Tabla 5. Residuos fruticolas empleados en el estudi

antioxidante.

0 comparativo de actividad

Nombre comun Nombre cientifico Familia Residuo estudiado Siglas *
Epicarpio EMa
Mango de azUcar Mangifera indica L. Cubierta de semilla CSMa
_ Kernel de semilla® KSMa
Anacardiaceae ) )
) o Epicarpio EMT
Manguifera indica L. . .
Mango tommy . Cubierta de semilla CSMt
var Tommy Atkins b
Kernel de semilla KSMt
. Epicarpio EL
Lulo Solanum quitoense Lam
Semillas SL
_— Solanaceae ) )
Tomate de arbol Solanum betaceum Sendtn Epicarpio ETA
Uchuva Physalis peruviana L. Caliz CuU
) . o Epicarpio EMc
Maracuya Passiflora edulis Sims ) .
Passifloraceae Semillas SMc
Curuba Passiflora mollissima Bailey Semillas SC
Café Coffea arabica L. Rubiaceae Epicarpio ECf
. . Epicarpio EPy
Papaya Carica papaya L. Caricaceae .
Semillas Spy
. Epicarpio EG
Guanabana Annona muricata L. Anonaceae
Semillas SG
Guayaba Psidium guajava L. Mirtaceae Semillas SGy
Naranja Citrus sinensis L. Rutaceae Epicarpio EN
Pifia Ananas comosus (L.) Merr Bromeliaceae Epicarpio EP
Mora Rubus glaucus Benth Rosaceae Semillas SM

% Siglas usadas para hacer referencia a cada residuo.

® Almendra de la semilla.

°En este trabajo se empleo la variedad amarilla (ftomate de arbol comun).

2.1.2 Obtencioén de extractos

Los extractos fueron obtenidos por el método Soxhlet a presion reducida usando metanol
(MeOH) como solvente. Las muestras (entre 5 a 30 g) fueron ubicadas en un dedal de
celulosa y cargadas en el extractor. El tiempo y temperatura de extraccion empleados
fueron 8 h y 35 £ 1 C, respectivamente. En cada extraccion se emple6 150 mL de
solvente. Para evaluar el rendimiento de extraccion cada extracto fue sometido
rotaevaporacion y liofilizacion. Finalmente los extractos fueron reconstituidos en etanol y
almacenados a -10 ° C hasta la evaluacion de su AA en AP y CRC siguiendo los

procedimientos descritos en la seccion 3.2.
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2.2 Estudio comparativo y seleccion de residuos con el
mayor potencial como fuentes de antioxidantes

2.2.1 Evaluacion de la actividad antioxidante de lo s extractos

La AA de los diferentes extractos obtenidos fue evaluada en AP y CRC, se determind la
eficiencia de cada uno para retardar o inhibir la oxidacion lipidica por medicién de
algunos productos de oxidacién tales como hidroperéxidos, aldehidos volétiles (hexanal y

nonanal) y sustancias reactivas al acido tiobarbiturico.

Actividad antioxidante en aceite de palma comestible

La actividad antioxidante de los extractos obtenidos fue evaluada empleando AP
(refinado, blanqueado y desodorizado) libre de antioxidantes y con un contenido de
acidos grasos insaturados igual al 70%,, (60 y 35% ., de oleico y linoleico,
respectivamente), el cual fue proporcionado por la productora de grasas y aceites
Duquesa S.A. (Bogot4). La oxidacion del AP y la medicion de la AA de los extractos
fueron realizadas con base en trabajos previos sobre oxidacién de aceites comestibles
(Hernandez-Acosta et al., 2011; Huang y Frankel, 1997).

Oxidacion del aceite de palma comestible
Muestras de AP (20 g) fueron ubicadas en frascos de vidrio &mbar con tapa y se les

adicion6 una disolucion metandlica de cloruro ferroso obteniendo una concentracion final
de Fe* igual a 3.5 mg/kg. Posteriormente, los extractos fueron adicionados a una
concentracion final de 300 mg/kg (World Health Organization and Food and Agriculture
Organization of the United Nations-FAO, 2009) y la mezcla se homogeniz6 en vortex por
2 min. Muestras adicionales fueron preparadas de la misma forma, sin embargo, a éstas
se les adicion6 los antioxidantes sintéticos, BHT, BHA, TBHQ y el antioxidante de
referencia acido galico (AG). Una muestra CONTROL se prepar6é de la misma forma
adicionando EtOH sin antioxidantes. Un set de muestras fue tomado para andlisis
inmediato (dia cero) y las otras (adicionadas con los extractos o compuestos) fueron
sometidas a oxidacién por calentamiento a 60 + 2 T en estufa por 15 dias, con agitacién

y burbujeo de aire cada 12 h. El desarrollo de la oxidacién lipidica fue determinada cada
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3 dias por medicion del contenido de hidroperéxidos del acido linoleico (HPL), hexanal

(HEX) y nonanal (NON) y especies reactivas al 4cido tiobarbitarico (TBARS).

Medicion de los hidroperoxidos de acido linoleico
La formacion de HPL fue evaluada por el método de dienos conjugados (Huang y

Frankel, 1997; Frankel et al., 1994). 50 mg de AP oxidado fueron diluidos en isooctano y
la absorbancia de la disolucion fue medida a 234 nm. La concentracion de HPL fue
calculada usando el coeficiente de extincion molar de los HPL ( =26000 M™* cm™) (Chan
y Levett, 1977), los resultados son expresados como mmol de HPL por kilogramo de AP
(mmol HPL/kg).

Medicion de hexanal y nonanal
La descomposicion de los HPL y los hidroperoxidos del acido oleico (HPO) a aldehidos

(HEX y NON, respectivamente) fue medida empleando la técnica de espacio de cabeza,
microextraccion en fase solida y andlisis por cromatografia de gases (Lee et al., 2007).
EL AP oxidado (500 mg) fue ubicado en un vial ambar para headspace de 20 mL, un
agitador magnético fue puesto en el interior y el vial se sell6 con una septa de caucho y
tapa de aluminio. El vial fue ubicado en un bafio de agua a 50 £+ 1 € con agitacién
continua (700 rpm) y la muestra se equilibré durante 20 min. Posteriormente se insert6 la
fibra de divinilbenzene/carboxen/polydimethylsiloxane (50/30 m, DVB/CAR/PDMS) y se
expuso durante 30 min. Los compuestos adsorbidos fueron analizados por CG con

detector de ionizacion a la llama (FID).

En el andlisis por CG se uso6 un cromatografo perteneciente al Departamento de Quimica
de la Universidad Nacional de Colombia-Sede Bogtad. ElI Cromatégrafo (GC Agilent
Tecnologies 6820 GC System) estaba equipado con un inyector split/splitless con inserto
de vidrio de 0.75 mm d.i. para inyeccion en modo splitless, una columna DB-5 (30 m;
0.25 mm; 0.1 m) y detector de ionizacion a la llama. La temperatura de horno fue
programada iniciando a 30 T por 2 min, incrementan do desde 30 a 60 C a 2 T/min 'y
desde 60 a 280 € a 20 T/min, manteniéndose a 280 < por 2 min. Helio fue usado
como gas de arrastre a un flujo de 1.8 mL/min. La temperatura del inyector y detector fue
250 y 300 <, respectivamente. La desorcion de los compuestos a partir de la fibra de

MEFS se realizé en modo splitless por 2 min. El HEX y NON fueron identificados por
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coelucién y comparacion con estandares. Los resultados son expresados como unidades

de area bajo la curva por mg de AP (ABC/mg).

Medicion de especies reactivas al acido tiobarbiturico
Las TBARS fueron medidas con base en reportes previos con ligeras modificaciones

(Wang y Xiong, 2005; Maraschiello et al., 1999; Lee et al., 1999; Jun et al., 1999). Se
ubicaron 100 mg de AP oxidado en un tubo falcon y se adicion6 sucesivamente 50 L de
una disolucion metandlica de BHT (23 mM), 1.5 mL de disolucion acuosa de acido
tiobarbitarico (26 mM) y 10 mL acido tricloroacético (0.30 M en HCI 0.2 M). La mezcla se
agité en vortex por 30 s y se ubico en bafio de agua en ebullicion por 40 min, pasado el
tiempo de reaccion, ésta se detuvo sumergiendo el tubo en un bafio de hielo. Se tomaron
5 mL de la suspension se mezclaron con 5 mL de cloroformo, se agitaron en vortex por
30 s y se centrifugaron a 5500 rpm por 20 min. Se tomo la fase acuosa y se determiné su
absorbancia a 532 nm. Los resultados obtenidos son expresados en términos de mg de
malondialdehido (MDA) por kilogramo de AP (mg MDA/Kg), para esto se prepar6 una
curva de calibracion MDA (0.036 M a 0.185 M) obtenido por hidrdlisis de 1,1,3,3-

tetraetoxipropano.

Actividad antioxidante en carne de res cocida
La AA de los extractos fue evaluada en CRC partiendo de trabajos previos realizados con

carnes cocidas o sistemas similares (Brettonnet et al., 2010; Juntachote et al., 2006).

Preparacion de carne de res y almacenamiento
La carne de res (CR) empleada fue un musculo semimembranoso (morrillo) con un

contenido de grasa entre 20 y 30%, éste fue adquirido en un mercado local de Bogota y
de Florianépolis-Santa Catarina (Brasil). La CR (20 kg) fue lavada y el tejido conectivo y
grasa externa fueron removidos. Posteriormente fue dividida, por cuarteos sucesivos,
hasta obtener 32 fracciones de 600 g y cada fraccién fue cortada en cubos de 1 cm?®
aproximadamente. Finalmente todas las fracciones fueron mezcladas de forma aleatoria

y almacenadas en bolsas plasticas a -80 T hasta lo s ensayos de AA.

La CR fue molida en licuadora a maxima velocidad usando ciclos cortos hasta obtener un

pate homogéneo. Porciones de CR molida (20 g) fueron ubicadas en tubos falcon ambar
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y se llevaron a coccion en bafio de agua a 75 T, ha sta alcanzar una temperara interna
de 65 T (aproximadamente 40 min), obteniendo la CR C. Los extractos, antioxidantes
sintéticos (BHT, BHA y TBHQ) y AG fueron adicionados a CRC a una concentracion final
de 200 mg/kg (World Health Organization-WHO y Food and Agriculture Organization of
the United Nations-FAO 2009). Una muestra CONTROL fue preparada de forma similar
adicionando EtOH sin antioxidantes. Un set de CRC sin antioxidantes fue sometida a
andlisis inmediato (dia cero), mientras que las adicionadas con los extractos y
antioxiantes fueron almacenadas a 4 C por 9 dias. La oxidacion lipidica fue determinada

cada 3 dias por medicion del contenido de HPL y TBARS.

Medicion de hidroperéxidos
La formacion de hidroperoxidos fue evaluada por el método de dienos conjugados

(Juntachote et al., 2006; Frankel et al., 1994). La CRC oxidada fue sometida a extraccion
de los hidroperéxidos con varias porciones hexano:MeOH (1:1), la capa apolar fue
concentrada en vacio y los HPL fueron diluidos en isooctano, posteriormente se midi6 la
absorbancia de la disolucion a 234 nm. La concentracién de hidroperoxidos fue calculada
como se describié previamente y los resultados son expresados como mmol de HPL por
kg de CRC (HPL/kg).

Medicion de especies reactivas al acido tiobarbiturico
Las TBARS fueron medidas siguiendo el procedimiento descrito previamente, sin

embargo, en este caso se emplearon 500 mg de CRC oxidada en cada medicion.

2.2.2 Disefo experimental y analisis estadistico

En esta etapa se empled un disefio experimental por bloques completamente aleatorio.
Todas las extracciones y mediciones de AA fueron realizadas por triplicado, los datos de
rendimientos y AA son reportados como la media y su desviacién estandar (+DE). Los
datos obtenidos en la evaluacion del rendimiento de extraccion fueron sometidos a un
andlisis de varianzas (ANOVA) de una via (95% de confianza), con el fin de identificar
diferencias significativas entre sus medias. Por su parte, los datos obtenidos en la
evaluacion de la AA fueron sometidos a un ANOVA de dos vias (95% de confianza). Se
realiz6 un analisis de componentes principales (ACP) como herramienta para el andlisis

de los datos de AA y al mismo tiempo establecer diferencias y similitudes en la AA de los
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extractos. Adicional a esto, se realizd6 un analisis de clusters con el fin de agrupar los
extractos en funcion de su AA. ElI ACP y el AC ayudaron a identificar los residuos mas
promisorios como fuente de extractos con AA en AP y CRC. Todos los analisis fueron

realizados empleando el software R (Version 2.13.0 para Windows).

2.3 Obtencion de antioxidantes empleando extraccion
con fluidos supercriticos

2.3.1 Preparacion de muestras

Los residuos seleccionados fueron secados y molidos, de forma independiente, usando
molino de cuchillas y el material resultante fue separado empleando una bateria de
tamices en agitador vertical. En la primera parte del trabajo se emple6 el material con
tamanos de particula entre 0.850 y 0.300 mm (-18/+50 US Standard) y en la segunda
parte el material con tamafios entre 0.500 y 0.208 mm (-35/+70 US Standard). Los
tamafios medios de particula de las muestras empleadas fueron 0.496 + 0.003 mm en la
primera parte y 0.278 + 0.008 mm en la segunda parte, calculados con base en la
distribucion media de tamafios (Gomide, 1983). Finalmente, las muestras fueron

almacenadas en bolsas plasticas a -20 € hasta su u so.

2.3.2 Obtencion de extractos

La EFS fue realizada en una unidad de extraccion dinamica perteneciente al Laboratério
de Termodinamica e Extracdo Supercritica de la Universidade Federal de Santa Catarina,
Florianopolis SC, Brasil (Danielski et al., 2007; Zetzel et al., 2003). El equipo consistia de
un reservorio de CO,, un acumulador de CO, (S), un bafio frio a -10 € (TC;), una
bomba neumatica (P), una columna de extraccion de 100 mL en acero inoxidable (E),
vélvulas de paso (PV), valvula micrométrica (MV), manémetros (PI1, PI2 y PI3), un
colector de extracto (C) y un flujometro (BL). La temperatura de extraccion fue controlada
con un bafio termostatado (TC,). El cosolvente fue suministrado empleando una bomba
de CLAE (P,) a una presion y flujos preestablecidos, el cosolvente fue mezclado con el

CO; antes de su ingreso a E (Figura 36).
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Figura 36. Unidad de extraccion supercritica emplea  da.

Las muestras secas y molidas, en forma independiente, fueron ubicadas en la columna
de extraccion formando un lecho fijo de particulas, posteriormente se alcanzaron las
condiciones de extraccion (presion, temperatura y flujo de solvente) (Michielin et al.,

2009). Para cada muestra los ensayos de EFS fueron divididos en tres grupos:

1. Obtencion de la curva de extraccion (CE); ésta fue realizada con el fin de
determinar el tiempo de extraccidbn mas adecuado para llevar a cabo los ensayos
de los grupos 2 y 3. La CE fue obtenida empleando CO, a 50 / 20 MPa y flujo
constante de solvente de 0.5 + 0.05 kg/h. El extracto fue recolectado en intervalos
de tiempo previamente establecidos (Benelli, 2010; Mezzomo, 2008; Good el at.,
2005); cada 5 min por 30 min, cada 10 min por 60 min, cada 30 min por 150 min y

cada 60 min por 180 min.

2. Obtencién de extractos con CO, a diferentes condiciones de extraccién; los
extractos fueron obtenidos empleando el tiempo de extraccion determinado para
cada residuo en los ensayos del grupo 1, un flujo constante de CO, (0.5 + 0.05
kg/h) y diferentes temperaturas (40, 50 y 60 C) y presiones (10, 20 y 30 MPa).
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3. Obtencion de extractos con CO, adicionado con EtOH como cosolvente
(CO./EtOH); se emplearon las condiciones mas adecuadas de tiempo,
temperatura y presion, obtenidos en los ensayos de los grupos 1y 2, con un flujo
constante de CO, igual a 0.5 + 0.05 kg/h. Los extractos fueron obtenidos variando
la concentracion de cosolvente de 2, 5 y 8%y, Después cada extraccion el
cosolvente fue removido en rotavapor, los extractos fueron pesados vy

reconstituidos en EtOH.

La AA de todos los extractos supercriticos obtenidos fue evaluada en AP o CRC
siguiendo los procedimientos descritos en la seccion 3.2.. En este caso los resultados
son presentados como la diferencia en el contenido de HPL, HEX, NON y TBARS entre
los dias 0 y 15 para la AA en AP y la diferencia en el contenido de hidroperéxidos y
TBARS entre los dias 0 y 9 para la AA en CRC.

2.3.3 Disefio experimental y analisis estadistico

En esta etapa del trabajo se empled un disefio factorial 32 todas las extracciones y
mediciones de AA fueron realizadas por triplicado, los datos de rendimientos y AA son
reportados como la media y su desviacion estandar. Los datos obtenidos en la
evaluacién del rendimiento de extraccion y AA fueron sometidos a un ANOVA de de dos
vias (95% de confianza), con el fin de identificar diferencias significativas entre sus
medias. Todos los andlisis fueron realizados empleando el software R (Version 2.13.0

para Windows).

2.4 ldentificacion de los compuestos con actividad
antioxidante en aceite de palmay carne deres coci da

2.4.1 Fraccionamiento de extractos

El extracto con mayor AA en AP fue fraccionado empleando un cartucho de extraccion en
fase solida empacado con octadecilsilano (ODS) como fase estacionaria (Reid y Sarker,
2005). 500 mg de extracto, previamente liofilizado y desengrasado, disueltos en una

mezcla MeOH:H,O (1:9), fueron inyectados en el cartucho (3.0 g de ODS); los
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compuestos fueron eluidos empleando un gradiente de MeOH:H,O (flujo 1 mL/min), cinco
fracciones fueron obtenidas correspondientes a cinco composiciones MeOH:H,O (1:9,
3.7, 6:4, 8:2 y 100% MeOH), cada fraccion fue eluida empleando 65 mL de solvente,

éstas fueron rotuladas como F1, F2, F3, F4 y F5, respectivamente.

Por otra parte, el extracto con mayor AA en CRC fue fraccionado empleando un cartucho
empacado con diol como fase estacionaria. 300 mg de extracto, previamente liofilizado,
disuelto en una mezcla acetato de etilo:hexano (1:9) fueron inyectados en el cartucho
(2.0 g de diol); los compuestos fueron eluidos empleando un gradiente de acetato de
etilo:hexano (flujo 1 mL/min), cuatro fracciones fueron obtenidas segun la composicion de
la fase de elucion (hexano:acetato de etilo 9:1, 7:3, 4:6 y 2:8, 25 mL de cada uno) éstas

fueron rotuladas de F1 a F4, respectivamente.

Todas las fracciones fueron concentradas en rotavapor y liofilizadas evaluando su
rendimiento, posteriormente fueron y reconstituidas en EtOH. La AA en AP o CRC de las
fracciones fue evaluada siguiendo los procedimientos descritos en la seccién 3.2, los
resultados son presentados como la diferencia en el contenido de HPL, HEX, NON y
TBARS entre los dias 0 y 15, para la AA en AP, y la diferencia en el contenido de
hidroperéxidos y TBARS entre los dias 0 y 9, para la AA en CRC. Finalmente, las
fracciones con mayor AA fueron sometidas a analisis por CLAE-EM o CLAE-DAD con el

fin de identificar algunos de los compuestos presentes en éstas.

2.4.2 Analisis por CLAE-EM

Una de las fracciones con mayor AA en AP fue sometida a analisis por CLAE-ESI-EM y
CLAE-ESI-EM/EM. Los andlisis fueron realizados en un equipo de CLAE-EM
perteneciente al Departamento de Quimica de la Universidad de los Andes, Bogota. El
Equipo (Agilent Technologies 1260) estaba dotado con una bomba binaria (Agilent
Technologies G1312B), un autoinyector y se encontraba acoplado a un espectrometro de
masas (Agilent Technologies 6520) con un analizador hibrido, quadrupolo y tiempo de
vuelo en serie. Como fuente de ionizacion se empleo electrospray (ESI). La separacion
cromatogréfica fue realizada empleando una columna en fase reversa Zorbax Extend C-
18 (Agilent Technologies) 50 mm x 2.1mm x 1.8 m a 30 . La elucion se realiz6 en

modo isocratico empleando como fase mévil MeOH:H,O (1:9), adicionada con formiato
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de amonio (concentracion final 10 mM), a un flujo de 0.2 mL/min. En todos los analisis se
emplearon 0.5 L de fraccion disuelta en MeOH en una concentracion igual a 50 ppm.
Todos los espectros fueron obtenidos en modo negativo empleando las siguientes
condiciones®: nitrdgeno como gas de nebulizacién a 300 €, 10 L /min y 40 psi, voltaje del
capilar 3.5 kV, voltaje del colimador (fragmentor) 175 V y voltaje del octopolo de
referencia 750 V. El andlisis de masas se realiz6 en modo scan en un rango de m/z entre
50 y 1000. En los analisis de CLAE-ESI-EM/EM se seleccion6 un ion padre el cual fue
sometido a fragmentacion, para tal fin se emplearon diferentes temperaturas (entre 200 a
365 ) y energias del gas colision (entre 15 y 30 eV), seleccionando 350 C y 20 eV
como las mas adecuadas para el andlisis. Las condiciones cromatograficas y demas
condiciones de deteccion se mantuvieron iguales a las indicadas previamente. Todos los
resultados de EM y EM/EM fueron analizados empleando el software MassHunter

Workstation de Agilent Technologies.

2.4.3 Analisis de compuestos fendlicos por CLAE-DAD

Los analisis fueron realizados empleando un método estandarizado por el Laboratorio de
Cromatografia del Centro de Investigacion en Biomoléculas de la Universidad Industrial
de Santander. Se empled un cromatégrafo liquido (Agilent Technologies 1200 series)
dotado con un detector de arreglo de diodos y autoinyector. La separacion de los analitos
fue realizada empleando una columna en fase reversa KINETEX C18 (Phenomenex) 100
mmx 4.6 mmx 2.6 ma 35 T. La elucion se realizé empleando el gradi ente indicado en
la tabla 6 a un flujo de 1 mL/min. En todos los analisis se emplearon 10 L de fraccion

disuelta en MeOH a una concentracién de 5000 ppm.

! La eleccién de polaridad y condiciones de andlisis fueron establecidas a partir de ensayos
previos no reportados en el presente trabajo.
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Tabla 6. Gradiente de elucion empleado en los andli  sis por CLAE-DAD.

t (min) % Solvente A % Solvente B

(acido acético 0.3%) (Acetonitrilo)
0 95.5 4.5
13 95.5 4.5
14 85.0 15
17 85.0 15
20 78.0 22
28 78.0 22
30 0 100
33 0 100
34 95.5 4.5
40 95.5 4.5

Para la identificacion de los compuestos se emple6 una disolucion de patrones
certificados, a una concentracion conocida, compuesta por acidos fendlicos (galico, p-
hidroxibenzoico, vanilico, fertlico y cindmico), catequinas (catequina, galato de
epigalocatequina, epicatequina, galato de epicatequina y epigalocatequina), xantinas
(cafeina, teobromina y teofilina) y flavonoides (acido caféico, acido p-cumarico, acido
rosmarinico, quercetina, naringenina, Iluteolina, kaempferol, &cido wursélico vy
pinocembrina). La asignacién de identidades se realizdé por comparacion de los tiempos
de retencién y los espectros ultravioleta-visible (UV-Vis). Un blanco de muestra (MeOH)

fue analizado, siguiendo el procedimiento antes indicado.

2.4.4 Analisis por resonancia magnética nuclear

Una de las fracciones obtenidas fue sometida a analisis de resonancia magnética nuclear
(RMN) de protén (*H-RMN) y carbono 13 (**C-RMN), los anélisis fueron realizados
empleando un espectréometro de RMN Bruker DRX-400 operando a 400 MHz para protén
y 100 MHz para carbono 13 y empleando metanol deuterado (CD;OD) como solvente. La
fraccion fue sometida a experimentos de distorsion por incremento de polarizacion a 135°
(DEPT 135, por sus siglas en inglés), correlacion simple heteronuclear (HSQC, por sus
siglas en inglés) y correlaciones multienlace heteronucleares (HMBC, por sus siglas en

inglés).



3. Resultados y Discusion

El presente trabajo consistidé en la obtencién de antioxidantes a partir de residuos
fruticolas. En la primera parte de éste se evalud la actividad antioxidante (AA) en aceite
de palma comestible (AP) y en la segunda se evalué la AA en carne de res cocida (CRC).
Cada parte fue dividida en tres etapas; en la primera se realizd un estudio comparativo
de la AA de extractos Soxhlet obtenidos a partir de cada residuo, seleccionando aquel
que presentd el mayor potencial como fuente de antioxidantes. En la segunda etapa el
residuo seleccionado en la etapa anterior fue sometido a extraccion con fluidos
supercriticos (EFS) y la AA de los extractos obtenidos fue evaluada. Finalmente, en la
Ultima etapa se llevo a cabo la identificacion de algunos compuestos presentes en el

extracto con mayor AA.

Antes de presentar los resultados obtenidos en la evaluacién de la AA en AP y CRC, se
presentan los rendimientos de extraccion obtenidos en la extraccion Soxhlet a partir de
cada residuo (Figura 37%). De forma general los residuos estudiados se pueden organizar
en cuatro grupos, segun sus rendimientos de extraccién. El primer grupo presentd
rendimientos mayores al 20% (CSMa con 27.41%, EPy con 24.38% y EMt con 23.65%).
El segundo grupo present6 rendimientos entre 5y 10% (CSMt con 9.21%, EN con 9.56%,
EMa con 9.51%, SC con 7.91%, SPy con 7.82%, EG con 7.47%, SG con 7.43%, CU con
6.85%, ECf con 6.67% y SMc con 6.25%. El tercer grupo con rendimientos entre 2 y 5%
(SGy con 4.77%, EP con 4.04%, KSMt con 3.28%, KSMa con 2.98%, EL con 2.96% y
EMc con 2.65%). En el dltimo grupo estan los residuos con rendimientos inferiores a 2%
(SL con 1.23%, SM con 1.20% y ETA con 0.88%).

% Los datos se presentan en el ANEXO A
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Una vez obtenidos los extractos Soxhlet de cada residuo se evalué su AA en AP (seccién
4.1) y CRC (seccion 4.2), determinando su potencial como fuente de compuestos con

capacidad para retardar la oxidacioén lipidica en dichos alimentos.
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EMa: epicarpio de mango de az2car SMc: semillas de maracuya
CSMa: cubierta de la semilla de mango de az2car SC: semillas de curuba
KSMa: kernel de la semilla de mango de az2car ECf: epicarpio de café
EMt: epicarpio de mango tommy EPy: epicarpio de papaya
CSMt: cubierta de la semilla de mango tommy SPy: semillas de papaya
KSMt: kernel de la semilla de mango tommy EG: epicarpio de guanabana
EL: epicarpio de lulo SG: semillas de guan&bana
SL: semillas de lulo SGy: semillas de guayaba
ETA: epicarpio de tomate de rbol EN: epicarpio de naranja
CU: ¢ liz de uchuva EP: epicarpio de pifia

EMc: epicarpio de maracuya SM: semillas de mora

Figura 37. Rendimien tos obtenidos en la extraccion Soxhlet de los resid uos
fruticolas estudiados.
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3.1 Obtencion de antioxidantes a partir de residuos
fruticolas y evaluacion de su actividad antioxidant e
en aceite de palma comestible

Para evaluar la AA en AP de los extractos Soxhlet de los residuos se determind la
produccion de algunos productos de oxidacién en funcion del tiempo y mediante un
analisis de componentes principales (ACP) y un analisis de clusters (AC) fue posible
seleccionar el residuo con el mayor potencial como fuente de antioxidantes. Con el
propédsito de emplear una técnica de extraccion inocua, sobre el residuo elegido, éste fue
sometido a extraccion con fluidos supercriticos (EFS) empleando como solvente dioxido
de carbono (CO,) y CO, adicionado con etanol (EtOH) como cosolvente (CO,/EtOH). La
AA de los extractos supercriticos fue determinada al medir la diferencia en el contenido
de los productos de oxidacion entre los dias 0 y 15 de oxidacion. Por Ultimo, el extracto
con mayor AA en AP fue sometido a un fraccionamiento y algunos compuestos presentes

en las fracciones con mayor AA fueron identificados empleando CLAE-EM y CLAE-DAD.

3.1.1 Estudio comparativo y selecciéon del residuo con el mayor
potencial como fuente de antioxidantes
La eficiencia de cada extracto para retardar la oxidacion lipidica de AP fue determinada
en funcion del tiempo por medicion del contenido de algunos productos de oxidacion
como los hidroperéxidos del acido linoleico (HPL), hexanal (HEX), nonanal (NON) y las
especies reactivas al acido tiobarbitdrico (TBARS), dicha eficiencia fue comparada frente
a la observada para los antioxidantes sintéticos BHT, BHA y TBHQ y el antioxidante de
referencia AG. En las tablas 7 a 9 se presentan los resultados obtenidos en la medicién
de la concentracion de HPL, HEX, NON y TBARS, respectivamente. En éstas se
observa, salvo algunas excepciones, que el contenido de dichos productos de oxidacion
incrementa a medida que pasa el tiempo de oxidacion, presentandose los valores mas
altos en el dia 15. Los resultados obtenidos proporcionan informacién sobre la eficiencia
de los extractos y antioxidantes para retardar la formacion de productos en etapas
diferentes de la autoxidacién. Es decir, los HPL son productos formados en las etapas
iniciales, las TBARS son productos secundarios y finales, mientras que el HEX y NON
son productos finales. Teniendo en cuenta esto, el andlisis de la AA de cada extracto o
antioxidante debe hacerse tomando los resultados de HPL, HEX, NON y TBARS en
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funcion de tiempo de forma conjunta, de tal manera que se establezca si el extracto o
antioxidante retarda de forma eficiente la oxidacion lipidica en sus diferentes etapas
durante los 15 dias de oxidacion. Para tan fin, en el presente trabajo se realizé un ACP el
cual permitié identificar los extractos con mayor AA; de forma complementaria mediante

un AC se logr6 agrupar a los extractos y antioxidantes en funcién de su AA.

Tabla 7. Hidroperoxidos formados durante la oxidaci on de AP adicionado con los

extractos y antioxidantes.

mmol hidroperéxidos de &cido linoleico/kg aceite de palma (mmol HPL/kg)

Extracto o Dias de oxidacién
antioxidante 3 6 9 12 15
CONTROL 1128 £+ 1.76 | 1352 + 210| 3222 + 3119|5292 + 552 |5469 + 3.76
EMa 11.00 £ 0.73 1244 + 1971502 + 0.60|16.22 £+ 0.55|2735 + 1.00
CSMa 740 * 054 | 1555 + 0371970 + 0.63|2290 + 158 | 26.15 + 0.14
KSMa 880 + 0331223 + 061|138 =+ 0.27|1743 + 104 | 2318 =+ 1.06
EMt 1728 £+ 161 | 1895 + 2.75|21.13 + 0.74 2980 + 0944821 + 474
CSMt 853 + 0552121 + 264 |2347 =+ 257 |2712 + 0742931 = 1.36
KSMt 1896 + 0.23 2519 + 045|3310 + 2003615 £ 0.60 | 2653 + 1.58
EL 946 + 046 | 6.64 + 0721388 =+ 0851929 + 1392228 =+ 345
SL 764 + 178 | 787 + 0481929 + 196 |2786 + 287 |36.46 + 3.12
ETA 780 + 052| 924 + 0172252 + 059 |3781 + 1204187 = 0.71
CuU 1251 + 1271261 + 0371551 + 0.80|19.07 £ 0.66 | 2490 + 0.25
EMc 1395 £+ 1.06 | 22.08 + 0322480 + 188 |3156 + 137 |36.14 + 276
SMc 10.64 + 1.08 |11.70 £ 0.71 2273 £+ 0.69 | 25.02 £+ 0.73|27.15 + 277
SC 1510 £ 088 | 1754 + 055|2980 + 201 |3090 + 1484254 + 0.96
ECf 978 + 0321471 £+ 0775|1793 + 097 | 2065 *+ 0.76| 2332 = 0.76
EPy 1530 £+ 098 | 1428 + 0.34|16.16 *+ 0.27 | 2002 £+ 096 | 2429 + 1.30
SPy 1012 £+ 029 | 976 £+ 0412025 £+ 0.29 3111 £+ 0.12 | 2422 + 1.15
EG 13.21 £+ 0311254 + 0.60| 2017 + 2101|2343 + 1.74|2298 + 1.59
SG 1021 £+ 1.19| 919 + 3651734 £+ 285|19.29 £+ 1.00 | 4440 + 0.38
SGy 958 + 0761032 + 0.73 1733 + 104 |3217 £+ 162 | 2255 + 0.85
EN 890 + 0321218 + 1531783 + 1.70|20.74 + 119|239 =+ 1.83
EP 1479 + 1241620 + 046 | 1791 + 049 |21.23 + 0.72| 2096 =+ 0.69
SM 794 + 096 | 842 + 1181766 =+ 1.20|19.29 + 356 |3851 + 1.40
BHT 894 + 216 | 596 + 1301282 + 1172|1337 + 163 | 846 =+ 1.04
BHA 1191 £+ 1651281 + 220|2338 + 0312560 + 4043424 + 1.10
AG 842 + 0541091 + 0311750 =+ 1160|1933 + 098 | 3026 *= 0.82
TBHQ 923 + 039|108 <+ 0371789 + 0.60|18.00 + 157 | 18.18 + 0.71

" La concentracién de HPL en el dia cero fue 7.35 + 0.53 mmol HPL/Kg.



Tabla 8. Hexanal y nonanal formados durante la oxid  acion de AP adicionado con los extractos y antioxid antes.

Area bajo la curva/mg aceite de palma (ABC/mg)

Extracto o Hexanal Nonanal
antioxidante Dias de oxidaci6n Dias de oxidacion
3 6 9 12 15 3 6 9 12 15

CONTROL 092 + 006|119 *+ 002|153 + 007|200 =+ 012|249 =+ 005]039 = 0.015|0.69 + 0.064|0.81 + 0.005|096 =+ 0.078|1.38 + 0.041
EMa 034 + 000|062 * 003|097 +* 003|167 =+ 0.13| 204 =+ 0.18]0.06 = 0.001|0.15 + 0.001|0.20 + 0.010|0.26 + 0.012|0.28 + 0.001
CSMa 106 +* 007|193 + 003|216 +* 0.04| 305 + 004|391 =+ 016]J020 * 0.004 031 * 0019|044 =+ 0.020|057 =+ 0.011|0.72 + 0.016
KSMa 187 + 002|285 + 010|326 * 013| 357 + 0.08| 646 =+ 0.28]015 + 0013|024 =+ 0019|034 =+ 0.046|0.33 + 0.015|0.76 +* 0.046
EMt 1.67 + 003|230 + 0.03|9.25 + 038| 887 =+ 0.39|1339 + 1.04]017 + 0010|027 + 0.010|0.75 + 0.020|0.89 + 0.020|1.33 * 0.270
CSMt 1.97 + 022|345 + 026|350 * 0.09| 379 + 015 704 + 046]019 =+ 0007|037 =+ 0023|047 =+ 0.026|048 =+ 0.039|0.93 =+ 0.046
KSMt 150 + 0.07|202 + 013|7.78 * 0.05| 829 + 0441539 + 1.84]0.23 + 0011|028 + 0004|080 =+ 0.051|0.81 =+ 0.059 |1.74 + 0.146
EL 042 + 004061 + 008|092 + 005|139 =+ 013|178 =+ 010]032 = 0.010|053 + 0.030|0.67 + 0.001|058 =+ 0.030|0.78 + 0.080
SL 022 + 003080 *+ 008|114 + 004| 152 =+ 0.12] 198 =+ 0.04]0.15 = 0.016 |0.39 + 0.008 | 0.47 + 0.058 | 056 =+ 0.059|0.63 + 0.072
ETA 044 + 001077 + 005|136 + 008| 262 =+ 0.12| 269 =+ 0.09]0.12 = 0.010|0.24 + 0.010|0.40 + 0.030|0.63 + 0.040|0.55 =+ 0.030
CuU 063 + 005122 + 009|160 * 007|270 =+ 005|232 =+ 0.08]020 = 0.020|0.34 + 0.020|0.39 + 0.030|0.45 =+ 0.010|0.55 =+ 0.060
EMc 122 + 002|233 + 025|811 * 044|1062 + 0.38|1345 + 105]011 + 0001|022 + 0.030|0.60 + 0.060|0.85 + 0.010|1.43 =+ 0.150
SMc 084 + 008|103 + 003|119 + 007| 1.84 + 0.06| 223 =+ 0.22]037 =+ 0.077 047 =+ 0.010 053 =+ 0.028 | 054 =+ 0031|061 =+ 0.052
sC 205 + 016|277 + 012|994 + 025|11.52 + 0.35|2200 * 048]028 + 0.019|041 =+ 0.006 |1.20 + 0.070|1.05 + 0.030|253 =+ 0.191
ECf 034 + 004|072 + 003|133 + 002| 1.74 + 0.01| 248 =+ 0.04]008 + 0.010|0.14 * 0.010|0.19 * 0.010|025 =+ 0.020|0.25 =+ 0.020
EPy 1.08 + 0.06 207 + 009|245 + 0.09| 264 + 0.03| 461 =+ 0.08]0.11 * 0.020|0.16 * 0010|021 =+ 0.010|0.29 = 0.020 | 0.25 =+ 0.010
SPy 021 + 001030 + 001|043 + 002| 116 + 0.08| 146 =+ 0.11]0.03 = 0.004|0.05 + 0.002|0.06 + 0.004|0.11 + 0.005|0.14 =+ 0.021
EG 059 + 002136 + 017|168 + 018 | 1.81 =+ 0.09| 204 =+ 0.06]0.17 = 0.010|0.34 = 0.010|0.43 =+ 0.060|0.61 =+ 0.060|0.73 + 0.020
SG 042 + 009073 * 016|100 * 017| 1.39 =+ 0.11| 225 =+ 0.03]0.28 = 0.024|0.66 =+ 0.049|0.69 + 0.042|058 =+ 0.044|0.68 =+ 0.010
SGy 075 + 006|147 + 011|152 + 031| 254 + 028| 253 + 015]0.15 + 0.015|0.26 =+ 0.025|0.27 + 0.066 | 0.47 =+ 0.024 | 055 =+ 0.074
EN 159 + 020|223 + 033|298 * 012| 3.07 =+ 012|479 + 056]015 + 0.010|0.24 + 0.020|0.34 * 0.050|0.33 + 0.020|0.76 * 0.050
EP 051 + 008|062 + 017|116 + 005| 1.38 + 0.07| 1.79 + 0.09]0.11 =+ 0.020|0.16 =+ 0.010|0.21 + 0.010|0.29 + 0.010|0.35 =+ 0.010
SM 019 + 007|086 =+ 007|117 + 014| 1.39 + 0.03| 269 =+ 011]0.14 + 0.047 | 035 * 0.056 051 =+ 0.051|058 =+ 0.023|052 =+ 0.043
BHT 032 + 001091 + 002|136 +* 006| 1.78 + 0.06| 241 =+ 0.07]025 + 0.029|0.32 + 0.010|0.39 + 0.059|046 =+ 0.016 |0.65 + 0.033
BHA 101 + 005|119 + 004|159 + 0.05| 213 + 0.08| 257 + 0.07]0.34 + 0.046 053 * 0.057 060 =*= 0.023 060 =+ 0.009 |0.79 = 0.014
AG 084 + 006|106 + 008|139 + 012|189 =+ 0.12| 321 =+ 026]0.17 = 0.015|0.21 + 0.026 |0.29 + 0.009 | 0.37 + 0.020|0.71 + 0.032
TBHQ 029 + 001095 =+ 007|125 + 007| 190 =+ 0.08| 243 =+ 0.15]0.28 + 0.011|0.33 + 0.012|0.37 + 0.019|043 + 0.034|054 + 0.023

*Los valores de HEX y NON para el dia cero fueron 012 + 001 y 0.01 + 0.001 ABC/mg, respectivamente.
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Tabla 9. TBARS formadas durante la oxidacion de AP adicionado con los extractos

y antioxidantes.

mg malondialdehido/kg aceite de palma (mg MDA/Kg)

Extracto o antioxidante Dias de oxidacion -
9 12 15

CONTROL 268 £ 019|391 + 079|635 + 027|605 = 028|703 = 0.30
EMa 0,04 +* 002|039 = 006|075 * 006|137 +* 009|307 = 0,24
CSMa 182 + 02329 + 022|426 + 064|507 = 019|593 + 0.30
KSMa 009 +* 001|179 = 041|185 * 024|217 +* 042|274 = 0.12
EMt 083 + 001|126 + 008|189 + 0,17|239 + 0,13|2,05 = 0,09
CSMt 016 +* 003|132 * 034|152 * 000|194 +* 030|283 = 0.17
KSMt 085 + 018|137 * 015|173 + 0.17|220 += 0.08|207 = 0.15
EL 0,07 * 0,11|249 * 0,27 |3,75 * 0,12|3,96 =+ 0,22 527 = 0,29
SL 079 = 047223 = 035|266 + 010|445 + 057|471 = 041
ETA 065 +* 002|072 =+ 0,10|/082 * 015|286 * 0,07|430 = 0,34
Cu 0,67 + 009|108 *+ 008|126 + 0,0|211 + 0,02 |249 = 0,02
EMc 092 + 008|114 + 015|162 + 0,14|19 + 0,13|2,01 = 0,08
SMc 1.18 = 043|375 * 049|337 +* 018|439 = 0.04 491 *= 0.36
SC 073 + 005|127 + 013|169 + 019|206 + 0.08|201 = 0.14
ECf 152 = 0,07 212 * 014|238 + 0,29 345 = 0,21 457 = 0,16
EPy 0,70 + 009|089 + 009|109 + 002|132 + 0,05|3,06 = 0,10
SPy 006 +* 002|056 = 004|120 * 0.06|140 * 0.09|189 = 0.15
EG 0,68 + 015093 + 018|130 + 003|148 + 0,03|240 = 0,39
SG 033 +* 009|217 = 049|385 * 046|396 + 055|637 = 043
SGy 0.69 =+ 004|112 + 010|123 + 0.04|257 + 011|337 = 043
EN 0,14 * 003|130 * 033|152 * 020|188 + 0,05|267 = 0,20
EP 056 + 010090 =+ 0,13 |1,06 + 005|141 + 007|221 = 0,07
SM 1.10 = 0.09 254 +* 048|334 + 033|396 =*= 0.09|490 *= 0.60
BHT 081 +* 017|120 = 009|148 * 012|140 * 0.09|183 = 0.13
BHA 160 + 028325 + 048|329 + 029|399 + 045|581 + 021
AG 069 +* 002099 = 005|111 * 016|129 * 005|278 = 0.13
TBHQ 040 = 007|206 * 039|294 + 036|328 + 039|367 = 0.23

" La concentracion de TBARS en el dia cero fue 0.12 + 0.01 mg MDA/kg.

En la tabla 10 se presentan los valores de los loadings, valores propios, porcentajes de
varianza y varianza acumulada para los dos primeros componentes principales (CP1 y
CP2). Dos CP explican 71.98% de la varianza total, el CP1 explica la mayor parte de la
variabilidad 41.00%, mientras que el CP2 explica el restante 30.97%, su eleccion fue
llevada a cabo tomando como referencia sus valores propios (>1). Se observa que el CP1

correlaciona con HPL (loadings entre 0.58 y 0.81), HEX (loadings entre 0.61 y 0.87) y
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NON (loadings entre 0.73 y 0.91), mientras que el CP2 correlaciona con las TBARS

(loadings entre 0.64 y 0.89). Estos resultados muestran una diferencia importante entre la

informacién proporcionada por los HPL, HEX y NON, y la obtenida a partir de las TBARS.

La correlacion entre el CP1 y las variables HPL, HEX y NON muestra una estrecha

relacion entre éstas; el HEX es un producto de la descomposicion de los HPL, por tanto

niveles altos de HEX pueden estar asociados a altas tasas de formacion-descomposicion

de HPL y viceversa (Pokorny, 2001). Por su parte, el NON es producido por la

descomposicion de los hidroperoxidos del &cido oleico (HPO) siguiendo el mismo

mecanismo asociado a la formacion del HEX, no obstante, la tasa de formacion de NON

puede variar dependiendo de la concentracion de &cido oleico y las condiciones de

oxidacion (Mahungu et al., 1998).

Tabla 10. Loadings, valores propios, porcentaje de

varianza y varianza acumulada

para los dos primeros componente principales del AC P.
o le Variable cP1 cp2

HPL 0.5974 | -0.3421

3 HEX 0.7072 | -0.3420
NON 0.7357 | 0.3262
TBARS 0.3498 | 0.6403
HPL 0.6366 | -0.3540

5 HEX 0.6184 | -0.3391
NON 0.7744 | 0.3874
TBARS 0.1812 | 0.859
HPL 0.8173 | 0.1710

° HEX 0.8751 | -0.4202
NON 0.8671 | 0.2343
TBARS 0.2138 | 0.9226
HPL 0.5868 | 0.3370

1 HEX 0.8573 | -0.4113
NON 0.8861 | 0.1639
TBARS 0.1541 | 0.8944
HPL 0.5998 | 0.4102

15 HEX 0.8629 | -0.4332
NON 0.9152 | -0.2145
TBARS -0.0967 | 0.8939
Valores propios 8.2019 6.1942

- % de varianza 41.0090 | 30.9710
% de varianza acumulada 41.0090 | 71.9805

Por otra parte, la correlacién de las TBARS con CP2 puede ser explicada teniendo en

cuenta que estas sustancias son productos secundarios y finales de oxidacion, formadas

por reacciones de oxidacion secundarias sobre los hidroperéxidos y otros productos de
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oxidacién (p.e. aldehidos - -insaturados) (Fernandez et al.,, 1997; Guillén-Sans y
Guzman-Chozas, 1998).

Por otra parte, en la figura 38 se presenta el grafico de scores obtenido para el ACP
realizado, en éste la AA de los extractos y antioxidantes es presentada en funcién de la
media general de AA, la cual corresponde al origen (X,Y=0) en el gréfico. La ubicacion y
distancia de separacion entre dos puntos (extractos y/o antioxidantes) es proporcional al
grado de similitud o diferencia en su AA. Por ejemplo, en el grafico se observa que SPy y
SC se encuentran en lados opuestos del CP1 (Dim 1 en el grafico de scores) indicando
una gran diferencia en la AA de sus extractos. Esta diferencia se debe principalmente al
contenido de HEX y NON, es decir, el extracto de SPy inhibié considerablemente la
formacién de dichos aldehidos, mientras el extracto de SC estimulé su formacion, a tal
punto que su concentracion superd la observada en la muestra CONTROL (efecto
prooxidante). Por otra parte, el BHT mostré cercania a SPy en el CP1, su pequefia
separacion se debe a diferencias pequefias en HPL, HEX y NON. Teniendo en cuenta lo
anterior, la ubicacion de los puntos en el CP1 proporciona informacién acerca de la
diferencia o similitud de los extractos y antioxidantes al retardar la formacion de HPL y
aldehidos en AP.

En relacién al CP2 (Dim 2 en el grafico de scores), se evidencia una gran separacion
entre el CONTROL y EMa, EP, EMc, EMt, KSMt y SC la cual es debida a diferencias en la
concentracion de TBARS. Este resultado indica que los extractos mencionados poseen
una capacidad similar para retardar la formacion de TBARS en AP. Sin embargo, al tener
en cuenta el CP1 se evidencian diferencias en su capacidad para atenuar la formacién de
HPL, HEX y NON.

En términos generales, la ubicacién de los puntos en el gréfico de scores proporciona
informacion acerca de la capacidad de los extractos y antioxidantes para retardar la
oxidacion lipidica en AP. Se observa que la AA incrementa al desplazarse de derecha a
izquierda por CP1 y de arriba abajo por CP2. Teniendo en cuenta esto, aquellos puntos
ubicados en los valores més negativos de CP1 y CP2 corresponden a los extractos o
antioxidantes con la mayor AA (p.e. SPy y EMa). Mientras que los puntos ubicados en
valores positivos corresponden a los extractos y antioxidantes con baja AA y el
CONTROL.
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Figura 38. Gréfico de scores del ACP para la activi  dad antioxidante en AP.

Partiendo de los resultados obtenidos en el ACP, se llevo a cabo un AC con el fin de
agrupar los extractos y antioxidantes en funcién de su AA y al mismo tiempo establecer
cuales presentaron la mayor AA. Los resultados obtenidos son presentados en la figura
39 como un dendograma, en éste se puede evidenciar la formacion de dos clusters los
cuales corresponden a: extractos y antioxidantes con AA en AP (cluster 1) y extractos con
efecto prooxidante (cluster 2). Es de resaltar que dicho efecto prooxidante esta asociado a
la formacion de HEX y NON en las muestras adicionadas con dichos extractos, la cual fue
superior a la observada en el CONTROL.EI cluster 1 esta dividido en dos grupos,
rotulados como A y B, los cuales se diferencian por la magnitud de la AA de los extractos;
el grupo A esté formado por SPy, EMa, EP, ETA, BHT, AG, EPy, EC, SGy, CU, EG, EN,
KSMa, CSMt, los cuales presentaron AA alta a media. El grupo B esta formado por SM,
SL, EL, SG, TBHQ, CSMa, SMc, BHA y CONTROL, los cuales presentaron baja a

ninguna AA.
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Cluster 1 Clustar 2
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Figura 39. Dendograma del andlisis de clusters para la actividad antioxidante en AP.

En el dendograma se observa que el grupo A se encuentra dividido en tres secciones (Al
a A3), las cuales se diferencian por la AA de los extractos o0 antioxidantes que las
integran. En la primera seccion (Al) se encuentran SPy, EMa, EP y ETA cuyos extractos
presentaron alta AA. La seccion A2 estd conformada por BHT, AG, EPy, EC, SGy, CU, y
EG, los cuales mostraron una buena capacidad para retardar la oxidacion lipidica en AP,
aunque inferior a la observada en la seccion Al. Finalmente, en la seccion A3 el AC ubico

a EN, KSMa y CSMt como los extractos con menor AA en el grupo A.

El ACP y el AC permitieron establecer que los residuos clasificados en Al pueden ser
considerados como fuentes promisorias de compuestos con AA en AP comestible. No

obstante, estos resultados deben ser contrastados y analizados frente a los datos
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experimentales, a continuaciéon se hace un analisis de los resultados obtenidos en la
evaluacién de la AA de los extractos de Al. En las figuras 40 a 43 se representa el
cambio en el contenido de los diferentes productos de oxidacién, en funcién del tiempo,
para las muestras adicionadas con los extractos clasificados en la seccion Al y el
antioxidante BHT. En dichas figura se observa que el ETA fue clasificado en Al debido a
la eficiencia de su extracto para retardar la formacion de productos de oxidacion durante
los primeros 6 dias. Sin embargo, pasado el dia 6 la AA de este extracto se vio
drasticamente reducida, dando lugar a un considerable incremento en dichos productos
(particularmente en los dias 12 y 15). Esto muestra que el extracto de ETA posee la
menor AA en comparacion con los demas integrantes de Al, lo que explica su separacion

en el gréfico de scores y el dendograma respecto a los otros integrantes de la Al.
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Figura 40. Concentracién de hidroperoxidos en el AP adicionado con los extractos

con mayor actividad antioxidante.
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Figura 41. Contenido de hexanal en el AP adicionado
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Figura 42. Contenido de nonanal en el AP adicionado
actividad antioxidante.
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Figura 43. Concentracion de TBARS en el AP adiciona do con los extractos con

mayor actividad antioxidante.

Otro de los residuos clasificados por el AC en la seccion Al fue el EP, al respecto en la
figura 40 se observa que la muestra adicionada con el extracto de EP present6 un notable
aumento en la concentracion de HPL entre los dias 0 y 6 (de 7.35 a 16.20 mmol HPL/kg),
superando la concentracion observada en el CONTROL. Sin embargo, pasado el dia 6 la
velocidad de produccion de dichos compuestos presenté una importante disminucion.
Respecto al contenido de productos secundarios y finales de oxidacion (HEX, NON y
TBARS), el extracto en cuestion presenté una alta capacidad para retardar la formacion
de dichos compuestos. Esta fue superior a la observada para los demas extractos y
antioxidantes explorados con excepcion de SPy y EMa. No obstante, el rendimiento de
extraccion observado para EP fue bajo lo que podria representar un problema en la

disponibilidad durante obtencién de los antioxidantes.

Por su parte, el extracto de EMa mostro una AA similar a la observada para el extracto de
EP, lo que explica su ubicacion al mismo nivel en el dendograma del AC. La principal
diferencia en AA de dichos extractos estuvo en su capacidad para retardar la formacién

de HPL, la cual fue mayor para el extracto de EMa. Al respecto, la muestra adicionada
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con dicho extracto presentd una variacion en la concentracion de HPL entre 7.35y 27.35
mmol HPL/kg, mostrando su mayor cambio entre los dias 12 y 15. Es de resaltar que la
eficiencia del extracto de EMa para retardar la formacién de HEX y NON fue superior a la
observada para los demas extractos, con excepcién de SPy. En relacion a la TBARS, el
extracto de EMa mostré la mayor capacidad para retardar la formacién de éstas entre los
dias 0 y 9 de oxidacion. Sin embargo, pasado el dia 9 la velocidad de formacion de dichos
productos se incrementd, lo que sugiere una reduccién de la AA del dicho extracto. El
buen rendimiento de extraccion obtenido para EMa (9.51%), indica que este residuo
podria proporcionar una buena cantidad de extracto con AA, lo que permitiria

considerarlo como una fuente potencial de antioxidantes.

El extracto obtenido a partir de SPy presentd la mayor AA en AP, esto se deduce gracias
a su ubicacion en el extremo negativo del gréfico de scores y el extremo izquierdo del
dendograma. Dicha AA estd asociada a un bajo contenido de todos productos de
oxidacion lipidica (HPL, HEX, NON y TBARS) en la muestra de AP adicionada con dicho
extracto. La concentracion de HPL presentes en la muestra adicionada con el extracto de
SPy varié entre 7.35 y 31.11 mmol HPL/kg (dias 0 y 12, respectivamente); su incremento
entre los dias 0 y 6 fue lento, indicando una baja tasa de oxidacién, sin embargo, pasado
el dia 6 la velocidad de dicho proceso increment6. No obstante, la concentracién de HPL
siempre fue inferior a la observada en el CONTROL, al respecto, el ANOVA indica que
existen diferencias significativas en los HPL de estas muestras en los dias 6 a 15. En
relaciéon al contenido de HEX, la muestra en cuestion present6 una variacion en el
contenido de éste entre 0.12 y 1.46 ABC/mg (entre los dias 0 y 15). Dicha variaciéon fue
muy lenta entre los dias 0 y 9 (figura 41) indicando una baja tasa de descomposicién de
los HPL, aunque pasado el dia 9 ésta incrementd. Es de resaltar que el extracto de SPy
presentd la mayor eficiencia para retardar la formacién de HEX, comparado con los
demds extractos y antioxidantes. Un resultado similar fue evidenciado en relacién a la
formacion de NON, el extracto de SPy atenud considerablemente la formacién de este
compuesto, su variacion entre los dias 0 y 9 fue muy lenta, con un ligero aumento pasado
en dia 9 (figura 42). Estos resultados muestran que el extracto de SPy no solo reduce la
formacion de HPL e hidroperéxidos del acido oleico (HPO), también minimiza
notablemente su descomposicion para formar HEX y NON. Respecto a las TBARS, éstas
mostraron un lento incremento entre los dias 0 y 15 (figura 43), su concentracion varié de

0.012 a 1.89 mg MDA/Kkg en dicho intervalo de tiempo, manteniéndose inferior a la
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observada en el CONTROL. Los resultados previamente discutidos muestran que SPy es
el residuo con el mayor potencial como fuente de antioxidantes, los cuales poseen una
alta capacidad para reducir la oxidacién lipidica en AP, incluso mayor a la observada para
varios antioxidantes sintéticos empleados en la industria de aceites y grasas comestibles.
Adicional a esto, el rendimiento observado para SPy (7.82%) indica que es posible
obtener cantidades significativas de dicho extracto. Esto resultados permiten considerar a

SPy para continuar con el estudio propuesto.

Las SPy han sido estudiadas en la obtencién de extractos, fracciones y/o compuestos con
diferentes aplicaciones, particularmente en sistemas biolégicos. Se ha demostrado que
extractos etandlicos de SPy poseen actividad antibacterial sobre Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa (Emeruwa, 1982), como
también actividad larvicida y ovicida (antihelmintico) sobre Heligmosomoides bakeri
(Wabo et al., 2011), mientras que sus extractos metandlicos han presentado actividad
antiinflamatoria en ratas (Amazu et al., 2010). Una de las propiedades mas estudiadas y
documentadas de las SPy y sus extractos es su actividad anticonceptiva en machos;
extractos cloroférmicos, sus fracciones y subfracciones han mostrado una alta eficacia en
la anticoncepcion en ratas (Goyal et al., 2010; Lohiya et al., 2006; 2005; Lohiya y Goyal,
1992), primates (Lohiya et al., 2008; 2002), conejos (Lohiya et al., 1999a; 1999b) y perros
(Ortega-Pacheco et al., 2011; 2010). Los intentos iniciales por identificar los compuestos
responsables de esta actividad sugieren que es una mezcla de ésteres de cadena larga
(Goyal et al., 2010). Respecto a la AA de extractos de SPy, su capacidad para bloquear
radicales libres fue evaluada empleando los radicales DPPH, hidroxilo y el anion
superoxido (Kothari y Seshadri, 2010; Akira et al, 1993). Sin embargo, hasta donde se
tiene conocimiento, no existen reportes en la literatura sobre la evaluacién de la AA de
extractos, fracciones y/o compuestos obtenidos a partir de SPy en alimentos. Esto hace
del presente trabajo pionero en explorar el potencial de SPy como fuente de antioxidantes

con aplicacién en la industria alimenticia.

Actualmente los aceites vegetales comestibles son protegidos de la oxidacion empleando
antioxidantes sintéticos como el TBHQ y el BHT, los cuales son econGmicamente viables
y mantienen los aceites aptos para su consumo. Sin embargo, el uso de estos

compuestos como antioxidantes ha sido fuertemente criticados debido a su volatilidad,
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inestabilidad térmica y posibles efectos carcinogénicos (Krishnakumar y Gordon, 1996;
Rossing et al., 1985; Kahl, 1984). Teniendo en cuenta la alta AA observada para el
extracto de SPy, este residuo se presenta como una alternativa viable en la basqueda de
compuestos destinados a remplazar los antioxidantes sintéticos. Teniendo en cuenta esto,
dicho residuo fue seleccionado para llevar a cabo la EFS de antioxidantes durante la

siguiente etapa.

3.1.2 Obtencion de antioxidantes empleando extraccién con fluidos
supercriticos
Las SPy fueron sometidas a EFS empleando como disolventes dioxido de carbono (CO,)
y CO, adicionado con etanol (EtOH) como cosolvente (CO,/EtOH). Diferentes
temperaturas, presiones y porcentajes de EtOH fueron empleadas y su efecto sobre el
rendimiento y AA de los extractos fue evaluado. A continuacion se presentan los
resultados obtenidos, iniciando con la curva de extraccion (CE), seguido por los
rendimientos y finalizando con la AA de los extractos en AP (Castro-Vargas et al.,

sometido).

Curva de extraccion

Con el fin de identificar las epatas asociadas a la EFS de SPy y establecer un tiempo de
extraccion adecuado para dicho proceso, se realiz6 una CE empleando CO, a 50 /20
MPa. En la figura 44° se presenta la CE obtenida, en ésta se pueden evidenciar los
intervalos de tiempo correspondientes a las tres etapas de extraccion; la etapa de
velocidad constante de extraccion (CER) se presentd entre los cero y 80 min de
extraccién, mientras que la etapa de velocidad de extraccion decreciente (FER) se
observd entre los 80 y 240 min y la etapa difusional o de extraccion nula (DCP) se
evidencié entre 240 y 420 min. El rendimiento maximo de extraccion obtenido a los 420
min fue 22.09%, correspondiente a 3.32 g de extracto, es de resaltar que dicho

rendimiento fue mayor al obtenido en la extraccion Soxhlet (7.82%).

® Los datos de la figura 43 se presentan en el ANEXO B
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Figura 44. Curva de la EFS con CO;a partir de SPy.

Durante la etapa CER se extrae el 77% del extracto total (2.56 g), el cual corresponde a
los solutos removidos por conveccion en la fase fluida a una velocidad de extraccion
constante (0.034 g/min). Por su parte, en la etapa FER se obtuvo el 17% del extracto total
(0.58 g). Esta reduccion en la cantidad de solutos extraidos se debe a que al inicio de la
etapa FER la mayor parte de los solutos presentes sobre las particulas de SPy se han
agotado y por tanto la extraccidon depende de la combinacion de los procesos de
conveccion en la fase fluida y difusion en la fase sélida de la muestra. Finalmente en los
tltimos 180 min la cantidad de extracto obtenida correspondié al 5% del extracto total
(0.17 g). Durante este tiempo la extraccién de los solutos dependié solamente de la
difusion en la fase so6lida, dando lugar a un rendimiento de extraccion casi nulo. A partir de
los resultados obtenidos en la CE se eligié 180 min como tiempo de extraccion para todos
los ensayos de EFS realizados a partir de SPy, debido a que este tiempo incluye toda la

etapa CER y parte de la etapa FER.

Rendimientos de extraccion

Los rendimientos de extraccion obtenidos en la EFS de SPy (con CO, y CO,/EtOH) son
presentados en la tabla 11, al igual que las densidades del CO, SC a las condiciones
empleadas. En las extracciones con CO; el mayor rendimiento fue obtenido a 60 T/30
MPa y 50 €/20 MPa (20.50 y 20.42%, respectivamente ), los cuales estan asociados a
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altas densidades de CO,. EI ANOVA indica que no existen diferencias significativas entre
estos rendimientos. Por otra parte, los rendimientos mas bajos fueron observados en las
extracciones realizadas a 10 MPa, los cuales estan asociados a bajas densidades del
CO..

Tabla 11. Rendimientos obtenidos enla EFS de SPy.

ioggt'::;ég%sn Solvente CO,(g/mL)? Rer(];j; r:/\:)epto

40C/10 MPa CO, 0.6290 459 + 0.61
40C/20 MPa CO, 0.8413 19.41 + 0.50
40<C/30 MPa CO, 0.9104 18.80 + 0.31
50C/10 MPa CO, 0.3860 1.60 + 0.33
50C/20 MPa CO, 0.7857 20.42 £+ 0.62
50°C/30 MPa CO, 0.8713 1956 + 0.34
60°C/10 MPa CO, 0.2914 051 + 0.04
60°C/20 MPa CO, 0.7249 19.63 + 0.64
60C/30 MPa CO, 0.8302 20.50 £+ 0.29
50C/20 MPa |CO ,/EtOH (2%) 0.7857 21.02 £+ 0.05
50C/20 MPa |CO ,/EtOH (5%) 0.7857 23.75 = 0.04
50C/20 MPa |CO ,/EtOH (8%) 0.7857 2252 + 0.06
Soxhlet MeOH 781 + 1.32

? Densidad del CO, calculada de con la ecuacion de Angus.

® Media + desviacion estandar.

Los efectos de las condiciones de extraccion sobre la EFS son presentados en la figura
45 por medio de las isotermas de rendimiento. El incremento en la presion de extraccion
de 10 a 20 MPa resulté en un aumento en el rendimiento, debido al incremento en la
densidad del CO, y consecuentemente en el poder solvente; a 60 T el rendimiento se
aument6 38.8 veces, a 50 T 12.7 veces, mientras que a 40 € aumento 4.2 veces. El
efecto de la temperatura es un poco mas complejo; a 10 MPa el incremento en la
temperatura de extraccion produjo una reduccion en el rendimiento, mientras que a 30
MPa dicho incremento aumento el rendimiento. EI comportamiento observado a 30 MPa
es causado por el incremento en la presion de vapor de los solutos con el aumento de la
temperatura, el cual es mas significativo que la reduccién en la densidad del solvente.
Dicho efecto generd un entrecruzamiento en las isotermas de rendimiento entre 17 y 20
MPa. Este resultado sugiere que a presiones inferiores a la presion de entrecruzamiento
el efecto de la densidad es dominante, mientras que a presiones superiores a 20 MPa la

presion de vapor de los solutos es mas importante. Un comportamiento similar fue
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evidenciado en la EFS de semillas de guayaba (Castro et al., 2010) y durazno (Mezzomo

et al., 2010).
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Figura 45. Isotermas de rendimiento (40, 50y 60 € ) de la EFS de SPy.

Los resultados antes discutidos indican que las variables del proceso (temperatura y
presién) ejercen un efecto sobre el rendimiento. Con el fin de corroborar esto se realizé un
ANOVA de dos vias. De acuerdo al analisis, la presién (p << 0.0001), temperatura (p =
0.0238) e interaccion presidn-temperatura (p << 0.0000) poseen un efecto significativo

sobre el rendimiento, siendo la presién la variable con mayor efecto.

Por otra parte, 50 /20 MPa fueron las condiciones de extraccion empleadas para llevar
a cabo la EFS con CO,/EtOH, dado que éstas permiten obtener un alto rendimiento de
extraccidbn con menor consumo energético y a menor presion. Los rendimientos obtenidos
se presentan en la tabla 11, se observa que el rendimiento incrementd con la adicion de
EtOH en comparacion a los obtenidos con CO,. El incremento en el rendimiento
observado es debido al aumento en la concentracién en el extracto de compuestos
medianamente polares, los cuales presentan una limitada solubilidad en CO, puro.
Adicional a esto, la adicién del cosolvente puede favorecer la ruptura de las interacciones

soluto/matriz sélida, acompafiada por la sustitucion en los sitios activos con moléculas de
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cosolvente y solubilizacion de los compuestos, al igual que la difusién de los solutos en la

matriz por hinchamiento de la misma (Luque de Castro et al., 1993).

El incremento en la concentracion de EtOH de 2 a 5% gener6 un aumento en el
rendimiento (de 21.02 a 23.75%), debido al favorecimiento de la extraccion de solutos
medianamente polares. Sin embargo, el incremento de 5 a 8% de cosolvente disminuyd el
rendimiento (de 23.75 a 22.52%). Este efecto puede ser debido al aumento en la
formacion de enlaces de hidrogeno entre las moléculas de EtOH, propiciado por el
incremento en la concentracion del cosolvente, el cual genera una reduccion en su

interaccion con las moléculas de soluto (Luqgue de Castro et al., 1993).

Los rendimientos obtenidos en la EFS de SPy fueron mayores al observado en la
extraccion Soxhlet con MeOH (con excepcion de los obtenidos a 10 MPa). En
comparacion con los rendimientos reportados en la literatura para la EFS en semillas de
frutales, los rendimientos obtenidos en el presente trabajo fueron superiores a los
observados para guayaba (17.30 % a 40 /30 MPa con 10% de EtOH) (Castro-Vargas et
al., 2011), uva (11.5% a 40 C/20 MPa) (Passos et al., 2009) y granada (14% a 60 /40
MPa) (Liu et al., 2009), aunque inferiores a los obtenidos para curuba (25.83% a 56C/26
MPa) (Liu et al., 2009), durazno (32% a 51 T/19.8 MPa con 5% mol de EtOH) (Sanchez-
Vicente et al., 2009) y kernel de semilla de durazno (24 a 50 /30 MPa con 5% de EtOH)
(Mezzomo et al., 2010).

Una vez obtenidos los extractos de SPy empleando EFS, su AA en AP fue evaluada. A
diferencia de los ensayos realizados en la etapa anterior, la medicion de los diferentes
productos de oxidacién fue realizada solo en los dias 0 y 15, esto con el fin de conocer la

cantidad global de productos formados durante los 15 dias de oxidacion.

Actividad antioxidante de los extractos obtenidos
empleando EFS

Los resultados obtenidos en la evaluacién de la AA de los extractos de SPy obtenidos
empleando EFS, extraccion Soxhlet y el antioxidante BHT son presentados en la tabla 12.
De los extractos obtenidos con CO,, el correspondiente a 50 T/20 MPa presentd la

mayor AA, éste mostré una alta eficiencia para retardar la formacién de HPL, NON y
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TBARS. Dicho extracto disminuy6 la formacion de HPL en un 83% comparado con el
CONTROL (7.57 respecto a 45.72 mmol/kg), mientras que la formacion de NON y TBARS
fue atenuada en 77 y 78%, respectivamente (0.22 respecto a 0.96 ABC/mg y 1.58
respecto a 7.13 mg MDA/Kg, respectivamente). Aunque la capacidad de dicho extracto
para minimizar la formacion de HEX no fue muy alta (24% comparado con el CONTROL),
esta fue mayor a la observada para los demas extractos. Estos resultados indican que 50
/20 MPa son las condiciones de extraccion mas ade cuadas para la obtencion de

antioxidantes a partir de SPy empleando CO, supercritico (CO, SC).

Tabla 12. Actividad antioxidante de los extractos o  btenidos a partir de SPy

empleando EFS.

Productos de oxidacion lipidicaen AP~ #

aﬁggggtgn?e Solvente HPLP Aldehidos (ABC/mg) " TBARS®

(mmol/kg) Hexanal Nonanal (mg MDAkg)
CONTROL 4572 + 146|257 + 0.05(/096 + 0.04|7.13 + 0.13
40C/10 MPa CO; 797 + 0.15(3.13 + 0.01/0.34 + 0.02|4.17 = 0.03
40C/20 MPa CO, 732 £ 012|256 + 0.01,0.24 + 0.01|154 = 0.05
40C/30 MPa CO; 10.16 + 0.20(251 £+ 0.06|0.27 + 0.01|3.34 £+ 0.15
50C/10 MPa CO; 800 + 028|289 + 0.05/043 + 0.02|3.04 =+ 0.11
50C/20 MPa CO; 757 £ 015194 + 003|022 + 0.02|158 = 0.12
50C/30 MPa CO; 828 + 002|195 + 014|024 + 0.02|2.78 = 0.18
60C/10 MPa CO; 829 + 038|253 + 009|032 + 002|271 + 0.04
60C/20 MPa CO; 727 + 025|207 + 005|034 + 004|161 = 0.08
60C/30 MPa CO, 897 £ 013|194 + 0.09,0.24 + 0.01|229 = 0.08
50C/20 MPa | CO,/EtOH (2%) | 13.06 + 0.09 |2.48 + 0.01|0.39 + 0.01|1.87 = 0.04
50C/20 MPa | CO,/EtOH (5%) | 10.51 + 0.14|2.09 = 0.09|0.24 + 0.01|1.07 = 0.09
50C/20 MPa | CO,/EtOH (8%) | 21.46 + 0.24 |2.68 + 0.09|0.53 * 0.03/1.94 + 0.09
Soxhlet MeOH 1781 + 124|156 £+ 0.04|0.14 + 0.05|1.79 £+ 0.17
BHT 6.02 + 073|229 + 0.06/ 065 + 0.03|1.71 = 0.12

% Media * desviacion estandar.

® Este valor corresponde a la diferencia entre los dias 0 y 15 de oxidacion.

Por otra parte, al comparar la AA del extracto obtenido empleando CO, a 50 /20 MPa
frente a los obtenidos empleando CO,/EtOH (tabla 12) se observa que la adicion de EtOH

como cosolvente en la EFS de SPy no mejora la AA de los extractos. El Unico cambio
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favorable se observd al adicionar 5% de EtOH, cuyo extracto presentd una buena

eficiencia para retardar la formacion de TBARS

En la figura 46 se comparan la AA de los extractos obtenidos a partir de SPy empleando
EFS con CO; a 50 /20 MPa, extraccién Soxhlet y el antioxidante BHT. Se observa que
el extracto supercritico presentd una menor AA en comparacion al extracto Soxhlet,
especificamente una menor eficiencia para retardar la formacion de HEX y NON. Es de
resaltar que la muestra de AP adicionada con el extracto supercritico presenté una menor
concentracion de HPL en comparacion a la adicionada con el extracto Soxhlet, sin
embargo, esto es puede ser debido a su conversién a HEX y/o TBARS. Es importante
tener en cuenta que los aldehidos HEX y NON son los principales productos finales
formados en la oxidacion de los &cidos linoleico y oleico, por tanto, entre mayor sea su

contenido menor es la eficacia de un antioxidante.

Figura 46. Actividad antioxidante de los extractos de SPy obtenidos por EFS 'y

extraccion Soxhlet.
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Estos resultados indican que el extracto Soxhlet de SPy posee una mayor capacidad para
atenuar la formacién de productos secundarios y finales de oxidacion lipidica en AP, lo
que es de suma importancia en la conservacion de alimentos debido a los efectos que
éstos poseen sobre la calidad e inocuidad de los mismos. Teniendo en cuenta esto, dicho
extracto fue seleccionado para llevar a cabo la identificacion de algunos de los

compuestos responsables de la AA observada.

3.1.3 Identificacion de compuestos con actividad antioxidante en
aceite de palma

El extracto Soxhlet de SPy fue fraccionado y se evalud la AA de las fracciones obtenidas.

Las fracciones con mayor AA fueron sometidas a andlisis por CLAE-EM o CLAE-DAD con

el fin de identificar algunos de sus componentes.

Fraccionamiento y actividad antioxidante de Ilas
fracciones

El extracto de SPy fue fraccionado empleando extraccion en fase solida (fase reversa) y
los diferentes compuestos fueron eluidos empleando mezclas de H,O:MeOH. Se
recolectaron cinco fracciones las cuales fueron rotuladas como F1 a F5 de mayor a menor
polaridad. Los resultados obtenidos en el fraccionamiento y AA de las fracciones son
presentados en la tabla 13. La mayor parte del extracto fue separada y recolectada en la
fraccion F1, de los 500 mg fraccionados 243 mg (48.6%,,) fueron eluidos empleando
MeOH:H,O (1:9). Las siguientes fracciones con mayor peso fueron las fracciones F2 y F3
con 61 y 63 mg, respectivamente, mientras que el menor peso fue observado para las
fracciones F4 y F5 (41 mg y 39 mg, respectivamente). Una vez obtenidas las fracciones,
su AA en AP fue evaluada, ésto con el fin de identificar las fracciones con la mayor AA 'y

proceder a realizar la identificacién de los compuestos responsables de la AA observada.

Las cinco fracciones obtenidas presentaron capacidad para retardar la oxidacion de AP
superior a la observada para el extracto Soxhlet, particularmente en la formacién de HPL,
HEX y NON. La fraccion F1 presentd una buena habilidad para retardar la formacion de
HPL, HEX y NON, reduciendo su contenido en 78, 86 y 94% con relacion al CONTROL,

respectivamente. Por otra parte, la mayor AA fue presentada por F4, ésta retardd la
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formacion de HPL en un 84% en comparacion al CONTROL (7.65 respecto a 48.73
mmo/kg); sin embargo, su mayor eficiencia radicé en su habilidad para retardar la
formacion de productos secundarios y finales de oxidacién, lo cual se evidencié mediante
la reduccion de la formacion de HEX y NON en un 92 y 94%, respectivamente en
comparacion al CONTROL (0.20 respecto a 2.64 ABC/mg y 0.052 respecto a 0.855
ABC/mg, respectivamente), mientras que la produccion de TBARS fue reducida en un
85% (1.07 respecto a 7.00 mg MDA/kg). Esto muestra un gran potencial por parte de F4

para inhibir la oxidacion de AP en sus diferentes etapas.

Tabla 13. Actividad antioxidante de las fracciones obtenidas a partir del extracto
Soxhlet de SPy.

L Productos de oxidacion lipidica en AP P
Extracto Composicion

P 0, a ¢ 1 C c
o fraccion d(i/l?é?—lmogl) 0% en peso HPL Aldehidos (UBC/mg) TBARS

T (mmol/kg) Hexanal Nonanal (mg MDA/kg)
CONTROL 4873 + 115|264 + 0.05/0.855 * 0.024|7.00 = 0.14
F1 1:9 48.6 1042 + 0.35/0.35 = 0.05|0.047 £+ 0.003|298 + 0.05
F2 3.7 12.2 12.27 + 047|069 £ 0.04|0.117 = 0.004|4.77 = 0.05
F3 6:4 12.6 10.93 + 0.46 0.84 = 0.02|0.123 £+ 0.002|3.00 + 0.13
F4 8:2 8.2 765 £ 039|020 + 0.01/0.052 = 0.003|1.07 £ 0.04
F5 1.0 7.8 995 + 036|030 + 0.02,0.081 + 0.005|2.83 * 0.06
BHT 6.02 + 073|229 + 006, 065 + 0.03 [1.71 £ 0.12
Extracto 1781 + 124|156 + 0.04/0.140 + 0005|179 + 0.17
Soxhlet
BHT 6.02 + 073|229 + 006, 065 + 0.03 [1.71 £ 0.12

# Total de extracto fraccionado 500 mg (liofilizado y desengrasado)
® Media + desviacion estandar.

° Este valor corresponde a la diferencia entre los dias 0 y 9 de oxidacion.

En la figura 47 se compara la AA de F1y F4 frente a la observada para el extracto Soxhlet
y el BHT. En cuanto a F1, ésta presentd una mayor capacidad para atenuar la formacion
de HPL, HEX y NON que el extracto de partida y superd al BHT en evitar o retardar la
formacion de HEX y NON, sumado a lo anterior, es de resaltar que dicha fraccion
presentdé el mayor rendimiento en peso (48.6%). Por su parte, F4 superd la AA del
extracto de partida y presentdé un mejor comportamiento que el BHT en cuanto al control
de la produccion de HEX, NON y TBARS.
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Figura 47. Actividad antioxidante de las fracciones obtenidas a partir de SPy.

En la tabla 14 se presentan algunos datos reportados en la literatura para la evaluacion de
la AA de extractos y compuestos de origen natural en aceites comestibles, los cuales son
comparados con los obtenidos en el presente trabajo para el extracto Soxhlet, F1 y F4.
Sin embargo, se debe tener en cuenta que dicha comparacion no es totalmente directa
debido a algunos aspectos como: (1) las concentraciones de los extractos y compuestos
presentan diferencias, (2) los periodos de oxidacion no son iguales y (3) el tipo de aceite
vegetal empleado es diferente. En dicha tabla se observa que el extracto Soxhlet, F1 y F4
poseen una capacidad mayor o similar para retardar la formacién de HPL a la observada
para los extractos de semillas de sésamo, hojas de olivo, epicarpio de granada, ajo y
semillas de soya (en aceites vegetales). En relacion a la concentracion de TBARS, se
observa que el extracto y las fracciones de interés procedentes de SPy presentaron una
mayor capacidad para retardar la formacion de dichas sustancias, comparado con lo
reportado para los extractos de granada y ajo. Por otra parte, las catequinas de té
presentaron una mayor capacidad para inhibir la produccién de HPL y HEX que el

extracto y las fracciones de interés.
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Tabla 14. Actividad antioxidante en aceites comesti  bles reportada en la literatura

para algunos extractos y compuestos de origen natur al.

Extracto, fraccion Concentracion Aceite Condiciones Productos de oxidacion Referencia
0 compuesto (ppm) de oxidacion HPL? TBARS® | Hexanal®
ico d Oliva 814 - - K |
Extracto etandlico de ; - - onsoulay
semillas de sésamo NR® Girasol 103 (;C 70.7 Liakopoulou,
(Sesamum indicum L.) Soya por & dias 67.6 - - 2010
Maiz 61.8 - -
Extracto metandlico de :
hojas de olivo (Olea 400 Oliva 50T, 20 - - Bouaziz
europea L.) por 20 dias et al., 2008
Extracto metandlico de
epicarpio de granada 1000 Girasol 65 T . 71 66 - lqbal
(Punica granatum L.) por 16 dias et al., 2008
- Igbal y
Extracto de metanolico 1000 Girasol 0T 81 64 ; Bhanger,
e ajo (Allium sativum) por 16 dias 2007
Extracto metandlico de
semillas de soya 4%, Linaza porejc_)zccdi as 231 - - e\t/z? F\;Létgl
(Glycine max) N
(-)-EGC° 40 98 - 100
Catequinas de té ()-GEGC"60 Maiz o ffé%ias 100 - 100 Fr:n”ka“aﬂgw
()-GEC®60 P 98 : 100

Extracto Soxhlet SPy 60 T 63.4+6° | 83.0+7° | 41.0+2° Trabaio
Fraccién F1 300 Palma or 15 dias 786+3 | 80.2+3 86.7+5 actue{I
Fraccion F4 P 84.3+4 | 84.7+4 92.4+3

 Datos reportados como porcentaje de inhibicion (% inn=1- {valor atoxidante / ValOrcontrRoL} )-
®NR: no reporta concentracion.

°(-)-EGC: (-)-epigalocatequina.

d (-)-GEGC: (-)-galato de epigalocatequina.

¢ (-)-GEC: (-)-galato de epicatequina.

"Extracto obtenido con CO, a 50 T/20 MPa.

9%  calculado con los datos del dia 15 de oxidacion (ver tablas 7 a 9).

Los resultados obtenidos permitieron identificar a F1 y F4 como las fracciones mas
promisorias en la proteccion de AP frente a su oxidacion lipidica. Dichas fracciones fueron
sometidas a analisis por CLAE-EM y CLAE-DAD, respectivamente, con el propdsito de
identificar algunos compuestos presentes en éstas y al mismo tiempo establecer una

posible relacion con su AA.

Identificacion de compuestos presentes en F1

La Fracciéon F1 fue sometida a analisis por CLAE-ESI-EM, modo negativo, con el fin de
identificar los compuestos presentes en la misma, en la figura 48 se presenta el
cromatograma obtenido en dicho analisis. Se observa una sefial intensa a 1.553 min cuyo
espectro de masas (figura 49a) indica la presencia de un ion abundante con m/z igual

408.0451, el cual corresponde al ion molecular desprotonado ([M-H]). En la tabla 15 se
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observan otras sefiales que corresponden a los iones [M-H+1] y [M-H+2], el primero esta
asociado principalmente a la presencia del isotopo de carbono 13 (**C) y en menor
proporcién a la presencia de isotopos de azufre 33 (*3S) y nitrégeno 15 (**N); por su parte
el ion [M-H+2] puede estar asociado a la presencia de isotopos de bromo 81 (*'Br), cloro
37 (%cl), azufre 34 (*'S) y oxigeno 18 (**0). La abundancia relativa de [M-H+1]
proporciona informacion sobre el nimero de atomos de carbono en [M-H]’, al respecto en
la tabla 15 se observa que la abundancia relativa de [M-H+1] fue 17% lo que siguiere la
presencia de 14 o 15 atomos de carbono. Por otra parte, la abundancia relativa de [M-
H+2] (10.6%) indica que no hay presencia de ®Br o *'Cl en el ion, por lo que ésta debida
principalmente a los isotopos de *S y '®0; teniendo en cuenta esto, se puede considerar
la presencia de 2 &tomos de azufre y alrededor de 9 4&tomos de oxigeno. La presencia de
azufre puede ser es corroborada con la abundancia relativa de [M-H+1], en este caso la
presencia de los 2 atomos de azufre sumados a 14 atomos de carbono coinciden con la
abundancia de [M-H+1]". Por otra parte, a partir del peso de [M-H] se deduce que el peso
molecular del compuesto neutro es impar, esto es debido a la presencia de un nimero

impar de a&tomos de nitr6geno en su estructura.

[N ]
[$3]
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Figura 48. Cromatograma del andlisis por CLAE-ESI-EM de la F1 del extracto
Soxhlet de SPy.
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Figura 49. Espectros de masas obtenidos en el anali  sis por CLAE-ESI-EM de la F1.

(a) Escaneo completo, (b) iones hijo de m/z 408.045 1.

Tabla 15. Datos del espectro de masas del compuesto  eluido a 1.553 min.

m/z z | Abundancia Abundancia relativa
255.2342 12763.4 9.0
367.3601 8190.1 5.8
408.0451 | 1 140925.4 100
409.0487 | 1 23929.5 17
410.0422 | 1 14970.8 10.6
418.9759 14722.1 10.5
466.0038 8291.9 5.8
518.9702 18724.4 13.3
618.9633 7995 5.7
966.0007 17285.6 12.2

Partiendo de los resultados discutidos previamente y empleando los datos de masa

exacta de [M-HJ, relacién isotépica y abundancia, se llevé a cabo un analisis con el fin de

obtener una férmula molecular para [M-H] (para esto emple6é como herramienta el

software MassHunter Workstation). Como punto de partida se consideré que el [M-H]

estaba formado por aomos de C, H, O, N y S, especificamente 14 atomos de C,

alrededor de 9 atomos de O, numero impar de atomos de N y 2 atomos de S. La
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informacién fue analizada y se obtuvo la férmula molecular C14HsNOgS,, la cual presento
un ajuste del 96.92% respecto a los datos experimentales. Dicha férmula corresponde a
un [M-H] con una masa exacta igual a 408.0428 la cual coincide en un 99.9994% con la
masa exacta experimental obtenida en el analisis de F1 (408.0451), este resultado

permitio ratificar la formula C14H1gsNOyS, como la del [M-H] bajo estudio.

Con el propdsito de obtener mas informacion acerca de la estructura del compuesto de
interés, la F1 fue sometida a analisis por CLAE-EM/EM. El ion con m/z 408.0451 fue
sometido a fragmentacién detectando los fragmentos hijos. En la figura 49b se presenta el
espectro de masas obtenido (ver tablal6), el ion de mayor abundancia fue el
correspondiente a m/z 97 (96.9601), seguido por los iones con m/z 75 (74.9929), 96
(95.9543), 303 (303.7425), 215 (214.9811), 259 (258.9976) y 275 (274.9835). Los
fragmentos con m/z 97 y 96 concuerdan con los iones de formula [SO4H] y [SO,],
respectivamente, mientras que los de m/z 259 y 275 coincide con los iones [CsH110¢S] v
[CsH1108S,], respectivamente. En trabajos previos varios autores han coincidido en que
los fragmentos m/z 96, 97, 259 y 275 son iones diagnostico de un grupo particular de
compuestos denominado glucosinolatos (GSLs) (Lelario et al., 2012; Ediage et al., 2011;
Cataldi et al., 2010; Rochfort et al., 2008; Tian et al., 2005; Bennett et al., 2004; Mellon et
al., 2002).

Tabla 16. Datos del espectro de masas obtenido en el experimento de iones hijo a
partir del ion m/z 408.0451.

m/z z | Abundancia Abundancia relativa
74.9929 322.6 32.2
95.9543 156 15.5
96.9601 1002 100

214.9811 147 14.7
258.9976 143.3 14.3
274.9835 142.3 14.2
303.7425 148.3 14.8
408.0441 | 1 436.8 43.6
409.0572 | 1 149 14.9
410.0498 | 1 163 16.3
478.3687 145 14.5

Los GSLs son un grupo -D-tioglucosidos que se caracterizan por poseer en su estructura
un grupo tiohidroximato sulfatado, el cual esta conjugado con una unidad de glucosa y un
grupo “R” sustituyente, ver figura 50. La glucosa y el &tomo central de carbono pueden

estar modificados, este ultimo con los diferentes sustituyentes. Dependiendo de la
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naturaleza de R, los GSLs pueden ser alquilicos, aromaticos, indélicos, azufrados o con
multiples glicosilaciones, lo que resulta en un amplio nimero de compuestos que a la
fecha supera los 200 (Brian, 2010).

HO
HO R
OH
y heoll

Figura 50. Estructura general de los glucosinolatos

Los GSLs han sido reportados en Brassicaceaes, Capparidaceae, Resedaceae y
Caricaceae (Fahey et al.,, 2001). En el caso particular de las Caricaceaes se han
observado GSLs en frutos como el capiro o papayillo (Jarila chocola Standl)
(Daxenbichler et al., 1991), la papaya de monte (Carica cauliflora Jacq.), el papayo
silvestre (Carica chilensis), la higuera del monte (Carica quercifolia (St.Hil.) Hieron)
(Gmelin y Kaer, 1970) y la papaya (Carica papaya L.) (Bennett et al., 2004; Fahey et al.,
2001; Kermanshai et al., 2001; Bennett et al., 1997). En éstas especies la presencia de
los GSLs se ha evidenciado principalmente en sus semillas y en menor proporcion en la

pulpa de sus frutos.

Los GSLs son conocidos por su amplia variedad de propiedades entre las que se
destacan su actividad biocida, herbicida, antimutagénica, antiproliferativa y antioxidante
(Vig et al., 2009). En relacién a la actividad biocida se evidencié que los GSLs poseen
propiedades antifungicas (Dandurand et al., 2000; Angus, 1994; Gamliel y Stapleton,
1993; Vierheilig y Ocampo, 1990; Chan y Close, 1987), antibacteriales (Koike y Subbarao,
2000; Smolinska et al., 1997; Zsolnai, 1966) y efecto pesticida sobre insectos e
invertebrados (Smolinska et al., 2003; Manici et al., 2000; Kirkegaard et al., 2000; Sarwar
et al., 1998; Brown y Morra, 1997, 1995; Lazzeri et al., 1993). Dichos compuestos también

han demostrado ser una fuente viable en el control aleloquimico de hierbas no deseadas;
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al respecto, abonos y extractos obtenidos a partir de especies de la familia Brassicaceae
han mostrado ser herbicidas eficientes frente a diferentes tipos de plantas (Norsworthy et
al., 2005; Buhler et al., 2001; Krishnan et al., 1998; Al-Khatib et al., 1997). Una de las
propiedades de los GSLs de mayor interés actualmente es su efecto anticancer; algunas
investigaciones han demostrado que el jugo obtenido a partir de Brassicaceaes como el
coliflor (Brassica oleracea var. botrytis) y brocoli (Brassica oleracea italica) exhibe un
fuerte efecto antimutagénico (Mandelova y Totusek, 2007; Sedmikova et al., 1999).
Algunos estudios epidemioldgicos sugieren que el consumo de vegetales cruciferos
(coliflor, brécoli y coles - Brassicaceaes) posee efecto protector sobre diferentes tipos de
cancer (Ambrosone et al., 2004; Cohen et al., 2000; Zhang et al., 2000; Verhoeven et al.,
1996). Dicho efecto ha sido asociado a la presencia de GSLs y sus productos de

hidrdlisis.

La AA de los GSLs es una de las propiedades menos estudiadas, dichos compuestos son
considerados por muchos autores como antioxidantes indirectos, debido a que no pueden
neutralizar radicales, pero si pueden interactuar con otros sistemas antioxidantes (p.e.
enzimas del citocromo P450, glutation-S-transferasa, aldehido reductasa, S-metil
transferasa, N-acetiltransferasa, entre otros) mejorando su actividad (Vig et al., 2009).
Plumb y colaboradores (1996) evaluaron la capacidad para neutralizar el radical ABTS™
de algunos GSLs obtenidos de vegetales cruciferos, los resultados obtenidos les permitié
concluir que los GSLs no poseen una AA directa. En dicho estudio también se reporté la
AA de algunos GSLs puros como la glucosinalbina, glucoiberina y gluconapina (ver figura
51), los cuales exhibieron una AA baja. Sin embargo, otras investigaciones demuestran
que los GSLs poseen buena AA; Barillari y colaboradores (2005) reportaron que la
glucoerucina (figura 51) posee una buena capacidad para bloquear hidroperoxidos,
mientras que la glucorafasatina, principal GSL del rdbano (Raphanus sativus -
Brassicaceae), posee capacidad para reducir peréxido de hidrégeno y el radical ABTS™.
Recientemente se reportd la AA de seis GSLs presentes en coliflor (gluconapina,
glucoiberina, progoitrina, glucorafanina y glucobrassinina, figura 51), los cuales
presentaron una alta capacidad para neutralizar radicales alcoxilo y superoxido (Cabello-
Hurtado el at., 2012).
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Figura 51. Estructura de algunos glucosinolatos cuy a actividad antioxidante ha

sido reportada en la literatura.

Los resultados obtenidos en los analisis de CLAE-ESI-EM y CLAE-ESI-EM/EM
permitieron evidenciar, de manera preliminar, que un GSL hacia parte de la fraccion F1.
Varios autores han reportado al bencilglucosinolato (BGSL) o glucotropaeolina (GTL), ver
figura 52, como el unico GSL presente en las semillas y pulpa de fruto de Carica papaya
(Williams et al., 2013; Toribio et al., 2011; Nakamura et al., 2007; Bennett et al., 2004;
Fahey et al., 2001; Kermanshai et al., 2001; Bennett et al., 1997). La formula molecular de
este compuestos coincide con la del GSL presente en F1, lo que permite inferir que el

compuesto observado en dicha fraccion es el BGSL.
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Figura 52. Estructura de bencilglucosinolato.

Con el fin de verificar la presencia de BGSL en F1, dicha fraccion fue sometida a andlisis
de resonancia magnética nuclear (RMN) de hidrogeno (RMN-'H) y de carbono 13 (RMN-
13C), ver tabla 17. El protén anomérico, H1’, de la -D-glucopiranosa fue observado a 4.55
ppm, su constante de acoplamiento fue de 9.3 Hz indicando la presencia del enlace de
la glucopiranosa. Los protones H2' a H5’ aparecieron entre 3.17 y 3.52 ppm, aunque sus
sefiales se encontraron superpuestas, por su parte los protones no equivalentes H6’a y
H6’b fueron observados a 3.67 y 3.82 ppm, respectivamente. En relacion a la aglicona del
BGSL sus protones bencilicos H2a y H2b fueron observados a 4.08 y 4.24 ppm,
respectivamente. Los protones aromaticos fueron observados entre 7.29 y 744 ppm; el
proton H4” fue observado a 7.29 ppm y dos pares de protones equivalentes fueron
observados a 7.35y 7.44 ppm.
Los desplazamientos quimicos correspondientes a los niicleos de '*C presentes en el
BGSL también fueron evidenciados; los carbonos de la -D-glucopiranosa fueron
observados entre 61.33 y 81.59 ppm. Respecto a la aglicona el carbono C1 fue observado
a 159.59 ppm y el carbono bencilico fue evidenciado a 38.33 ppm, por su parte los
carbonos arométicos fueron observados entre 126.77 y 136.43 ppm. Por otra parte, los
resultados obtenidos en el andlisis por DEPT 135 indican la presencia de cinco CH de la
-D-glucopiranosa, cinco CH aromaticos y dos CH,, estos Gtimos correspondientes a C2 y
C6".
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En la figura 53 se presenta el espectro de correlacion simple heteronuclear (HSQC, por
sus siglas en inglés) obtenido para F1, en éste fue posible evidenciar algunas
correlaciones correspondientes a la -D-glucopiranosa y a la aglicona del BGSL. La
correlacion entre el carbono y protén anoméricos, C1'-H1’ fue observada en 4.55-81.59
ppm, mientras que las correlaciones entre los protones no equivalentes H6'a y H6'b con el
C6' fueron observadas en 3.67 y 3.82 con 61.39. Las correlaciones de la aglicona también
fueron observadas; el carbono bencilico C2 correlacioné con sus protones H2a y H2b en
4.08 y 4.24 con 38.33 ppm, ver figura 51b. Las correlaciones entre los los carbonos y
protones aroméaticos equivalentes se observaron en 7.44-128.01 ppm y 7.35-128.48-7.35
ppm; para los nucleos en la posicion 4” se observo la correlacién en 7.29-126.77 ppm, ver

figura 51c.

(@)
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Figura 53. Espectros de RMN de F1 (experimento HSQC ).
(a) espectro completo, (b) ampliacion entre 2.45-8.

(c) ampliacion entre 7.11-7.56 y 120-132 ppm.
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En la figura 54 se presenta el espectro de correlaciones multienlace heteronucleares
(HMBC, por sus siglas en inglés), en éste se evidencian algunas correlaciones entre los
protones y carbonos a dos y tres encales de distancia. Para la -D-glucopiranosa fue
posible observar la correlacion entre el proton anomérico H1' y el carbono C2' en 4.55-
72.87 ppm, las correlaciones entre los demas protones y carbonos no fueron evidentes.
En relacion a la aglicona se observd la correlacion entre los protones bencilicos no
equivalentes y el carbono de la imida (C1) en 4.08 y 4.24 con 159.59 ppm. Las
correlaciones entre H2a y H2b con los carbonos del anillo aromético también fueron
evidentes; la correlacion H2a-C1” y H2b-C1” fueron observadas a 4.08-136.43 ppm y
4.24-136.43 ppm, respectivamente. Por su parte, las correlaciones H2a y H2b con los
carbonos equivalentes C2”, C6” se observaron a 4.08-128.01 ppm y 4.24-128.01 ppm,
respectivamente. Por otra parte, en el espectro también son evidentes las correlaciones
entre los protones y carbonos del anillo aromatico; los protones equivalentes H2” y H6”
correlacionan con los carbonos equivalentes C3” y C5” y con el C4”, dichas correlaciones
se observan en 7.44-128.49 ppm y 7.44-126.77 ppm. Por su parte, los protones
equivalentes H3” y H5” correlacionan con C1” a 7.35-136.43 ppm, mientras que el proton

H4” muestra una débil correlacion con C3” y C5” a 7.29-128.49 ppm.
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Figura 54. Espectro RMN de F1 (experimento HMBC).
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Tabla 17. Datos espectroscopicos obtenidos para F1.

Posicion 'H( ,JenHz) | ®C () | DEPT 135
v 4.55(d,J=9.3) | 81.59 CH
© 2 72.87 CH
a - Superposicién 78.06 CH
3! - entre 3.17-3.52 | 69.82 CH
o) - 80.79 CH
6'a 3.67
5b 382 61.39 CH;,
1 - 159.59 C
2a | 4.08(d,J=16.2)
g 2b | 424(d,J=16.1) | 033 CH,
s 1" - 136.43 c
© 2,6 7.44 128.01 CH
< 375 7.35 128.49 CH
4" 7.29 126.77 CH

En la tabla 18 se comparan los resultados obtenidos en el analisis de RMN *H y *3C de F1
frente a los reportados en la literatura para el BGSL; se observa que el desplazamiento
quimico observado en el presente trabajo para el proton anomérico H1' de la -D-
glucopiranosa coincide con el reportado por Piacente y colaboradores (1996) y es cercano
a los evidenciados por Dini y colaboradores (2002) y Prestera y colaboradores (1996).
Mientras que los desplazamientos quimicos de los protones 6'a y 6’b fueron muy similares
a los reportados por Dini y colaboradores y Prestera y colaboradores. Por su parte, para
los protones correspondientes a la aglicona se observd una alta coincidencia entre los
desplazamientos quimicos del actual trabajo y los reportados en la literatura (con
excepcion de los desplazamientos reportados para los protones 2b, 37, 5” y 4” por
Prestera y colaboradores). Adicional a esto las constantes de acoplamientos de los
protones bencilicos coincidieron con las reportadas por Dini y colaboradores. Por otra
parte, los desplazamientos quimicos observados en el anélisis RMN-*C de F1 fueron
cercanos a los reportados por Dini y colaboradores con diferencias cercanas a un ppm, lo

gque permite asignarlas las sefiales correspondientes a los carbonos del BGSL.

Algunas de las correlaciones heteronucleares, a dos o tres enlaces de distancia,
observadas en el presente trabajo fueron reportadas previamente por Dini vy
colaboradores; ellos evidenciaron la correlacion entre el carbono cuaternario C1 y el
protén bencilico H2a en 4.08-160.8 ppm, dicha correlacion fue vista en el presente trabajo
en 4.08-159.59 ppm. Otra correlacion reportada fue la correspondiente al carbono
aromatico C1” y el protén bencilico H2b a 4.28-137.4 ppm, ésta fue observada en el

actual trabajo en 4.24-136.43 ppm.
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Tabla 18. Datos espectroscépicos obtenidos para F1

y reportados en la literatura

para el BGSL.
= T
RMN-H ( , J en Hz) RMN-3C ( ) C°"e'?_f,j/‘|5gc €
Posicitn Trabajo actual Dini et al., Piacente et al., Prestera et al., Trabajo Bl e, bai o |
400 MHz 502()0'\0,'2'_| 2002 1996 el 2002 Trabajo Dini et al.,
B z 600 MHz 600 MHz e R actual 2002
en CD;0D en CD;0D en D,O
1 4.55 4.82 4.52 4.71 81.59 82.8 C2 (72.87) NR®
2 - 3.25 NR® 3.33 72.87 74.2 - NR
g 3 Sgr‘:ﬁ;p%s'f;‘?” Superposicion NR™ 3.33 78.06 795 NR®
3 4 gy entre 3.30- NR® 3.41 69.82 711 NR
3 5 3.55 NR® 3.26 80.79 82.2 NR®
6a 3.67 3.63 NR® 3.69 NR®
6b 3.82 3.86 NR® 3.64 61.39 627 NR®
1 - - - - 159.59 160.8 - NR
C2'y 6"
va 4.08 4.08 4.09 007 (128.01) c1
(d,1=16.2) (d,J=16.3) (d, J=10.0) : C1"(136.43) | (160.8 ppm)
38.33 39.6 C1(159.59)
C2'y6
g 20 4.24 4.28 4.27 416 (128.01) c1
8 (d,1=16.1) (d,J=16.3) (d, J=10.0) : C1"(136.43) | (137.4 ppm)
2 C1 (159.59)
1 - - - - 136.43 1374 - NR
26" 7.44 7.45 7.45 7.43 128.01 1203 c3ys! NR®
' (128.49)
3.5 7.35 7.37 7.36 7.43 128.49 129.9 C1" (136.43) NR®
" C3"y5” )
4 7.29 7.29 7.29 7.43 126.77 128.2 (128Y49) NR

% NR: No reporta datos.

Los resultados presentados previamente permiten afirmar que el BGSL se encuentra
presente en la F1 del extracto Soxhlet de SPy. Al parecer dicho compuesto aporta a la AA

observada para F1y el extracto Soxhlet de SPy

Diferentes actividades biolégicas de BGSL, y sus productos de hidrdlisis (particularmente
el becilisotiocianato), han sido reportadas en la literatura; se observd estos compuestos
poseen actividad antifungica frente a diferentes especies (Rhizoctonia solani, Sclerotinia
sclerotiorum, Diaporthe phaseolorum y Pythium irregulare) (Manici et al., 2000). Dichos
compuestos han sido también asociados con las propiedades medicinales (antigripal,
bronco y vasodilatador) del berro (Lepidium sativum L. - Brassicaceae), una planta
tradicional de Tailandia (Songsak y Lockwood, 2002). Radulovi y colaboradores (2012)
han evaluado la actividad antimicrobial del BGSL, y sus productos de hidrdlisis, en
Aspergillus fumigatus y Candida albicans, observando una alta eficiencia para los
productos. Hasta donde se tiene conocimiento no hay reportes en la literatura acerca de la
AA del BGSL. Teniendo en cuenta esto, el presente trabajo es pionero al considerar al

BGSL como un antioxidante con capacidad para atenuar la oxidacion lipidica de AP.
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Identificacion de compuestos presentes en F4

La fraccion F4 fue sometida a andlisis por CLAE-DAD con el fin de identificar algunos de
los compuestos fenolicos presentes en la misma, en la figura 55 se presentan los
cromatogramas obtenidos en dicho analisis a 245 y 275 nm. La comparacion de los
tiempos de retencion y espectros UV-Vis de los compuestos separados a partir de F4,
versus los correspondientes a la disolucion patrén de compuestos fendlicos?, permitio
identificar tres compuestos presentes en la fraccion, a saber: acido galico (AG, pico 1),

galato de epigalocatequina (GEGC, pico 2) y acido rosmarinico (AR, pico 3).
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Figura 55. Cromatogramas obtenidos en el andlisis p  or CLAE -DAD de F4.
(a) 245y (b) 275 nm.

* El cromatograma y tiempos de retencion de la disolucién patrén de compuestos fenodlicos son
presentados en los ANEXO C. Adicional a esto, en el ANEXO D se comparan los espectros UV-Vis
obtenidos para los patrones de compuestos fendlicos y los compuestos detectados en F4.
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Los compuestos identificados no han sido previamente reportados en la literatura para
extractos o fracciones de SPy, sin embargo, la presencia de algunas catequinas
conjugadas, entre éstas la catequina, han sido evidenciada en la pulpa de papaya verde y

madura (Agrawal y Agarwal, 1982; Chye y Wan, 1980).

La AA en AP del AG fue evaluada en el presente trabajo, alli se observé que dicho
compuesto posee una buena capacidad para retardar la formacion de TBARS, aunque su
eficiencia para atenuar la formacion de HEX fue baja. Dicha AA también ha sido evaluada
en otras matrices lipidicas, al respecto, en la tabla 19 se presentan algunos resultados
reportados en la literatura. Kos ar y colaboradores (2011) observaron que el AG presenta
una buena eficiencia para retardar la formacién de HPL y TBARS en acido linoleico. Dicha
capacidad fue mayor cuando se empled la menor concentracion de antioxidante (2500
ppm), permitiendo disminuir la formacion de estos productos en un 70%. Por otra parte, la
AA de dicho compuesto también ha sido evaluada en emulsiones agua/acido linoleico,
observando que para reducir la formacién de HPL en un 50%, es necesario emplear una
baja concentracion de antioxidante (8.4 ppm), lo que sugiere una alta AA del AG en dicha

matriz.

El GEGC presenta el mayor niumero de reportes en la literatura acerca de su AA en
diferentes matrices lipidicas. Previamente se cit0 la excelente AA de dicho compuesto en
aceite de maiz, el cual inhibi6 la formacién de HPL y HEX, ver tabla 14. Este resultado
concuerda con los reportados para otras matrices lipidicas (tabla 19), Zhou y Elias (2013)
evaluaron la capacidad del GEGC para retardar la formacion de HPL y TBARS en una
emulsion agua/aceite de linaza, observando que dicho antioxidante disminuia la
produccion de HPL en cerca de 100% y la de TBARS en alrededor del 80%. Otra matriz
empleada en la evaluacion de la AA de GEGC fue las lipoproteinas de baja densidad
(LDL, por sus siglas en ingles), en este caso el compuesto mostré una alta eficiencia para
inhibir la formacion de TBARS (entre 90 y 100%) durante periodos cortos de oxidacion
(Zhang et al., 1997), sin embargo, al incrementar el tiempo de oxidacion (Wu et al., 2010)
dicha eficiencia se vio ligeramente atenuada (70%). Por otra parte, diferentes tipos de
liposomas (vesiculas de fosfatidilcolina y sinaptosomas) han sido sometidos a oxidacion
en presencia de GEGC, observando que este compuesto puede atenuar la formacion de
TBARS en forma significativa, empleando bajas concentraciones del mismo (Laporta et

al., 2007; Guo et al., 1996). Estos resultados muestran que el GEGC posee una alta
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capacidad para retardar la oxidacion lipidica en diferentes matrices, indicando que para
AP dicho compuesto posee un aporte significativo a la AA observada para F4 y para el

extracto Soxhlet de SPy.

Tabla 19. Actividad antioxidante en matrices lipidi  cas reportada para el &cido

galico, el galato de epigalocatequina y el &cido ro  smarinico.

Concentracion Matriz sometida Condiciones s
Compuesto S S oxidacion Referencia
(ppm) a oxidacion de oxidacion HPL° | TBARS?
2500 P b 70.79 69.44 Kos ar
o 10000 Acido linoleico 50 Tpori0h 59.57 | 7267 | etal, 2011
Acido galico Sanchez
(AG) 8.4° Emulsion 40 < por 4 dias 50 - Moreno et al.,
agua/acido linoleico
1999
43 Emulsion 96.5 83.7 .
. e Zhou y Elias
214 agua}(acene de 50 € por 24 h 100 75.6 2013
inaza
d ¢ Wu
Salato de 43 LDL 37 € 9 dias 88 70 etal, 2010
epigalocatequina 1.8° F\ézfsgiléliﬁ:soﬁr?a 37 C por 10 min® - 50 etL;pogB%7
(GEGC) =
4.3 - 90 Zhan
8.5 LDL 30 Cpor40h’ - 100 ot al 1897
17 - 100 B
128 Sinaptosomas 37 T por 30 min® - 80 Guo
P P etal., 1996
0.7 . 80 -
- Liposomas de - p Fadel
Acido 2.7 Fosfatidilcolina 37T por 30 min 100 = et al., 2011
rosmarinico 22 88 -
(AR) . Emulsion Erkan
328 agua/écido linoleico 37T por123h ) 50 etal., 2011

? Datos reportados como % de inhibicion (% inn=[1- { Valorantoxidante / ValorcontroL X100 )
® Oxidacion acelerada por adicion de ABAP

¢ Concentracion requerida para disminuir la concentraciéon de HPL en un 50% (ECsy)
ILDL: lipoproteinas de baja densidad

® Oxidacion estimulada con Fe*®*

" Oxidacién estimulada con Cu*

9 Concentracion requerida para disminuir la concentracion de TBARS en un 50% (ECs)

La AA del AR en matrices como liposomas y emulsiones agua/acido linoleico ha sido
previamente reportada; Fadel y colaboradores (2011) mostraron que durante periodos
cortos de oxidacién (30 min) la producciéon de HPL, a partir de liposomas, se puede inhibir
empleando concentraciones de AR cercanas a 2.7 ppm, no obstante, este efecto puede
verse atenuado al emplear concentracién inferiores 0 mayores a ésta. Por su parte, Erkan
y colaboradores (2011) observaron que para reducir en un 50% la produccion de TBARS,

en una emulsion agua/acido linoleico, se requiere la adicién de 32.8 mg de AR por cada
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kg de emulsién. Estos resultados indican que el AR es un compuesto con un alto poder
para minimizar la oxidacion lipidica en emulsiones y liposomas, lo que puede ser
extrapolado al caso del AP, tomando como punto de partida los resultados obtenidos para

F4 y el extracto Soxhlet de SPy.

Los resultados obtenidos en esta etapa del trabajo muestran que las SPy son fuente de
extractos, fracciones y compuestos con alta AA. El extracto Soxhlet protegio de forma
eficiente el AP frente a su oxidacion, al mismo tiempo permitié obtener fracciones con alta
AA en dicha matriz. La fraccion F1 presenta como compuesto mayoritario al BGSL, el cual
posee un amplio espectro de propiedades, entre éstas la proteccion de AP contra su
oxidacion lipidica. Por su parte, la F4 esta conformada por compuestos fendlicos con una
excelente capacidad para retardar la oxidacion lipidica en diferentes matrices lipidicas, y
en particular en AP. El potencial uso de dichas fracciones, o sus compuestos, en la
conservacion de alimentos (particularmente en aceites comestibles) se presenta como
una opcidén viable. Esto se ve soportado por algunos aspectos importantes tales como la
baja concentracién de fraccion o compuesto requerida (las fracciones fueron aplicadas a
300 ppm), la baja toxicidad de los compuestos identificados (BGSL: 180 mg/kg-dia,
Macholz, 1987; AG: 119 mg/kg-dia, Niho et al., 2001; GEGC: 500 mg/kg-dia, Isbrucker et
al., 2006; AR: 561 mg/kg-dia, datos para ratones adultos) y su AA superior a la observada
para los antioxidantes sintéticos actualmente usados (BHT, TBHQ y BHA). Sin embargo,
dicha aplicacion estara supedita a pruebas y estudios adicionales que permitan establecer
la inocuidad de las fracciones o compuestos en el alimento (p.e. andlisis sensorial,
identificacion de productos de oxidacién, estabilidad quimica y térmica de los compuestos
y sus productos, solubilidad y disponibilidad, entre otras), los posibles beneficios para el
consumidor, la existencia de efectos sinérgicos o antagénicos, la relacion costo/beneficio,

entre otros aspectos que pueden ser motivo de trabajos posteriores.

Finalmente, los resultados obtenidos en esta parte del trabajo muestran que las SPy son
una excelente fuente de extractos, fracciones y compuestos con alta AA en AP. Estos
resultados permiten considerar a dicho residuo como una promisoria fuente de
antioxidantes con potencial aplicacion en alimentos. Esto se veria reflejado, en términos

generales, en un aprovechamiento integral de la papaya.
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3.2 Obtencion de antioxidantes a partir de residuos
fruticolas y evaluacion de su actividad antioxidant e
en carne de res cocida

En esta parte del trabajo los extractos y fracciones obtenidos a partir de los residuos
fruticolas fueron adicionados a carne de res cocida (CRC), con el propésito de evaluar su
eficiencia para retardar la oxidacién lipidica. La AA de los extractos de residuos fruticolas
en CRC se determiné por medicidbn de la concentracion de algunos productos de
oxidacion formados durante 9 dias de almacenamiento. Posteriormente, mediante un
analisis de componentes principales (ACP) y un andlisis de clusters (AC) se identifico el
residuo con el mayor potencial como fuente de antioxidantes en CRC (Castro-Vargas et
al., sometido). Dicho residuo fue sometido a EFS con CO, y CO,/EtOH y la AA de los
extractos obtenidos fue evaluada. Finalmente el extracto mas activo fue fraccionado y se

identificaron algunos compuestos.

3.2.1 Estudio comparativo y seleccion del residuo con el mayor
potencial como fuente de antioxidantes
En la tabla 20 se presentan los resultados obtenidos en la medicién de la concentracion
de HPL y TBARS, en general se observa que dicha concentracion se incrementd en
funcion del tiempo Sin embargo, para hacer referencia a su AA es necesario considerar
en conjunto la variacién de los HPL y TBARS, debido a que esto permite establecer si el
extracto o antioxidante retarda la oxidacion en sus diferentes etapas. Teniendo en cuenta
esto, se empled un ACP para describir la AA de los extractos y antioxidantes y establecer
diferencias y similitudes en ésta, también se realizd6 AC con el fin de agrupar dichos

extractos y antioxidantes en funcion de su AA.
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Tabla 20. Hidroperéxidos y TBARS formados durante e

adicionada con los extractos y antioxidantes.

| almacenamiento de CRC

mmol hidroperéxidos de &cido linoleico/kg
carne de res cocida (mmol HPL/kg)

mg malondialdehido/ kg carne de res

cocida (mg MDA/kg)

Extracto o - -
antioxidante Dias de oxidacion Dias de oxidacion
3 6 9 3 6 9
CONTROL 11.04 +1.40 17.54 + 0.91 28.07 +1.08 0.55+0.05 0.70 £ 0.03 1.15 +0.05
EMa 6.91 £ 0.53 9.55+0.32 10.11 £ 0.87 0.14 £0.01 0.31+0.01 0.37£0.01
CSMa 10.73 £ 0.86 6.18 £ 0.98 8.47+1.12 0.15+0.01 0.43 £0.02 0.61+£0.01
KSMa 9.31+£0.83 6.19 £ 0.96 8.92+1.05 0.13+0.03 0.39£0.01 0.38 £0.05
EMt 7.55+0.13 9.69+£0.35 10.84 +0.38 1.37£0.03 1.47 +£0.03 1.64 + 0.06
CSMt 10.95 + 0.65 6.42 £0.90 7.30£0.30 0.19 £0.01 0.49£0.01 0.55+0.01
KSMt 7.48 £ 0.07 10.10 £ 0.25 10.66 = 0.78 0.66 £0.10 0.66 £ 0.04 0.70 £ 0.04
EL 6.96 = 0.66 11.99 +0.94 15.44 +0.73 0.28 £0.04 0.26 £0.03 0.47 £0.04
SL 6.31£0.99 9.82+0.78 12.07 +1.56 0.14 £0.01 0.38 £0.06 0.42 £0.06
ETA 418 +0.18 5.64 £0.26 7.03+£0.43 0.05+0.01 0.14+£0.01 0.24 £0.01
CuU 7.29+0.35 9.73 £0.67 13.49 +0.83 0.21£0.01 0.21+£0.01 0.30+£0.01
EMc 7.80+0.34 9.75 £ 0.57 9.73+0.91 0.93+0.04 1.32 £ 0.05 1.51 + 0.06
SMc 9.72£0.16 11.12 +0.61 12.30 £ 0.60 1.04 £0.03 1.07 £ 0.04 1.47 £0.03
SC 7.53+0.13 8.86 £ 0.34 9.54 +0.74 0.16 £ 0.01 0.33+£0.09 0.38£0.01
ECf 5.37+0.17 5.80+£0.75 10.61 + 0.67 0.56 £ 0.03 0.64 £0.05 1.00 + 0.05
EPy 7.53+0.18 8.79£0.17 11.63 +1.00 0.26 = 0.03 0.52 £0.03 0.72 £0.04
SPy 7.50+0.31 8.51+£0.83 9.50 + 0.68 0.13+0.01 0.41+£0.03 0.44 £ 0.04
EG 6.47 £0.34 8.30£0.13 13.05+0.32 0.25+0.08 0.48 £0.05 0.63+0.03
SG 9.05+1.19 16.39 +0.72 26.16 + 0.98 0.58 £0.05 0.65 £ 0.06 1.37 £ 0.06
SGy 9.40£0.73 7.78 £0.66 10.61 +0.74 0.13+0.02 0.43+£0.02 0.49 £0.03
EN 548 +£0.41 6.17 £ 0.54 11.91 +0.26 0.19 £ 0.02 0.32+£0.03 0.38 £ 0.03
EP 7.34£0.17 8.91+0.19 12.98 + 0.36 0.19 £ 0.08 0.28 £ 0.06 0.29 £0.03
SM 10.15+1.40 12.21 +0.92 16.50 £ 0.25 0.36 £0.07 0.36 £0.03 0.47 £0.04
BHT 454 +0.35 6.77 £0.12 9.71£0.72 0.38 £0.01 0.41+£0.01 0.45+0.03
BHA 10.17 £ 0.08 10.81 +0.12 11.61 +0.03 0.52 £0.08 0.69+£0.12 0.89+£0.03
AG 8.12 +0.48 8.02+£1.03 10.30 £ 0.64 0.14 £ 0.48 0.38 £0.03 0.52 £ 0.64
TBHQ 4.75+0.15 5.51+0.19 6.92 £ 0.42 0.21 £0.02 0.37 £0.06 0.42 £0.03

" Los valores de HPL y TBARS para el dia cero fueron 2.98 + 0.25 mmol HPL/kg y 0.03 +
0.01 mg MDA/kg, respectivamente.

En relacién al ACP, dos CP explican el 84.41% de la varianza total, el CP1 explica el

57.41%, mientras que el CP2 explica el 27.00%, su eleccion fue llevada a cabo tomando

como referencia sus valores propios (>1). Los valores de los loadings obtenidos para cada

componente principal muestran que las TBARS se correlacionan con el CP1 (loadings
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entre 0.83 y 0.93), mientras que los HPL correlacionan con el CP2 (loadings entre 0.72 y
0.77). Estos resultados sugieren que la informacion proporcionada por HPL es
independiente de la correspondiente a las TBARS, lo cual es debido a que los HPL son
productos iniciales de oxidacion lipidica, mientras que las TBARS son productos

secundarios y finales (ver tabla 21).

Tabla 21. Loadings, valores propios, porcentaje de varianza y varianza acumulada

para los dos primeros componentes principales del A CP.

Dia de Oxidacion Variable CP1 CP2
3 HPL 0.5081 | 0.7743
TBARS 0.8539 | -0.3972
5 HPL 0.5240 | 0.7271
TBARS 0.8341 | -0.5288
9 HPL 0.6021 | 0.7231
TBARS 0.9350 | -0.2601
Valores propios 3.444 | 1.6200
- % de varianza 57.4071 | 27.0013
% de varianza acumulada | 57.4072 | 84.4085

La figura 56 corresponde al gréfico de scores obtenido en el ACP, en éste se observa que
ETA y EMt se encuentran en lados opuestos del CP1 (Dim 1) indicando una gran
diferencia en la AA de sus extractos. Dicha diferencia est4 asociada al contenido de
TBARS presente en las muestras de CRC tratadas con estos extractos; el extracto de
ETA minimizé considerablemente la formaciéon de estas sustancias, mientras que el
extracto de EMt estimul6 su formacion, presentando efecto prooxidante. Por su parte, el
TBHQ mostré la menor separacion de ETA en el CP1, indicando una concentracion
similar de TBARS en las muestras adicionadas con TBHQ y ETA. En relacion al CP2
(Dim 2), se evidencia una gran separacion entre el CONTROL y EMt, la cual es debida a
diferencias en la concentracion de HPL presentes en las respectivas muestras. Las
muestras adicionadas con dicho extracto presentaron bajas concentraciones de HPL en

comparacion a lo observado en el CONTROL.

En el grafico de scores se observa que la AA incrementa al desplazarse de derecha a
izquierda por CP1 y de arriba abajo por CP2. Teniendo en cuenta esto, aquellos puntos

ubicados en valores negativos para CP1 y CP2 corresponden a los extractos y
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antioxidantes con la mayor AA, mientras que aquellos en valores positivos presentan baja

0 ninguna AA.
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Figura 56. Grafico de Scores para el ACP para laac tividad antioxidante en la CRC.

Tomando como punto de partida los resultados obtenidos en ACP se realizdé un AC, con el
fin de agrupar los extractos y antioxidantes en funcién de la AA e identificar aquellos con
la mayor eficiencia para atenuar la oxidacion lipidica en CRC, ver figura 57. Se evidencia
la formacion de dos clusters, cada uno de los cuales presentan dos grupos. En el cluster 1
se encuentran los extractos y antioxidantes con alta AA y media a baja AA. Por su parte
en el cluster 2 se encuentran los extractos con efecto prooxidante (grupo A), sin AAy la
muestra CONTROL (grupo B). Es de resaltar que dicho efecto prooxidante esta asociado
a la produccion de TBARS en las muestras adicionadas con dichos extractos, la cual fue

mayor a la observada en la muestra CONTROL.
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Figura 57. Dendograma del andlisis de clusters para la actividad antioxidante en la
CRC.

Por medio del ACP y el AC fue posible identificar a ETA y EN como los residuos con el
mayor potencial como fuente de compuestos con AA en CRC. Sin embargo, esta
informacion debe ser contrastada y analizada frente a los datos experimentales, a
continuacion se hace una descripcion de los resultados obtenidos en la evaluacion de la
AA de los extractos y antioxidantes clasificados en el grupo A, ver figuras 58 y 59. El
extracto de EN presentd una buena capacidad para retardar la formacion de TBARS, la
concentracion de estas sustancias presentes en la muestra adicionada con dicho extracto
oscilo entre 0.03 y 0.38 mg MDA/kg, para los dias 0 y 9 respectivamente. Por su parte, la
concentracion de HPL aumento de 2.98 a 11.91 mmol/kg en el mismo intervalo de tiempo,
esta concentracion fue mayor a la observada en las muestras adicionas con el extracto de

ETA y los antioxidantes TBHQ y BHT, lo que se ve reflejado en el alejamiento de EN
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respecto a ETA, TBHQ y BHT en el grafico de scores. Estos resultados sugieren que EN
es una fuente promisoria de antioxidantes con capacidad para atenuar la oxidacion
lipidica en CRC, lo que permite considerarlo como una opcién en la busqueda de

compuestos destinados a la conservacién de alimentos.
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Figura 58. Concentracion de hidroperdxidos en la CR  C adicionada con los extractos

con mayor actividad antioxidante.

El extracto de ETA presentd la mayor AA en comparacion con los extractos y
antioxidantes evaluados, éste presentd una eficiencia similar y superior al TBHQ para
atenuar la formacion de HPL y TBARS en CRC, respectivamente (figuras 58 y 59). Esto
muestra que el extracto de ETA posee una alta eficiencia para atenuar la formacion de
productos secundarios y finales de oxidacion lipidica en CRC, incluso mayor a la
observada para los antioxidantes sintéticos BHT y TBHQ, lo que confirma al ETA como el
residuo mas promisorio en la obtencion de antioxidantes, siendo el mejor candidato para

llevar a cabo la siguiente etapa del trabajo.
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Figura 59. Concentracion de TBARS en la CRC adicion ada con los extractos con

mayor actividad antioxidante.

La capacidad para retardar la oxidacion lipidica de extractos obtenidos a partir de ETA ha
sido reportada previamente; fracciones obtenidas a partir de un extracto etanodlico de
dicho residuo redujeron la formacion de TBARS en LDL en un 98% en comparacion al
CONTROL (0.072 respecto a 3.80 mg MDA/mg de LDL) (Kou et al., 2009). Esto
concuerda con los resultados obtenidos en el presente trabajo respecto al potencial de

ETA como fuente de extractos con alta AA.

3.2.2 Obtencion de antioxidantes empleando extraccién con fluidos
supercriticos

El ETA fue sometido a EFS empleando CO, y CO,/EtOH; diferentes temperaturas,

presiones y porcentajes de cosolvente fueron empleadas y su efecto sobre el rendimiento

y AA de los extractos fue evaluado. A continuacion se presentan los resultados obtenidos,

iniciando con la CE, seguido por los rendimientos y finalizando con la AA de los extractos

(Castro-Vargas et al., 2013).
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Curva de extraccion

En la figura 60° se presenta la CE obtenida, a 50 T/20 MPa, en ésta se evidencia los
intervalos de tiempo correspondientes a las tres etapas de la EFS a partir de ETA; la
etapa CER se presento entre los cero y 90 min de extraccion, la etapa FER entre los 90 y
240 min y la etapa DCP entre los 240 y 420 min. Es de resaltar que fue posible obtener un
rendimiento en la extraccion de 1.88%, éste fue mayor al observado en la extraccion

Soxhlet el cual alcanz6 0.88%.
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Figura 60. Curva de la EFS con CO,apartir de ETA.

Por otra parte, durante la etapa CER se extrajo el 65% del extracto total obtenido (0.18 g)
a una velocidad aproximada de 0.002 g/min. Mientras que en las etapas FER y DCP se
obtuvieron el 23 y 11% del extracto total (0.06 y 0.03 g, respectivamente). La mayor
velocidad y rendimiento observados en la etapa CER estan asociados al predominio de
procesos convectivos, los cuales se ven favorecidos por la disposicion de los solutos
sobre las particulas de la muestra. Por su parte, en las etapas FER y DCP la resistencia a
la transferencia de masa se hace mas evidente y por tanto la tasa de extraccion
disminuye notablemente. A partir de los resultados obtenidos en la CE se eligié 210 min

como tiempo de extraccion para todos los ensayos de EFS realizados a partir de ETA.

® Los datos de la figura 43 son presentados en el ANEXO E.
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Rendimientos de extraccion

Los rendimientos de extraccion obtenidos en la EFS de ETA (con CO, y CO,/EtOH) son
presentados en la tabla 22, junto con las densidades del CO, SC a las condiciones
empleadas. En las extracciones con CO, los mejores rendimientos fueron obtenidos al
emplear densidades altas del solvente; el mayor rendimiento fue obtenido a 50 T/30 MPa
(0.83%), seguido de los obtenidos a 40 /30 MPa, 50 C/20MPa y 40 C/20MPa (0.71,

0.70 y 0.68%, respectivamente). EIl ANOVA indica que no existen diferencias significativas

entre los tres ultimos tratamientos.

Tabla 22. Rendimientos obtenidos enla EFS de ETA.

diog)?tggg%sn Solvente CO, (g/mL)?* Rer&% T,Ipe)p 0

40C/10 MPa CO; 0.6290 0.56 = 0.02
40C/20 MPa CO; 0.8413 0.68 + 0.02
40C/30 MPa CO; 0.9104 0.71 = 0.05
50C/10 MPa CO; 0.3860 0.32 £ 0.02
50C/20 MPa CO; 0.7857 0.70 £ 0.01
50°C/30 MPa CO; 0.8713 0.83 = 0.01
50C/30 MPa | CO,/EtOH (2%) 0.8713 0.87 £+ 0.09
50°C/30 MPa | CO,/EtOH (5%) 0.8713 1.87 = 0.09
50C/30 MPa | CO,/EtOH (8%) 0.8713 1.62 = 0.06
Soxhlet MeOH 0.88 = 0.14

% Densidad del CO, calculada con la ecuacion de Angus.

® Media + desviacion estandar.

Los efectos de las variables de extraccion sobre la EFS de ETA son presentados en la
figura 61 por medio de las isotermas de rendimiento. El incremento en la presién de
extraccion, a temperatura constante, resulté en un aumento del rendimiento, debido al
incremento en la densidad del CO,. Dicho aumento fue mas notable a 50 € donde la
variacion en la presion de 10 a 30 MPa aumento 2.5 veces el rendimiento, mientras que a
40 T éste fue 1.2 veces. En relacion al efecto de la temperatura se observo que a 10
MPa el incremento en la temperatura generd una disminuciéon en el rendimiento, el cual
estd asociado a la reduccién en la densidad del CO,. Por su parte a 20 MPa el incremento
en la temperatura no ejercidé ningun efecto sobre el rendimiento, al respecto el ANOVA

indica que no existen diferencias significativas en los rendimientos obtenidos a 40 T/20
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MPa y 50 T/20 MPa. Mientras que a 30 MPa el increm ento en la temperatura condujo a
un aumento en el rendimiento de extraccién. Este efecto es causado por el aumento en la
presién de vapor de los solutos, favorecido por el incremento de la temperatura. Esto
generd un entrecruzamiento en las isotermas de rendimiento alrededor de 20 MPa.
Teniendo en cuenta este resultado, se puede decir que en la EFS de ETA a presiones
inferiores a 20 MPa el efecto de la densidad es dominante, mientras que a presiones
superiores la presion de vapor del soluto es mas importante. Un comportamiento similar
ha sido evidenciado en la EFS a partir del epicarpio de otras frutas como banano (Musa
spp.) (Rosso et al., 2010) y naranja (Citrus sinensis L. Osbeck) (Benelli et al., 2010). Con
el fin de corroborar el efecto de la presion y temperatura sobre el rendimiento se realizd
un ANOVA de dos vias, el cual mostré que la presion (p << 0.0001), temperatura (p <<
0.0001) e interaccion presion-temperatura (p << 0.0001) poseen un efecto altamente

significativo sobre el rendimiento en la EFS de ETA.

0.8 50

0.7 | ,_—1——,+

o
[

Rendimiento de extraccion(% p/p)

0.0

10 ' 20 ' 30
Presidn (MPa)

Figura 61. Isotermas de rendimiento (40 y 50 ) de  la EFS de ETA.

Por otra parte, 50 /30 MPa fueron las condiciones de extraccion empleadas para llevar
a cabo la EFS de ETA empleando CO,/EtOH. Los rendimientos obtenidos son
presentados en tabla 20, en ésta se observa que la adicion de EtOH increment6 el

rendimiento de extraccidn en comparacion a las extracciones realizadas con CO,. La
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adicion de 2% de EtOH aumentd ligeramente el rendimiento, sin embargo, el ANOVA
indica que no existen diferencias significativas entre este rendimiento y el obtenido con
CO,. Por su parte, la adicibn de 5% de EtOH incrementd el rendimiento 2.2 veces,
mientras que la adicion de 8% de cosolvente aumento el rendimiento 1.95 veces. Estos
incrementos estan asociados al aumento en la extraccion de solutos medianamente

polares por la adicion de EtOH como cosolvente.

Una vez obtenidos los extractos de ETA empleando EFS, éstos fueron adicionados a
CRC con el fin de evaluar su eficiencia para retardar la oxidacion lipidica en dicho

alimento.

Actividad antioxidante de los extractos obtenidos
empleando EFS

Los resultados obtenidos en la evaluacion de la AA en CRC de los extractos de ETA y los
antioxidantes TBHQ y BHT son presentados en la tabla 23. De los extractos obtenidos
con CO; el correspondiente a 50 /30 MPa presentd la mayo r eficiencia para retardar la
oxidacion lipidica en CRC. Este disminuyé la formacién de los HPL en un 91% comparado
con el CONTROL (2.20 respecto a 25.82 mmol/kg), mientras que la produccién de TBARS
fue reducida en un 71% comparado con el CONTROL (0.37 respecto a 1.27 mg MDA/KQ).
Empleando dichas condiciones se procedid a realizar las extracciones con CO,/EtOH

empleando diferentes porcentajes de EtOH.

La adicion de 2% de EtOH mejordé notablemente la AA del extracto obtenido, el cual
inhibié de forma significativa la formacion de HPL, a tal punto de no observar diferencias
(ND) en la concentraciéon de éstos entre los dias 0 y 9. La formacién de TBARS también
se vio considerablemente atenuada por dicho extracto, su produccién se redujo en un
91% en comparacion al CONTROL (0.11 respecto a 1.27 mg MDA/Kg). El incremento en
la AA observado en los extractos obtenidos con CO,/EtOH puede ser explicado por el
aumento en la extraccion de solutos medianamente polares. Estos compuestos mejoran la
AA de los extractos debido a razones como: (1) su alto potencial para neutralizar especies
reactivas de oxigeno y radicales libres formados durante la autoxidacion; (2) su mayor

solubilidad en fase acuosa de la carne (Decker y Crum, 1993) y (3) su capacidad para



Resultados y Discusion

127

quelar iones como Fe*¥*2

formacion-descomposicién de HPL (Morrissey et al., 2003).

+2/+

y Cu

Tabla 23. Actividad antioxidante de

empleando EFS.

los extractos o

minimizando su participacion en los procesos de

btenidos a partir de ETA

Productos de oxidacion lipidicaen CRC  ?
E)ftra_cto 0 Solvente b b
antioxidante HPL TBARS
(mmol/kg) (mg MDA/kg)
CONTROL 2582 + 179 127 + 0.02
40C/10 MPa CO; 1.76 + 0.03 251 + 0.17
40C/20 MPa CO; 1053 + 0.53 3.00 + 0.10
40C/30 MPa CO; 4.02 + 0.87 0.33 + 0.10
50C/10 MPa CO; 0.98 + 0.01 1.90 + 0.10
50C/20 MPa CO; 9.28 + 1.09 2.50 + 0.14
50C/30 MPa CO; 2.20 + 0.06 037 + 0.12
50C/30 MPa | CO,/EtOH (2%) ND° 011 + 0.04
50C/30 MPa | CO,/EtOH (5%) | 0.72 + 0.05 031 + 0.02
50C/30 MPa CO,/EtOH (8%) 3.24 + 0.02 0.29 + 0.02
Soxhlet MeOH 3.95 + 0.24 0.20 + 0.01
BHT 6.78 + 0.50 0.40 + 0.03
TBHQ 3.88 + 0.23 0.46 + 0.03

% Media + desviacion estandar.

® Este valor corresponde a la diferencia entre los dias 0 y 9 de oxidacion.

° No hay diferencias significativas entre los dias 0 y 9 de oxidacion.

En la figura 62 se comparan los resultados obtenidos en la evaluacion de la AA de los
extractos obtenidos a partir de ETA empleando CO; (a 50 /30 MPa) y CO ,/EtOH (2% de

cosolvente), frente a los observados para el extracto Soxhlet y los antioxidantes TBHQ y

BHT. Es evidente que el extracto obtenido con 2% de cosolvente presenté la mayor

eficiencia para atenuar la oxidacion lipidica en CRC, por tal razon, éste fue seleccionado

para llevar a cabo la identificacién de algunos de los compuestos presentes en el mismo.
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Figura 62. Actividad antioxidante de los extractos de ETA obtenidos por EFS y

extraccion Soxhlet.

3.2.3 ldentificacion de compuestos con actividad antioxidante en carne
de res cocida

En esta ultima etapa el extracto obtenido con CO, adicionado con 2% de EtOH, el cual

present6 la mayor AA en CRC, fue sometido a fraccionamiento y la AA de las fracciones

fue evaluada. Finalmente, se seleccion6 la fraccion mas activa, la cual fue sometida a

analisis por CLAE-DAD, con el propésito de identificar algunos compuestos fendlicos.

Fraccionamiento y actividad antioxidante de las

fracciones
El extracto fue fraccionado empleando extraccion en fase solida y elucién con mezclas de

hexano:acetato de etilo. Se recolectaron cuatro fracciones las cuales fueron rotuladas
como F1 a F4 en orden de incremento de polaridad. Los resultados obtenidos en el
fraccionamiento y la AA de las fracciones son presentados en la tabla 24. La mayor parte
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del extracto fue separada y recolectada en la fraccién F1, el 69% del extracto fraccionado
fue eluido empleando acetato de etilo:Hexano (1:9), mientras que las fracciones
posteriores correspondieron al 12.5% para F2, 8.5% para F3 y 7% para F4, respecto al

total de extracto fraccionado.

Tabla 24. Actividad antioxidante de las fracciones obtenidas a partir del extracto

supercritico de ETA.

Productos de oxidacion lipidicaen CRC  ?
Exiracio Composicion % en peso b b
o fraccion de fasemovil HPL" (mmol/kg) TBARS" (mg MDA/Kg)
(Acetato de etilo:hexano)

CONTROL 26.24 + 1.13 1.34 + 0.03
F1 1:9 69.0 15.90 + 1.13 3.32 + 0.03
F2 37 1255 9.72 + 074 2.19 * 0.03
F3 6:4 8.5 3.01 + 025 0.12 + 0.01
F4 8:2 7.0 ND¢ 0.02 + 0.00
Extracto SC ND® 0.12 * 0.04
BHT 6.78 = 0.50 0.40 + 0.03
TBHQ 388 + 0.23 0.46 + 0.03

% Media + desviacion estandar (DE).
® Este valor corresponde a la diferencia entre los dias 0 y 9 de oxidacion.

° No hay diferencias significativas entre los dias 0 y 9 de oxidacion.

Por otra parte en la tabla 24 se observa que la mayor AA fue presentada por F4, ésta
inhibié en un 100% la formacion de HPL en CRC, a tal punto que no se observo
diferencias significativas en su concentracion entre los dias 0 y 9 (ND). Un resultado
similar fue observado para las TBARS, dicha fraccion minimiz6 su formacion en un 98.5%
en comparacion al CONTROL (0.02 respecto a 1.34 mg MDA/KQ).

En la figura 63 se compara la AA de F4 frente a la observada para el extracto supercritico
y los antioxidantes TBHQ y BHT. La AA de F4 fue superior a la observada para los
antioxidantes sintéticos y para el extracto supercritico; lo que sugiere que F4 podria ser
empleada en productos carnicos en reemplazo de los antioxidantes sintéticos probados,
obteniendo una alta proteccién frente a la oxidacion lipidica y reduciendo los riesgos
asociados a la presencia de compuestos sintéticos. Sin embargo, debido al bajo
rendimiento alcanzado para F4, y dado que el extracto supercritico fue mas eficiente que
los antioxidantes sintéticos, la opcion mas viable para dicho reemplazo seria el extracto
supercritico, el cual se obtiene con mayor rendimiento y no requiere de etapas posteriores

de separacion y purificacion.
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Figura 63. Actividad antioxidante de las fracciones obtenidas a partir de ETA.

En la tabla 25 se presentan algunos datos de AA en carnes cocidas reportados en la
literatura para extractos y compuestos de origen natural, los cuales puede ser
comparados frente a los obtenidos para el extracto supercritico de ETA y la F4. Sin
embargo, es importante tener en cuenta que dicha comparacién no es totalmente directa
debido a aspectos como: (1) diferentes tiempos de almacenamiento, (2) diferentes
concentraciones de extracto empleado y (3) las diferencia entre las matrices sometidas a
oxidacion (CRC y carne de cerdo cocida). Es de resaltar que los productos citados en la
tabla 25 poseen particular importancia en muchas culturas, incluyendo la occidental,
debido a que son parte importante de su alimentacion o porque poseen diferentes
propiedades medicinales. A modo de ejemplo se podrian citar las catequinas de té, las
cuales estan asociadas con las propiedades antioxidantes y medicinales ofrecidas por sus
bebidas (Tang et al., 2001). Otro ejemplo son los aceites esenciales de orégano y salvia
ampliamente usados como antioxidantes exodgenos y endoégenos (Tanabe et al., 2002).

Comparativamente se observa que F4 y el extracto supercritico poseen una mayor AA en
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comparacion a la reportada para los extractos de brocoli, grosellero negro, hierva de San
Juan, kimchi, semillas de canola, flor de Jamaica, algarrobo, oliva, uva roja y aceite
esencial de orégano y salvia. Adicional a esto F4 mostré también una AA mayor a la
reportada para una mezcla de catequinas de té, los cuales son ampliamente conocidas

por su AA en diferentes matrices lipidicas.

Por otra parte, Tarladis y colaboradores (1960) han reportado que el umbral para la
deteccion, por panelistas entrenados, del sabor oxidado en CRC esta asociado a una
concentracion de TBARS mayor 0.5 mg MDA/kg. Usando este umbral como indicador, se
puede afirmar que F4 y los extractos obtenidos a partir de ETA (Soxhlet y EFS con CO, a
30 MPa y CO,/EtOH) controlaron el desarrollo del sabor oxidado en CRC durante su

almacenamiento a 4 C por 9 dias.

Los resultados obtenidos permitieron identificar a la fraccibon F4 como la de mayor
eficiencia para retardar la oxidacion lipidica en CRC. Teniendo en cuenta esto, F4 fue
seleccionada para llevar a cabo la identificacion de algunos compuestos fendlicos

relacionados con la AA observada.
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Tabla 25. Actividad antioxidante en carnes cocidas reportadas en la literatura para algunos extractos y compuestos de

origen natural.

Extracto, fraccion Concentracion Matriz sometida Condiciones Productos de oxidacién Referencia
0 compuesto (ppm) a oxidacion de oxidacion HPL? TBARS®
Ex}rac_to etanc_>||co de 5 Carne de res cocida 4 T por 12 dias - 19 Kim et al., 2013
brocoli (Brassica oleracea L.)
Extracto etanoll_co de grosellero 20000 Carne de cerdo cocida | 4 T por 9 dias - 80 Jia et al.,, 2012
Negro (Ribes nigrum L.)
Hierba de San Juan . 4 <C por 5 dias - 42.2+5 . .
(Hypericum perforatum) 10 Carne de cerdo cocida 4 T por 12 dias - 56617 Sanchez-Muniz et al., 2012
Extracto etanélico de kimchi® 10 Carne de cerdo cocida | 4 CTpori0dias | -10+4° 34+5 Lee et al,, 2011
Extracto obtenidos con Carne de res cocida R 80
acetona a partir de semillas 100 - 4 T por 6 dias Brettonnet et al., 2010
de canola (Brassica napus) Carne de cerdo cocida - 40
Extracto acuoso de semillas . .
de flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa L) 7500 Carne de res cocida 4 <C por 7 dias - 62 Mohd-Esa et al., 2010
Extracto acuoso de_ - d 30000 Carne de cerdo cocida | 3 T por 10 dias - 90 +14 Bastida et al., 2009
algarrobo (Ceratonia siliqgua)
Extracto acuosos de oliva ) 80
(Olea europea L) 100 Came de res cocida 4 T por 6 dias De Jong y Lanari 2009
Extracto acuoso de ) 73
uva roja (Vitis vinifera)
Aceite esencial de orégano ) 66
(Orlganum vglgare) - 30 Carne de res cocida 4 T por 8 diask Fasseas et al., 2007
Aceite esencial de salvia
: A - 46.4
(Salvia officilalis)
Catequinas de té ) .
(Camellia sinensis L.)° 300 Carne de res cocida 4 T por 10 dias - 943+ 1.2 Tang et al., 2001
Extracto supercritico ETA' . P 100 91+13 .
Fraccion F4 300 Carne de res cocida 4 C por 9 dias 100 851 El presente trabajo

% Datos reportados como porcentaje de inhibicion (% i,=[1- {valoreactorcompuesto / Valorcontrol} 1X100).

® Kimchi es un plato tipico coreano preparado con diferentes vegetales fermentables con alto contenido de acidos organicos.

¢ Efecto prooxidante.

9 Extracto comercial de algarrobo Liposterine®.

®Mezcla de catequinas: epigalocatequina, galato de epigalocatequina, galato de epicatequina y epicatequina (24, 40, 12 y 10%, respectivamente).
"Obtenido con CO,/EtOH (2% de cosolvente) a 50 /30 MPa.



Identificacion de compuestos presentes en F4
La fraccion F4 fue sometida a analisis por CLAE-DAD con el fin de identificar algunos

compuestos fenodlicos presentes en la misma, ver figura 64. La comparacion de los tiempos de
retencion y espectros UV-Vis de los compuestos separados a partir de F4 contra la disolucion
de patrones de compuestos fendlicos (ANEXOS C, y F), permitié identificar cuatro compuestos
presentes en F4, a saber; epigalocatequina (EGC, pico 1), epicatequina (EC, pico 2), galato de

epigalocatequina (GEGC, pico 3) y acido rosmarinico (AR, pico 4).
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Figura 64. Cro matogramas obtenidos en el analisis por CLAE  -DAD de F4.
(a) 245y (b) 275 nm.

Actualmente no existen reportes en la literatura relacionados con la AA de EGC, EC y GEGC en
CRC o matrices similares (carnes cocidas). Sin embargo, la AA de dichos compuestos ha sido
evaluada en matrices menos complejas como emulsiones agua/aceite. Huang y Frankel (1997)

reportaron una alta eficiencia del GEGC para atenuar la formacion de HPL y TBARS en
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emulsiones agua/aceite de linaza, cuya formaciéon fue reducida entre 75 y 100% en
comparacion al CONTROL. Por otra parte, la AA de EC fue evaluada en emulsiones
agua/aceite de girasol sometidas a oxidacion a 50 °C por 22 dias, dicho compuesto ( 140 ppm)
redujo la formacion de HPL en un 66% durante los primeros 11 dias de oxidacion, sin embargo,
su eficiencia disminuyé a 33% hacia el dia 22 (Almajano et al., 2007). Estos resultados
muestran que el GEGC y la EC son compuestos con una notable habilidad para retardar la
oxidacion lipidica en emulsiones agua/aceite, es probable que éstos exhiban una capacidad

similar en matrices como CRC, lo que permite inferir sobre su aporte a la AA observada en F4.

La AA en CRC del AR ha sido previamente reportada en la literatura, Allen y Cornforth (2010)
observaron que la adicion de 500 ppm de AR, en forma de rosmarinato, a muestras de CRC
inhibia totalmente la formacién de TBARS durante su almacenamiento a 4 T por 14 dias. Este
resultado muestra que el AR posee una alta eficiencia para retardar la oxidacion lipidica en
CRC, lo que concuerda con lo observado en emulsiones agua/acido linoleico en las cuales el
AR retard6 la formacion de HPL en mas de un 80% (Fadel et al., 2011). Teniendo en cuenta
esto, se puede considerar que el AR aporta de forma significativa a la AA observada para F4 y
el extracto de ETA.

Los resultados obtenidos en esta parte del trabajo muestran que el epicarpio de tomate de arbol
es un residuo altamente promisorio para la obtencion de antioxidantes con gran eficiencia para
retardar la oxidacién lipidica en matrices como CRC. Dicho residuo proporciond extractos y
fracciones con alta capacidad para reducir la oxidacién lipidica en CRC. Teniendo en cuenta
esto, el ETA se presenta como una fuente de antioxidantes con potencial aplicacion en la
conservacion de productos carnicos similares. Esta alternativa de aprovechamiento para el ETA
podria beneficiar la cadena productiva del tomate de arbol al proporcionarle un valor agregado
para el fruto, generado por la comercializacion de los extractos o fracciones de ETA como un
subproducto. Adicional a esto, las exportaciones del fruto podrian mejorarse, al conocerse sus
propiedades como fuente de antioxidantes. Las industrias procesadoras de tomate de arbol
también podrian verse beneficiadas al comercializar el residuo, obteniendo asi un ingreso
adicional y resolviendo el problema de disposicion del mismo. Por su parte, la industria
procesadora de carne dispondria de un aditivo alternativo para conservar sus productos, el cual
remplazaria los actualmente en uso e incrementaria la vida Gtil de sus productos. En el caso

particular de los productos carnicos se tendrian una alternativa para su conservacion
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empleando antioxidantes de origen natural, los cuales aumentarian la vida util de los productos

y le proporcionarian un caracter funcional.

El presente trabajo es un aporte en la bisqueda de alternativas de aprovechamiento para
nuestros recursos naturales, particularmente sus residuos, como también al conocimiento de
los mismos. De tal forma, por medio de este trabajo fue posible identificar el potencial de
algunos residuos fruticolas como fuente de antioxidantes con alta eficiencia para retardar la
oxidacion lipidica en alimentos. Por otra parte, nuevas tecnologias de extraccion fueron
implementadas en la obtencion de extractos con AA en AP y CRC. Asi mismo, se identificaron
algunos compuestos presentes en los residuos fruticolas més promisorios, como fueron SPy
para proteger AP y ETA para actuar sobre CRC. En términos generales este trabajo es un
aporte desde la quimica hacia otras areas del conocimiento, el cual podria representar a futuro
nuevas oportunidades para la biodiversidad colombiana, no solo en el area de los alimentos,

sino también en areas como la medicina, farmacia y la cosmética.






4.Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

Se logré obtener extractos con actividad antioxidante a partir de residuos fruticolas
empleando extraccion con fluidos supercriticos y extraccién Soxhlet a presion reducida.
Algunos de dichos extractos retardaron de forma eficiente el desarrollo de la oxidacion

lipidica en alimentos como aceite de palma comestible y carne de res cocida.

Fue posible comparar la actividad antioxidante de los extractos obtenidos a partir de
diferentes residuos fruticolas, identificando los mas promisorios como fuente de
antioxidantes con capacidad para retardar la oxidacion lipidica en aceite de palma
comestible y carne de res cocida por medio del uso de analisis de componentes
principales y andlisis de clusters. Al respecto, las semillas de papaya y el epicarpio de
tomate de arbol proporcionaron los extractos y fracciones con mayor actividad

antioxidante en aceite de palmay carne de res cocida, respectivamente.

Al someter las semillas de papaya a extraccion con CO, supercritico (50 /20 MPa) y
CO; con etanol (50 /20 MPa y 5% de etanol) se lograr on rendimientos mayores que
mediante extraccion Soxhlet (20.52%, 23.75% y 7.82%, respectivamente). Sin embargo,
la actividad antioxidante de los extractos supercriticos fue inferior a la observada para el
extracto Soxhlet; este ultimo fue mas eficiente controlando la formacion de hexanal y

nonanal en aceite de palma.

Se identificaron algunos compuestos presentes en el extracto Soxhlet de semillas de
papaya, los cuales estdn asociados a la actividad antioxidante observada para el mismo.
Estos compuestos fueron el bencilglucosinolato y los compuestos fendlicos acido gélico,
galato de epigalocatequina y &cido rosmarinico. Es de resaltar que la actividad

antioxidante del bencilglucosinolato no ha sido previamente reportada, mientras que los
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compuestos fendlicos identificados son ampliamente reconocidos por su capacidad para

inhibir la oxidacién lipidica en alimentos.

A partir del epicarpio de tomate de arbol, empleando como agentes extractantes CO,
supercritico (50 T/30 MPa) y CO , con etanol (50 T/30 MPa y 5% de etanol) se lograr on
rendimientos mayores que mediante extraccion Soxhlet (0.83%, 1.87% y 0.88%,
respectivamente). Sin embargo, la mejor actividad antioxidante la presenté el extracto
obtenido con COj-etanol (50 T/30 MPa y 2% de etanol), bajo dichas condiciones se
logré un rendimiento en la extraccién del 0.88%. Dicho extracto inhibi6 la formaciéon de

hidroperéxidos y especies reactivas al &cido tiobarbitdrico en carne de res cocida.

En el extracto con mejor actividad antioxidante, obtenido a partir del epicarpio de tomate
de arbol, se identificaron las catequinas epigalocatequina, epicatequina y galato de
epicatequina, asi como el acido rosmarinico, éstos aportan de forma significativa a la

actividad antioxidante observada para dicho extracto.

4.2 Recomendaciones

Evaluar la actividad antioxidante, en aceite de palma comestible o carne de res cocida,
de los compuestos identificados, con el fin de determinar su aporte a la actividad

antioxidante observada.

Determinar la existencia de efectos sinérgicos o antagénicos en la actividad antioxidante
de los extractos de semillas de papaya y epicarpio de tomate de arbol, como también
entre las fracciones F1 y F4 de semillas de papaya y los compuestos identificados en las

semillas de papaya y el epicarpio de tomate de arbol.

Aplicar los extractos y fracciones con mayor actividad antioxidante en otras matrices

lipidicas y evaluar su eficiencia para retardar su oxidacion.

Continuar con la identificacion de los compuestos presentes en las fracciones con mayor

actividad antioxidante en aceite de palma y carne de res cocida.
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Determinar la toxicidad de los extractos y fracciones con mayor AA con el propdsito de

evaluar su inocuidad sobre los alimentos.

Realizar un andlisis sensorial sobre el aceite de palma y la carne de res cocida
adicionados con los extractos y fracciones mas activos, de forma tal que se pueda

establecer su efecto sobre las caracteristicas organolépticas de estos alimentos.

Evaluar la estabilidad térmica y quimica de los extractos, fracciones y compuestos

obtenidos y el efecto de éstas sobre la actividad antioxidante de los mismos.
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A. Anexo: Rendimientos obtenidos
en la extraccion Soxhlet de los
residuos fruticolas estudiados.

RESIDUO siGLA | Rengmiento | pe
p/p

Semillas de guayaba SGy 4.77 0.72
Semillas de mora SM 1.20 0.06
Semillas de papaya SPy 7.82 1.32
Semillas de lulo SL 1.23 0.18
Semillas guanabana SG 7.43 0.49
Semilla de maracuya SMc 6.25 1.54
Semillas de curuba SC 7.91 0.84
Kernel semillas mango tommy KSMt 3.28 1.91
Kernel semillas mango azlcar KSMa 2.98 0.20
Epicarpio de naranja EN 9.56 0.14
Calix de uchuva CuU 6.85 0.41
Epicarpio de guanabana EG 6.96 0.11
Epicarpio de pifia EP 4.04 0.57
Epicarpio de lulo EL 2.96 0.15
Epicarpio de papaya EPy 24.38 2.29
Epicarpio de mango Tommy EMt 23.65 0.75
Epicarpio mango azUcar EMa 9.51 0.20
Epicarpio de maracuya EMc 2.65 0.05
Epicarpio de tomate arbol ETA 0.88 0.14
Cubierta semillas mango Tommy CSMt 9.21 0.16
Cubierta semillas mango azUcar CSMa 27.41 1.33
Epicarpio de café EC 6.67 0.76







B. Anexo: Datos obtenidos en curva
de extraccion de SPy

Tiempo Cantidad Sumatoria
(min) | de extracto (g) | cantidad de extracto

5 0.022 0.022
10 0.143 0.165
15 0.316 0.481
20 0.195 0.676
25 0.181 0.857
30 0.139 0.996
40 0.291 1.287
50 0.377 1.664
60 0.336 2.000
70 0.367 2.366
80 0.197 2.563
90 0.111 2.674
120 0.239 2.913
150 0.093 3.005
180 0.056 3.061
210 0.069 3.130
240 0.020 3.151
300 0.023 3.174
360 0.017 3.191
420 0.134 3.325







C.

Anexo:Cromatograma y tiempos

de retencion obtenidos en el analisis
por CLAE-DAD de la disolucion
patron de acidos fenolicos

__tretencien (MiN) Compuesto
1.87 acido gélico
3.57 Teobromina
5.56 Teofilina
6.32 acido p-hidroxibenzoico
8.43 epigalocatequina
9.52 Catequina
9.96 acido vanilico
11.22 acido caféico
12.03 Cafeina
16.38 epicatequina
16.75 galato de epigalocatequina
16.90 acido p-cumarico
18.41 acido ferdlico
19.44 galato de epicatequina
21.82 acido rosmarinico
24.54 acido cindmico
26.40 guercetina
26.89 luteolina
30.23 naringenina
30.61 kaempferol
31.11 pinocembrina

33.17

acido ursdlico
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Anexo: Comparacion de los

espectros UV -Vis de los patrones de
compuest os fendlicos y los

compuestos detectados en la F4 de
SPy
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E. Anexo: Datos obtenidos en curva
de extraccion de ETA

Tiempo Cantidad Sumatoria
(min) | de extracto (g) | cantidad de extracto

5 0.014 0.014
10 0.018 0.032
15 0.014 0.046
20 0.016 0.062
25 0.017 0.079
30 0.019 0.097
40 0.018 0.115
50 0.014 0.129
60 0.018 0.147
70 0.012 0.159
80 0.012 0.171
90 0.014 0.185
120 0.015 0.200
150 0.017 0.217
180 0.010 0.227
210 0.012 0.239
240 0.011 0.251
300 0.012 0.262
360 0.014 0.277
420 0.007 0.283







F. Anexo :Comparacion de los
espectros UV -Vis de los patrones de
compuestos fenadlicos y los
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G. Anexo: Productividad académica

Articulos publicados:

Castro-Vargas, H.l., Benelli, P., Ferreira, S.R.S., Parada-Alfonso, F. Supercritical fluid
extracts from tamarillo ( Solanum betaceum Sendtn) epicarp and its application as
protectors against lipid oxidation of cooked beef m eat. Journal of Supercritical Fluids,
2013, 76, 17-23.

Articulos sometidos:

Castro-Vargas, H.l., Ferreira, S.R.S., Parada-Alfonso, F. Supercritical fluid extraction
from papaya ( Carica papaya L.) seeds and antioxidant activity in edible palm oil.

Journal of Supercritical Fluids.

Castro-Vargas, H.l.,, Gutiérrez-Ulloa, C.E., Parada-Alfonso, F. Antioxidant activity of

fruits residues extracts in cooked beef meat during chilled storage . Meat Science.
Articulos en preparacion:

Castro-Vargas, H.l., Parada-Alfonso, F. Antioxidant activity of tropical fruits seed extracts

in edible oil. An alternative use for agro-industrial residues.
Participacion en eventos académicos:

Il Iberoamerican Conference on Supercritical Fluid s PROSCIBA 2013. Cartagena de
Indias — Colombia, 2013.
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Presentacion Oral “Supercritical fluid extracts from tamarillo (Solanum betaceum Sendtn)
epicarp and its application as protectors against lipid oxidation of cooked beef meat”.
Autores: Henry |. Castro-Vargas, Patricia Benelli, Sandra Regina Salvador Ferreira,

Fabian Parada.

Presentacion Poster “Antibacterial activity of supercritical extracts from guava (Psidium
guajava L.) seeds”. Autores: Liliana Hilarion, A. Lozano, Andrea Mojica, Eduadrdo Lépez,

Henry Castro, Fabian Parada.

XXX Congreso Latinoamericano de Quimica CLAQ 2012, Cancun-México, 2012.

Presentacion poster. “Antioxidant activity of phenolic extracts from Colombian
agroindustrial waste: 2. Psidium guajava L. seeds”. Autores: Henry Isaac Castro-Vargas,

Fabian Parada-Alfonso, Luz Patricia Restrepo-Sanchez.

ISSF 2012: 10th International Symposium on Supercri  tical Fluids. San Francisco
CA-USA, 2012.

Presentacion poster “Antioxidant Activity from Guava Seeds (P. guajava L.) of White
Fruits, Pink Fruits and Red Fruits from Colombia” Autores: Henry Isaac Castro-Vargas,

Luz Patricia Restrepo-Sanchez, Fabian Parada-Alfonso.

Xl Congreso Colombiano de Fitoquimica, Medellin-Col ombia, 2011.

Presentacién poster “Actividad antioxidante de extractos fendlicos de residuos de la
agroindustria colombiana: 2. Epicarpio de papaya (Carica papaya L.)". Autores: Angela
M. Gonzélez, Carlos E. Gutierrez, Patricia Restrepo, Henry |. Castro, Fabian Parada.

43" JUPAC World Chemistry Congress, San Juan-Puerto Ri  co, 2011.

Presentacion oral “Antioxidant activity extracts obtained from Colombian guava (P.

guajava L.) seeds by supercritical fluids extraction-SFE”. Autores:Henry |. Castro-Vargas,

Patricia Restrepo, Fabian Parada.
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Presentacion poster “Antioxidant activity of phenolic extracts from Colombian
agroindustrial waste: 1. Mangifera indica epicarp.”. Autores: Angela Gonzéalez, Carlos

Gutierrez, Henry Castro, Patricia Restrepo, Fabian Parada.

XXIX Congreso Latinoamericano de Quimica CLAQ 2010, Cartagena de Indias-
Colombia, 2010.

Presentacion poster “Semillas de guayaba ¢residuos 6 subproducto?” Autores: Henry

Isaac Castro V., Luz Patricia Restrepo S., Fabian Parada A.

Reconocimientos académicos

Becario Programa Estudiantes Sobresalientes de Posgrado, Vicerectoria Académica,

Universidad Nacional de Colombia.
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