PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DEL PERU
ESCUELA DE POSGRADO

ESTUDIO FITOQUIMICO DEL ACEITE Y DEL EXTRACTO METANOLICO
HIDROFILICO DE LAS SEMILLAS DE LUCUMA (Pouteria lucuma)
PROCEDENTES DE CHILCA, CANETE

Tesis para optar el titulo de Magister en Quimica que presenta el Bachiller

Pedro Alonso Guerrero Castillo

Asesora: Dra. Robles Caycho, Juana Rosa Maria

San Miguel, Febrero 2018



“Pero tu, persevera hasta el fin y descansa, que al final de los tiempos te levantaras para

recibir tu recompensa.” »

Daniel 12:13



Este trabajo esta dedicado a
Dios, a mi familia, a mi novia
y a mi tio Hermégenes
Guerrero Alarcén



AGRADECIMIENTOS

El presente trabajo es el resultado de la constancia y el esfuerzo propio y del apoyo de
personas que de una u otra manera han hecho posible su culminacién, por ello hago
mencion al agradecer:

Al Consejo Nacional de Ciencia, Tecnologia e Innovacion (CONCYTEC) y a CIENCIA ACTIVA por
la beca otorgada. Convenio 231-2015 FONDECYT.

A la Dra. Juana Maria Robles Caycho, quien me asesord en la elaboracion y redaccion del
presente trabajo.

A la M Sc. Otilia Acha de la Cruz, jefa del laboratorio Labicer ubicado en la Universidad de
Ingenieria, al brindar acceso al equipo de cromatografia de gases con el que se pudieron
realizar los analisis cualitativos y cuantitativos del aceite.

A la Bach. Sarita Salomé Reyes Cubas, por la realizacion de los andlisis cualitativos vy
cuantitativos del aceite en el equipo de cromatografia basado en un método elaborado por
ella.

Al Dr. Carlos Areche Medina, de la Universidad de Chile, por el cromatograma de UHPLC-ESI-
MS/MS del extracto metandlico hidrofilico, asi como su orientacién en la interpretacion de
los resultados obtenidos.

A la Profa. Moraima Molina, por su orientacion en la elaboracién de FAMEs del aceite y su
apoyo moral durante la realizacién de los experimentos.

A la Sra. Parodi, duefia de la heladeria OVNI, por brindarnos las semillas de lucuma.

A mis maravillosos padres, por haber creido en mi y apoyado todos mis suefios e ideales y
por ensefiarme el valor de la perseverancia y el esfuerzo.

A mis amigos de maestria, en especial a Miki, Erika, Miguel, Luis y Rafael por los gratos
momentos que hemos compartido, su apoyo y genuina amistad que me brindaron y espero
gue perdure.



RESUMEN

El presente trabajo tiene como objetivo determinar la composicidén del aceite y del extracto
metandlico hidrofilico de las semillas de litcuma (Pouteria lucuma), las cuales son generadas
como residuos agroindustriales. Estas provienen del distrito de Chilca (ubicado en la
provincia de Cafete, a 62 km de Lima), cedidas por la heladeria OVNI. La metodologia
consiste en la obtencion del extracto metandlico hidrofilico y del aceite, el primero proviene de
la maceracion de la semilla con metanol y remocién de la parte lipofilica con hexano,
mientras que el aceite es resultado de la separaciéon con hexano a los extractos generados
por maceracion con metanol y acetona de forma secuencial y por extraccién con equipo
Sohxlet al residuo final con hexano. Asi, metabolitos como acidos grasos libres, acidos grasos
esterificados, triterpenos lineales, triterpenos esteroidales y no esteroidales, entre otros,
son identificados en las tres fracciones que comprende el aceite mediante GC-MS y se
registra 851,49 + 1,29 mg de [-sitosterol y 75,42 £+ 1,02 mg de estigmasterol por cada 100 g
de aceite. Mientras que con el GC-FID y estdndares de FAMEs se reporta la presencia de los
acidos oleico, palmitico, estearico y (9E)-octadecenoico, quienes conforman el 30 % del
aceite. El contenido de fenoles totales es de 1130,63 + 11,89 mg EAG/100 g de semilla seca y
de flavonoides totales de 661,23 + 4,73 mg quercetina/100 g de semilla seca en el extracto
metandlico hidrofilico. Mediante UHPLC-ESI-MS/MS, se reporta que metabolitos como
aminodcidos, acidos orgdanicos, acido gdlico, una amplia gama de flavonoides, entre otros, estan
contenidos en el mismo extracto y con empleo del reactivo DPPH se registra que este posee una
concentracion inhibitoria media (ICso) a 41 pug / mL. En base a los resultados se concluye que

este residuo agroindustrial posee un valor agregado por explorar.
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ABSTRACT

The aim of this work is to determine the composition of the oil and hydrophilic methanolic
extract of lucuma seeds (Pouteria lucuma), which are generated as agroindustrial waste.
These come from the district of Chilca (located in the province of Cafiete, 62 km from Lima),
donated by the OVNI ice cream shop. The methodology consists in obtaining the hydrophilic
methanolic extract and the oil, the first comes from the maceration of the seed with
methanol and the removal of the lipophilic part with hexane, while the oil is the result of the
separation with hexane at the extracts generated by maceration with methanol and acetone
sequentially and by extraction with Sohxlet equipment to the final residue with hexane.
Thus, metabolites such as free fatty acids, esterified fatty acids, linear triterpenes, steroidal
and non-steroidal triterpenes, among others, are identified in the three fractions comprising
the oil by GC-MS and 851.49 + 1.29 mg of f-sitosterol and 75.42 + 1.02 mg of stigmasterol
per 100 g of oil. While with the GC-FID and FAME standards, the presence of oleic, palmitic,
stearic and (9E) -octadecenoic acids is reported, which make up 30% of the oil. The content
of total phenols is 1130.63 + 11.89 mg EAG / 100 g of dry seed and total flavonoids of 661.23
+ 4.73 mg of quercetin / 100 g of dry seed in the hydrophilic methanolic extract. Through
UHPLC-ESI-MS / MS, it is reported that metabolites such as amino acids, organic acids, gallic
acid, a wide range of flavonoids, among others, are contained in the same extract and with
the use of DPPH reagent it is recorded that it possesses a medium inhibitory concentration
(IC50) at 41 pg / ml. Based on the results, it is concluded that this agroindustrial waste has

an added value to be explored.
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ABREVIATURAS

GC-MS Cromatografia de gases acoplado a un espectrémetro de masas
GC-FID Cromatografia de gases con detector de ionizacidn de llama
UHPLC-DAD-ESI-MS/MS Cromatografia liquida de ultra alta eficiencia con detector de

arreglo de diodos acoplado a un espectrémetro de masa/masa con
ionizacion por electroespray

DPPH 1,1-difenil-2-picrilhidracilo

AGS Acidos grasos saturados

AGM Acidos grasos monoinsaturados
SGP Acidos grasos poliinsaturados
EPA Acido eicopentanoico

DPA Acido docosapentanoico

DHA Acido docosahexanoico

ACP Esteroil-acil

MVA Acido mevalénico

DXP 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato
SMT1 Metiltransferasa 1

ACAT-2 AcetilCoA-colesterol-aciltransferasa-2
ERO o ROS Especies reactivas oxidantes

EC Epicatequina

EGC Epigalocatequina-3-galato

ECG Epicatequina-3-galato

EGCG Epigalocatequina-3-0-galato
HHDP Acido hexahidroxifénico

FAMEs Metil ésteres de acidos grasos
PEG2 Prostaglandina E2

COX-2 Ciclooxigenasa 2

IL-6 Interleucina 6

LPS Lipopolisacaridos

EAG Equivalente de acido gélico

1Cso Concentracion inhibitoria media

m/z Relacién masa/carga
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1. INTRODUCCION

El Perd es un pais rico en diversidad de productos agricolas, los cuales son exportados al
extranjero o comercializados en el mismo pais, para consumo directo o en forma de materia
prima procesada para elaboracidn de diferentes productos comestibles. Como ejemplo
podemos mencionar a la licuma, la cual se exporta en forma de harina y cuyo margen de
ventas se ha incrementado con los afios, de tal manera que en el 2005, el Ministerio de
Comercio Exterior le dio la denominacidon de “producto bandera” a esta fruta y desde
entonces es muy reconocida a nivel mundial. Las exportaciones de la pulpa y harina de
[dcuma se han incrementado mucho; en el 2014 el valor de estas exportaciones llegd a los

2,9 millones de ddlares, incrementandose diez veces mas que del afio 2009 (Indecopi, 2015).

Sin embargo esa misma harina de lucuma, que hasta hoy en dia es muy valorada en el
mercado de Estados Unidos y de la Unidn Europea (Aguilar, 2015), presentaba poco estudio

acerca de su composicion.

En el ano 2009 se compard la cantidad de compuestos fendlicos (metabolitos que presentan
una potente actividad antioxidante) presentes en la pulpa de seis frutas nativas del Peru,
entre ellas la ldcuma (Pouteria lucuma) la cual se trabajé en forma de pulpa fresca y como
harina. Los resultados de este estudio sefialaron que, a pesar que el extracto de la pulpa
fresca tuvo una mayor cantidad de compuestos fendlicos que el extracto de la harina, la
actividad antioxidante de ambos es similar debido a los tipos de compuestos fendlicos

presentes (Pinto et al., 2009).

En un estudio llevado a cabo en el 2011, a partir del extracto de harina de licuma peruana,
se aislaron e identificaron tres flavonoides glicosidados, cuya estructura base es el
dihidrokaempferol y acido galico. A |la presencia de estos metabolitos se atribuye la actividad

antioxidante del extracto de la harina de licuma (Dini, 2011).

Otro estudio acerca de la licuma (Pouteria lucuma) que se llevd a cabo en el 2016, tuvo el
propdsito de determinar algunos metabolitos primarios y secundarios presentes en esta

fruta. Se emplearon dos variedades comerciales de licuma Seda y Beltran, obtenidas del



valle de Huacho (Peru), se reporté la presencia de glucosa, fructosa y sacarosa en cantidades
similares en ambas, pero con diferencia significativa en el contenido de inositol. La mayor
cantidad de carotenoides fueron encontrados en la variedad Beltran, el y-tocoferol estuvo
presente Unicamente en esta variedad a diferencia del a-tocoferol que fue encontrado en
ambas. Las dos variedades presentaron compuestos fendlicos en cantidades similares, los

flavanoles derivados de la catequina (Garcia Rios, 2016).

En el mismo ano se realizd un trabajo similar para determinar los principales metabolitos
primarios y secundarios presentes en la pulpa de la licuma; para ello emplearon el
mesocarpo de tres biotipos diferentes de Pouteria lucuma (Montero, Rosalia y Leiva)
procedentes de Chile, se encontré la presencia de azlcares como fructosa, glucosa, sucrosa
e inositol, con marcada diferencia en cantidad entre las tres variedades, siendo el biotipo
Montero el de mayor proporcidn. Por otra parte, como metabolitos secundarios se obtuvo
qgue la variedad Rosalia presenté mayor cantidad de compuestos fendlicos y por
consiguiente, mayor propiedad antioxidante; ademas de los tres biotipos, Rosalia fue el

Unico que evidencié propiedades antihiperglicémicas (Fuentealba et al., 2016).

Hasta este punto se ha visto el desarrollo de trabajos en la pulpa de la licuma con énfasis en
la caracterizacién de los principales metabolitos primarios y secundarios, asi como la
actividad antioxidante inherente a la cantidad de fenoles totales, propia de cada especie de

esta fruta.

Aunque los aportes de estas investigaciones son relevantes, la cantidad de estudios acerca
de la licuma como pulpa son escasos y limitados, mas aun son solo tres los trabajos llevados
a cabo con las semillas, las cuales son generadas como residuos agroindustriales en grandes
cantidades, debido a la alta demanda en exportacién de esta fruta en forma de harina o

pulpa fresca.

Se llegé a determinar la presencia de azlcares como glucosa y xilosa, ademas de compuestos
cianogénicos glicosidados como lucumina, lucuminamida y acido lucuminico, a partir del

extracto metandlico de la semilla de Calocarpum sapota (Takeda, Gonda, & Hatano, 1997).



Se desarrollaron patentes en las que se emplearon semillas de la familia Sapotaceae
(géneros Calocarpum, Crhysophyllum y Lucuma) en las cuales se describieron como obtener
glicésidos cianogénicos (W02006009418 Al, 2006) y lipidos fijos totales (W02006009417

A1, 2006) para la preparacion de cosméticos y composiciones dermatoldgicas.

En el 2010 se llevd a cabo una investigacion en la cual extrajeron el aceite de la semilla de
[dcuma (Pouteria lucuma) mediante maceracion con heptano. Los triacilglicéridos presentes
en este aceite fueron caracterizados por cromatografia de gases acoplado a espectrémetro
de masas (GC-MS), de esta forma determinaron que los acidos linoleico y oleico eran
mayoritarios. Adicionalmente se encontraron propiedades de migracién celular, angiogénesis y

de cicatrizacion de heridas, inherentes al aceite de la semilla de licuma (Rojo et al., 2010).

Estos trabajos brindan un notable aporte acerca de algunos metabolitos presentes, sin
embargo en la fraccidn hidrofilica de las semillas pertenecientes a la familia Sapotaceae, no
mencionan nada acerca de la presencia de compuestos con propiedad antioxidante. En base
a que los extractos metandlicos de la pulpa de la licuma presentan dicha actividad
potencial, es tentativa una investigacién para descubrir si las semillas presentan
componentes con actividad antioxidante. Asimismo, no establece si los fitoesteroles estan
presentes en el aceite de la semilla en cantidad relevante, ya que estos tienen la propiedad

de ser hipocolestémicos (Muioz Jauregui, Alvarado-Ortiz Ureta, & Encina Zelada, 2011).

En el presente estudio se busca indagar sobre la presencia de fitoesteroles en el aceite de la
semilla de licuma y la de compuestos con actividad antioxidante en el extracto metandlico
de la misma; de encontrarse estos componentes, dotard de valor agregado a este residuo
agroindustrial que actualmente aun se desecha y a la vez podra ser materia de estudio para

trabajos posteriores.



1.1. Formulacion del Problema y Pregunta de Investigacion

La licuma es una fruta muy comercializada, siendo el Peru el principal productor (Yahia &
Gutierrez-Orozco, 2011), es asi que segun la Direccion Regional de Agricultura de Lima del
MINAG, en los afios 2010, 2011 y 2012 se ha reportado una produccién anual de 12 489; 12 792
y 13 522 toneladas respectivamente, exportandose como fruta entera, pulpa, conserva y la
popular harina de ldcuma, hacia paises como EE.UU., Chile, Alemania, Reino Unido, entre

otros.

Se debe tener en cuenta que no solo la pulpa de las frutas es importante por tener
metabolitos aprovechables, sino que otras partes de la misma también lo son; en la uva por
ejemplo, el compuesto llamado resveratrol es beneficioso contra las enfermedades del
corazoén, Alzheimer (Pasinetti, Wang, Ho, Zhao, & Dubner, 2015), cancer e incluso puede
promover la longevidad (Wang, Chen, & Yu, 2010), este compuesto estd presente en la
cascara y semilla de esta fruta. De esta manera, se llevaron a cabo investigaciones no solo
con la harina de la [dcuma, sino también estudios acerca de la semilla de Lucuma mammosa
y de Pouteria lucuma, determinaron la presencia de metabolitos que poseen propiedades

regenerativas a nivel dérmico, dotandola de esta manera de una aplicacion a nivel industrial.

Sin embargo, no se ha llevado a cabo un perfil lipidico de la materia insaponificable de la
semilla de Pouteria lucuma; tampoco se han encontrado estudios en semillas de esta fruta,
en los cuales hayan determinado la presencia de componentes con propiedades

antioxidantes.

En consecuencia, en base a nuestra biodiversidad asociada al hecho de que la composicion
guimica varia de una especie a otra y que los estudios que se realizaron a la semilla de
Pouteria lucuma son limitados, surge nuestra interrogante éiqué tipo de metabolitos estan
presentes en el aceite y en el extracto metandlico de la semilla de Pouteria lucuma para que

estos residuos agroindustriales sean valorados?



2. OBJETIVOS

2.1

2.2

Objetivo General

Determinar la composicién quimica del aceite y de los metabolitos secundarios del
extracto metandlico de la semilla de licuma (Pouteria lucuma), asi como también medir
la actividad antioxidante atribuible a los metabolitos de dicho extracto.

Objetivos Especificos

e Analizar el perfil de metabolitos presentes en el aceite de la semilla de Iitcuma por
GC-MS.

e Cuantificar los acidos grasos y fitoesteroles presentes en el aceite de la semilla de
[icuma por GC-FID y GC-MS respectivamente.

e Determinar el perfil cromatografico de los metabolitos del extracto metandlico de la
semilla de licuma por UHPLC-DAD-ESI-MS/MS.

e Determinar el contenido fenélico total y flavonoides totales del extracto metandlico
por espectroscopia UV/Vis.

e Evaluar la actividad antioxidante del extracto metandlico de la semilla de lucuma a

través del método de captura de electrones DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo).



3. MARCO TEORICO

3.1 Generalidades de la Lucuma (Pouteria lucuma)

3.2.1. Caracteristicas

La lucuma, nativa de las tierras altas de Peru, Ecuador y Chile, es una fruta climatérica, cuya
madurez se ve evidenciada por el cambio de coloracién en su cascara que pasa de un color
verde a una tonalidad amarilla (Yahia & Gutierrez-Orozco, 2011). En el Peru, los valles de
Caiete, Huaral, Huacho y Chincha son los que actualmente estan produciendo licuma de la
mejor calidad, con la finalidad de exportacion (Indecopi, 2015), en forma de pulpa seca y

como harina deshidratada.

El arbol de la licuma alcanza entre 8 a 15 m, es de hojas perennes y debido a su muy alta
sensibilidad a temperaturas muy frias ha sido imposible introducirlo a paises como Estados
Unidos y Canadd. Por otro lado, el fruto presenta una silueta ovoide con un apéndice
puntiagudo, un tamafio alrededor de 7,5-10 cm; pulpa de textura algo seca, coloracién
naranja amarillenta y frecuentemente con dos semillas, aunque puede llegar hasta cinco. Las

variedades mds comunes son “Seda” y “Palo” (Yahia & Gutierrez-Orozco, 2011)

Los métodos de propagacion de la licuma incluyen injertos de vastagos en los porta-huertos
de plantulas y por propagaciéon de esquejes frondosos bajo niebla o en invernaderos, sin

embargo, la primera genera alta variabilidad en la produccién (Duarte, 1990)

3.2.2. Taxonomia

La Tabla 1 nos brinda informacion acerca de la taxonomia de la lGcuma.

Tabla 1. Categoria taxondmica de la licuma

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Ericales
Familia Sapotaceae
Género Pouteria
Especie Pouteria lucuma

Fuente: Arena (2012)



3.2 Lipidos

3.2.1. Lipidos Saponificables

3.2.2.1. Acidos Grasos

Los acidos grasos son cadenas hidrocarbonadas, poseen longitudes que oscilan entre cuatro

y veintidos carbonos y presentan un grupo carboxilo (-COOH) y un grupo metilo (-CH3),

ubicados en extremos opuestos de la cadena. En la Tabla 2 se muestra las abreviaturas que

se emplean para referirse a los acidos grasos.

Tabla 2. Nombres y abreviaturas para denominar a los acidos grasos

- Se les ha designado con nombres triviales a aquellos acidos grasos que
Comun son los mds abundantes en una determinada fuente de materia.
)]
—
-?é - Ejemplo: acido linoleico.
O
4
, . - Brinda informacién sobre la cantidad de atomos de carbono y de dobles
Sistematico
enlaces presentes en la molécula. Ejemplo: acido octadienoico.
- Informa sobre el numero de dtomos de carbono y dobles enlaces en la
moléculay la posicion de estos.
Nomeclatura
A - La numeraciéon se empieza por el carbono del grupo carboxilo y la
X
posicidon de los dobles enlaces se indica por la letra griega A.
- Ejemplo: el acido linoleico seria 18:2 A 9,12.
© - Informa sobre el nimero de d4tomos de carbono y dobles enlaces en la
—
> , . .
S molécula y la posicion de estos dobles enlaces.
>
Q o) . . ,
5 - Cada carbono del acido graso se empieza a enumerar por el metilo mas
<<
alejado y la posicién de los dobles enlaces se indica con la letra griega o
Nomeclatura
por la letra n.
n-x / ®x
- Si en caso existen dos o mas dobles enlaces, separados por un grupo
metileno, solo se especifica la posicién del doble enlace del carbono mas
cercano al metilo mas externo.
- Ejemplo: el acido linoleico seria 18:2, n-6 o también 18:2, 6.

Fuente: Adaptado de Palou et al (2008).




Los acidos grasos se clasifican segun la cantidad de dobles enlaces o insaturaciones, asi

tenemos acidos grasos saturados (AGS), acidos grasos monoinsaturados (AGM) y acidos

grasos poliinsaturados (AGP). La Tabla 3 compara las caracteristicas de estos tres grupos.

Tabla 3. Comparacion entre los tres diferentes grupos de acidos grasos

Acidos Grasos Saturados

Acidos Grasos

Acidos Grasos Poliinsaturados

(AGM) Monoinsaturados (AGM) (AGM)
-Son aquellos que no |- Son aquellos que presentan | - Son aquellos que presentan
presentan dobles enlaces; solamente un doble enlace y | entre dos a seis dobles
estos abundan en las grasas | que generalmente presentan enlaces, separados por un

animales.
Se pueden llegar a sintetizar a
partir de unidades de dos
carbonos (acetil-CoA),

del

que
provienen consumo
excesivo de carbohidratos,

reaccion que tiene lugar en el

higado.
Algunos acidos grasos
saturados comunes  son:

butirico, mirisitico, palmitico,

ldurico, entre otros.

configuracion cis.

Pueden ser sintetizados.

Los AGM, al igual que otros
acidos grasos, son absorbidos
casi en su

en el intestino

totalidad para luego ser
transformados a otros acidos
grasos o ser incorporados a
lipidos tisulares.

El mas importante, presente
en nuestra dieta, es el acido
oleico, abundante en el

aceite de oliva.

grupo metileno.
- Los acidos poliinsaturados mas
frecuentes estdn contenidos

en las series n-6 y n-3.

Fuente: Adaptado de Palou et al (2008).

Las series w6 (0 n-6) y 3 (o n-3) presentan como cabezas de serie al acido linoleico y el

acido a-linolénico respectivamente, cuyas estructuras se muestran en la Figura 1. Tanto el

acido linoleico como el o-linolénico son esenciales ya que nuestro organismo no puede

sintetizarlos, por otro lado, ambos se metabolizan mediante enzimas, elongasas y

desaturasas, produciéndose un alargamiento e introduccidn de dobles enlaces adicionales.




De esta manera, el acido araquiddnico es obtenido a partir del acido linoleico, mientras que
los acidos eicosapentanoico (EPA), docosapentanoico (DPA) y docosahexanoico (DHA), a
partir del acido a-linolénico (Palou, 2008). La Tabla 4 muestra los principales acidos grasos

presentes en nuestra dieta.

Figura 1. Estructura quimica de cabezas de serie n-3 y n-4
Fuente: https://ndnatural.net/2014/09/14/omega-369/

La biosintesis novo de los acidos grasos en las plantas se produce en los plastidios y requiere
como precursores directos el acetil- y malonil-CoA para el proceso de cebado y elongacion
de las cadenas nacientes. En semillas oleaginosas la proteina desaturasa, transportadora de
esteroil-acil (ACP), cataliza la desaturacidn de acidos grasos, luego la hidrdlisis de las cadenas
acilo de ACP son catalizadas por las enzimas acil-ACP tioesterasas y se produce la
terminacion de la elongacién de la cadena del acido graso plastidial. Posteriormente, los
acidos grasos libres son activados a los ésteres de CoA, exportados desde el plastidio y
reesterificados a CoA en el reticulo endoplasmatico (Thelen & Ohlrogge, 2002), este proceso

se ilustra en la Figura 2.

Los acidos grasos participan en diferentes reacciones, por ejemplo, pueden sufrir una
reaccién de saponificacién en la que interactian con el NaOH o KOH y se produce una sal del
acido graso, comunmente denominado jabdn; la esterificacion de Fisher, en medio
ligeramente acido, produce el éster; la hidrogenacion de dacidos grasos insaturados con
hidrogeno gaseoso y un catalizador metdlico (Ni o Pt) genera acidos grasos total o

parcialmente saturados. Las reacciones mencionadas se ilustran en la Figura 3.



Tabla 4. Principales acidos grasos presentes en la dieta

Nombre Sistematico

Nombre Comun

Abreviatura

Acidos Grasos Saturados

Acido buténico Acido butirico 4:0
Acido hexanoico Acido caproico 6:0
Acido octanoico Acido caprilico 8:0
Acido decanoico Acido caprico 10:0
Acido dodecanoico Acido l3urico 12:0
Acido tetradecanoico Acido miristico 14:0
Acido pentadecanoico Acido pentadecilico 15:0
Acido hexadecanoico Acido palmitico 16:0
Acido heptadecanoico Acido margarico 17:0
Acido octadecanoico Acido esteérico 18:0
Acidos Grasos Monoinsaturados cis

Acido hexadecenoico Acido palmitoleico 16:1A9c
Acido octadecenoico Acido oleico 18:1A9c (n-9; w 9)
Acido eicosenoico Acido gadoleico 20:1A9c

Acidos Grasos Monoinsaturados trans

Acido octadecenoico

Acido elaidico

18:1A 9t (n-9; @ 9)

Acidos Grasos Polinsaturados n-3

Acido octadecatrienoico

Acido a-linolénico

18:3A9¢,12¢,15¢ (n-3; @ 3)

Acido eicosapentanoico

EPA

20:5A5¢,8¢,11¢,14¢,17c (n-3; w 3)

Acido docosapentanoico

DPA

22:5A 7¢,10c¢,13¢,16¢,19¢(n-3; @ 3)

Acido docosahexanoico

DHA

22:6 A4c,7¢,10¢,13¢,16¢,19¢ (n-3;
w 3)

Acidos Grasos Polinsaturados n-6

Acido octadecadienoico

Acido linoleico

18:2A9¢,12c (n-6; w 6)

Acido octadecatrienoico

Acido gammalinolénico

18:2 A 6¢,9¢,12¢ (n-6; @ 6)

Acido eicosatetraenoico

Acido araquiddnico

20:4 A 5¢,8¢,11c,14c (n-6; w 6)

Acidos Linoleico Conjugado

Acido octadecadienoico

Acido ruménico

18:2A9c,11t

Acido octadecadienoico

18:2 A 10t,12c

Fuente: Palou et al (2008).
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Figura 2. Biosintesis de acidos grasos en semillas oleaginosas

Fuente: Thelen & Ohlrogge, (2002)

a
) /9 A /9
R—=C +  KOH R—C + HO
Q oK'
H
b) o
R—C// 1 H+,A //O
. + R—OH R—C + H,0
O o)
\H \Rl
C .
) CH=CH H,, Ni CH,CH,
Hooc —~ R —>  Hooc—" "R

Figura 3. Reacciones quimicas de los acidos grasos

(a) Reaccién de saponificacidn, (b) reaccion de esterificacion de Fishery
(c) reaccién de hidrogenacion.
R, R*: cadenas carbonadas largas, saturadas o insaturadas.
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Los acidos grasos se encuentran en alimentos tanto de origen vegetal como animal, que
forman parte de nuestra dieta alimenticia; por ejemplo encontramos &cidos grasos
saturados en, la mantequilla el acido butirico (4:0); en la leche materna y el aceite de coco,
el acido ldurico (12:0); en el aceite de palma, los acidos laurico (12:0) y palmitico (16:0); en la
carne los 4dacidos palmitico (16:0) y estearico (18:0). Uno de los 4cidos grasos
monoinsaturados muy importante y que no debe faltar en nuestra dieta, es el dcido oleico
(18:0) que es abundante en el aceite de oliva. De los acidos poliinsaturados, el acido linoleico
(18:2) se encuentra en muy alta proporcién en aceites como el de girasol y el de cartamo;
ademds, en la yema del huevo y en frutos secos; el acido a-linolénico (18:3) se encuentra

abundantemente en aceite de semillas, verduras de hojas verde y en pescados (Palou, 2008).

Los acidos grasos tienen una importancia trascendental ya que no solo son reservas de
energia a largo plazo o componentes de membranas celulares o que tienen funcién
reguladora, ya que controlan la actividad de algunas enzimas al unirse covalentemente a
ellas; ademas los acidos grasos poliinsaturados n-3 inhiben la promocidn y progresion de la
carcinogénesis mediante diferentes mecanismos bioquimicos (Larsson, Kumlin, Ingelman-
Sundberg, & Wolk, 2004). El acido docosahexanoico (DHA) es muy importante en el cerebro,
ya que ademds de aumentar la proliferacién de neuritas, también promueve la

sinaptogénesis y la expresion sinaptica de la sinapsina (Cao et al., 2009).

Podrian ser buenos para prevenir enfermedades cardiovasculares, mediante un aumento
relativo del colesterol “bueno” (asociado a las lipoproteinas HDL) y por los efectos sobre los
vasos sanguineos (Massaro & De Caterina, 2002). No obstante, no es bueno abusar de una
dieta demasiado rica en acidos grasos, ya que un exceso de los saturados esta relacionado a

III

tener riesgos de enfermedades cardiovasculares por aumentar el colesterol “malo”.

3.2.2.2. Triacilglicéridos

Son moléculas esterificadas de glicerol donde los acidos grasos pueden ser iguales o
diferentes como se muestra en la Figura 4. Si los triacilglicéridos (TAG) presentan cadenas de
acidos grasos saturados, estos fundirdn a mayor temperatura (caso de las grasas animales);

de otro modo si poseen cadenas con insaturaciones, fundirdn a menor temperatura (caso de
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aceites vegetales). En los TAG que poseen una estructura asimétrica, en donde los tres
acidos grasos no son equivalentes, solo las posiciones extremas son atacadas por las lipasas

intestinales (Palou, 2008).

En la sintesis de triacilglicéridos en las semillas oleaginosas, el flujo de las cadenas de acidos
grasos acilados en el reticulo endoplasmatico, conduce finalmente a la esterificaciéon en las
tres posiciones de la molécula de glicerol para generar el TAG (Thelen & Ohlrogge, 2002),

como se esquematiza en la Figura 5.

0

X

o0
< ol

Rj\ofTH J\Rs

0
e

Figura 4. Estructura de un triacilglicérido

R!, R?, R®: cadenas carbonadas largas, saturadas o insaturadas.

Figura 5. Biosintesis de triacilglicéridos en semillas oleaginosas

Fuente: Thelen & Ohlrogge (2002)
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Los triacilglicéridos sufren reacciones de saponificacidn y transesterificacion como los acidos
grasos, asi la saponificacion con una solucién de KOH concentrada en calor, produce jabdén y
glicerol y la transesterificaciéon genera glicerol y metilésteres de acidos grasos, conocidos

también como FAMEs por sus siglas en inglés, estas reacciones se ilustran en la Figura 6.

O
o} J\
a) /|LR1 R O Na" H,c— "
Hzc/o A T iH
S R el S
OH
CH ‘ HC—
R’ O/‘ O/\RS o} 2
L L
3
o)
o) J\
OH
b) /|LR1 RY O—CHg H,C—
o o) ‘
H,C— ‘
o et [ et
J\ R? O—CH OH
CH H 3 —
R’ 0/‘ o’ R Q H2e
e i
RS O—CHj,

Figura 6. Reacciones quimicas de los triacilglicéridos

(a) Reaccién de saponificacidn, (b) reaccion de transesterificacion.
RY, RZ, R®: cadenas carbonadas largas, saturadas o insaturadas.

3.2.2. Lipidos Insaponificables

3.2.2.1. Fitoesteroles y Fitoestanoles

Los esteroles vegetales (conocidos como fitoesteroles) pertenecen a la familia de los
triterpenos, estructuralmente son similares al colesterol ya que presentan como parte de su
molécula al ciclopentanoperhidrofenantreno, pero ademas incluyen un grupo etilo o metilo
en el C-24, cuya estructura basica se muestra en la Figura 7. Los fitoesteroles tienen la
propiedad de ser insolubles en agua pero solubles en solventes organicos apolares como

hexano, heptano, éter de petrdleo.
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HO

Figura 7. Estructura basica de los fitoesteroles

Fuente: www.lipidhome.co.uk

Se sabe que las plantas no presentan colesterol, en su lugar estan presentes los esteroles
vegetales, los cuales actuan como componentes estructurales de la membrana vegetal y
como intermediarios para la biosintesis de celulosa y metabolitos secundarios como los
alcaloides. Se subdividen en esteroles y estanoles, los primeros presentan un doble enlace
en posicidn 5, mientras que los estanoles no lo presentan. Adicionalmente, estos ultimos son
menos abundantes que los esteroles, por ello cuando nos referimos a esteroles y estanoles

vegetales, la palabra “esterol” incluye a ambos (Palou Oliver, 2005).

De forma natural, los esteroles vegetales se pueden encontrar de dos formas, libre o
esterificada. La forma libre estd distribuida en menor proporcién en las plantas, siendo la
mas abundante el f-sitoesterol, seguido por el campesterol y el estigmasterol (Palou Oliver,

2005; Lagarda, Garcia-Llatas, & Farré, 2006).

Los esteroles estererificados (compuestos “conjugados”) con acidos grasos, ferulato o acido
ferulico, mediante un enlace con el grupo 3/4-OH del esterol, son altamente liposolubles. Los
primeros estan presentes en la mayoria de las plantas y ademas constituyen el 50 % del total
de esteroles en algunos alimentos, seguidos por los ésteres de ferulato en cantidades aun
apreciables y finalmente los esteroles glicosidados en menor grado (Palou Oliver, 2005). La
Figura 8 muestra los tipos de esteroles libres mas comunes y la Figura 9 ilustra las
modificaciones del grupo 3/-OH de los esteroles vegetales libres para producir los diferentes

tipos de esteroles esterificados.
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Figura 8. Esteroles libres mas comunes en plantas

Fuente: Lagarda et al (2006)

Figura 9. Modificaciones del grupo 3p-OH de los esteroles

Fuente: Palou Oliver (2005)

En las plantas, la ruta hacia los isoprenoides (cinco unidades de carbono similares al
isopreno) y los fitoesteroles, son sintetizados a partir de la fijacion del CO, y la formacién de

azucar. Este ultimo puede seguir dos rutas para formar el A3-isopentildifosfato (IPP) segun se
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produzca en el citosol o en el plastidio. Para la primera ruta de sintesis, el azucar se
convierte en acetato y este a la vez se transforma en acido mevaldnico (MVA), con la
participacién de la enzima HMGCoA-reductasa (HMGR); luego el MVA se fosforila y el
carbono del carboxilo se pierde en forma de CO, para producir IPP. Sin embargo, cuando la
ruta de sintesis de IPP es en el plastidio, sigue una via independiente del mevalonato, en
donde no es necesario que el acetato sea un intermediario. Esta via independiente es la del
1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato (DXP), donde participa la DXP sintasa. Posteriormente, en
cualquiera de las dos vias, seis de las unidades isoprenoides se unen para producir escualeno

(«Pathways of Phytosterol Biosynthesis», 2012).

La via isopentenoide hacia el éxido de escualeno se bifurca para dar paso a la ruta del
esterol; en los hongos la ruta esterdlica empieza con la formacién de lanosterol mientras que
en las plantas el cicloartenol es producido a partir del 6xido de escualeno mediante la
enzima 2,3 (S)-oxidoescualeno-cicloartenol ciclasa (cicloartenol sintasa), posteriomente es
convertido a 24-metilenocicloartenol por la enzima metiltransferasa 1 (SMT 1), como primer
paso para introducir el grupo metilo en el C-24; luego la enzima ciclopropilesterol isomerasa
abre el anillo ciclopropano. Contindan mas pasos lineales hasta la sintesis de 24-metilenlofenol, de
alli se produce una bifurcacién para dar lugar a dos vias alternativas, una conduce a la sintesis
de sitoesterol y estigmasterol mientras que la otra, la sintesis de campesterol. En efecto,
existen mas de treinta pasos catalizados por enzimas en la biosintesis de esteroles en plantas
(Christie, 2017). La Figura 10 muestra la via sintética de los fitoesteroles a partir del éxido del

escualeno.

Los fitoesteroles libres, al igual que el colesterol, presentan el grupo esteroide en su
estructura, en ella el hidroxilo (OH-) se encuentra a dos carbonos de una insaturacidon, como
resultado, se puede emplear la reaccion de Liebermann-Burchard para su identificacion
mediante el empleo de anhidrido acético, cloroformo y gotas de acido sulfurico concentrado
para generar una coloracién rojiza que pasa a una tonalidad azulina hasta llegar a una
coloracion verdosa intensa. Otra reaccidon que permite identificar el grupo esteroide es la

reaccion de Salkowsky, en la cual al agregar cloroformo y acido sulfurico y dejar separar en
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fases, se observa un color rojo en la parte superior y en la inferior una coloracién rojo-

amarillenta con fluorescencia verde.

Figura 10. Ruta biosintética de los fitoesteroles

Fuente: Zhou et al (2004)

El ser humano no puede sintetizar esteroles vegetales, por ello es crucial que estas
moléculas las obtenga de su dieta (Palou Oliver, 2005). Existen diversos alimentos que son
fuentes de fitoesteroles, la mayor presencia de estos compuestos estd en los aceites
vegetales y en sus productos. Las semillas también son muy ricas en fitoesteroles, aunque
estas no son frecuentemente consumidas o lo son en muy pequenas cantidades, pueden

contribuir significativamente al consumo total de esteroles vegetales. A pesar de que los
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cereales, vegetales, frutas y vallas no son tan ricos en fitoesteroles, pueden ser una buena

fuente de estos compuestos ya que presentan un alto consumo (Ogbe et al., 2015).

Los esteroles vegetales son muy importantes ya que desarrollan un rol vital para prevenir y
contrarrestar el cancer de colon (Sadek et al., 2017), seno (Llaverias et al., 2013) y prdstata
(Awad et al., 2001), los mecanismos de accién anticancerigena de estos dos ultimos los

resume Ramprasath & Awad (2015).

Es conocido que los fitoesteroles tienen capacidad hipocolestémica (Romero & Vasquez,
2012; Racette, Lin, Ma, & Ostlund, Jr, 2015) y poseen tres mecanismos de accion. El primero
de estos es cuando el colesterol es desplazado de la micela mixta por lo que no podra ser
absorbido y sera eliminado con las heces; el segundo mecanismo involucra que los
fitoesteroles inhibiran la accion de la enzima acetilCoA-colesterol-aciltransferasa-2 (ACAT-2)
y de esta manera impediran la esterificacion del colesterol y su incorporacion a los
quilomicrones; el tercer y ultimo mecanismo implica que el colesterol no esterificado es
nuevamente excretado al lumen instestinal a través de un transportador tipo ABC (Mufioz
Jauregui etal., 2011; Meco Lépez, Pascual Fuster, & Sola Alberich, 2016). Aunque la
obtencién de esteroles vegetales de nuestra dieta alimenticia es trascendental, se ha visto
que disminuye la cantidad de carotenos del organismo, sin embargo esto se puede recuperar

mediante la ingesta de alimentos con alto contenido de carotenos (Noakes et al., 2002).

3.2.2.2. Tocoferoles y Tocotrienoles

La vitamina E incluye a los tocoferoles y tocotrienoles, compuestos que se caracterizan por
tener el anillo 6-cromanol con una cadena lateral de 16 carbonos, son liposolubles y también
en etanol, cloroformo y acetona. Aunque los tococromanoles son generalmente estables al
alcali, a los acidos y al calor en ausencia de oxigeno, pueden ser oxidados por el oxigeno

atmosférico en presencia de luz, calor o iones de metales (Casani, 2000).
A pesar que los tocoferoles y los tocotrienoles estdn muy relacionados, poseen ciertas

diferencias, como se muestran en la Tabla 5, por lo que les atribuyen distintos grados de

actividad en el organismo.
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Tabla 5. Comparacion entre tocoferoles y tocotrienoles

Tocoferoles

Tocotrienoles

- Cadena lateral saturada.

- Poseen 3 carbonos asimétricos
que generarian 8 isomeros
Opticos, sin embargo en la
naturaleza solo se presenta la
configuracion absoluta RRR (2R,

4'R, 8'R).

- Los sustituyentes del anillo les da

la designacion del compuesto.

- Cadena lateral con 3 insaturaciones

(grupo farnesilo).

- Poseen un carbono asimétrico en la
posicién 2.
- En la naturaleza estan presentes

exclusivamente con una

configuracion 2R, 3’E, 7’E.

- Los sustituyentes del anillo les da la

designacién del compuesto.

Fuente: Adaptado de Casani (2000).

Tanto los tocotrienoles como los tocoferoles presentan 4 moléculas diferentes, se utilizan

letras griegas para distinguirlas una con otra, que se originan al modificar la posiciéon de un

sustituyente del anillo de 6-cromanol, como se muestra en la Figura 11; asi por ejemplo, si R'

y R? son CH; estamos hablando del a-tocoferol.

CHs Tocoferol

CHj Tocotrienol

R" | R?

CHs | CH3 a

CH; | H | B
H CHs Y
H H 6

Figura 11. Tipos de tocoferoles y tocotrienoles

Fuente: Colombo (2010)

20



Los organismos fotosintéticos son los Unicos que pueden sintetizar tococromanoles y lo
realizan en interior de los plastidios; de ello, aparatos fotosintéticos pueden ser protegidos
de la toxicidad del oxigeno y la peroxidacion lipidica. La enzima clave para la biosintesis de
tocoferoles es la tocoferol ciclasa (Colombo, 2010). Aceites vegetales de soya, canola, maiz y
girasol presentan gran cantidad de tocoferoles siendo el ultimo de los cuatro el que presenta

mayor cantidad de a-tocoferol (Grilo et al., 2014).

3.3 Antioxidantes

El organismo humano se encuentra afectado por especies reactivas oxidantes denominadas
ERO (o ROS por sus siglas en inglés), que presentan en su estructura uno o mas electrones
desapareados, estos se producen durante el metabolismo por contaminantes ambientales,
radiaciones y por consumo de sustancias tdxicas como alcohol, tabaco y drogas; la vida
media de estos radicales es corta, lo que incrementa su rapidez de propagacién con
moléculas aledafias y genera un daio potencial a la célula, denominado estrés oxidativo

(Coronado et al., 2015).

El ser humano, mediante su dieta, incorpora sustancias que contrarrestan la accion de los
radicales libres u otras especies reactivas permitiendo un equilibrio, lo cual conlleva a que
sea menor la toxicidad por oxidacion y que haya menos dano celular. Estas sustancias son
denominadas antioxidantes dietéticos y forman parte de los alimentos de consumo
cotidiano (Coronado et al., 2015). Los antioxidantes mas eficaces son aquellos que pueden
interrumpir la reaccion radicalaria en cadena, se caracterizan por tener estructuras con alta
conjugacién, que pueden ser lineales y/o anillos aromaticos o fendlicos; estas al donar un
atomo de hidrdgeno al radical, lo estabilizan y se vuelven radicales, que seran intermedios
altamente estables debido a la deslocalizacidon por resonancia que presenta la estructura

(Piljac, 2015).

3.3.1. Especies con Actividad Antioxidante
Existen diversas sustancias que cumplen un rol de antioxidante en nuestro organismo,

muchos de estos son consumidos en nuestra dieta diaria.
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3.3.1.1. Vitamina E

La descripcion de la vitamina E fue hecha en el apartado 3.2.2.2.

3.3.1.2. Flavonoides

Son moléculas que presentan un nucleo base denominado 2-fenil-benzo-y-pirano, el cual
consta de dos anillos bencénicos (A y B) combinados por medio del anillo C de pirano.
Adicionalmente los flavonoides presentan espectros con absorciones intensas en el espectro
UV, se pueden distinguir dos bandas, la que corresponde al anillo A, de 240 — 285 nm,
denominada banda Il y la perteneciente al anillo B, de 300 — 550 nm, banda | (Kiihnau, 1976).
La Figura 12 muestra la estructura basica de un flavonoide y ademas la numeracién

designada para este tipo de metabolito.

Figura 12. Estructura base de los flavonoides

Fuente: Kiihnau (1976)

Estas moléculas estan presentes solo en organismos fotosintéticos, en ellos se va a llevar a
cabo la biosintesis de los flavonoides, la cual es una ruta mixta que consta de la via shikimato
y la del acido maldnico. Mediante la ruta del acido shikimico, a partir de la eritrosa-4-fosfato
y el dacido fosfoenolpiruvato, se produce una serie de reacciones que conllevan a la
formacién de este acido shikimico y ademas aminodcidos aromaticos, de los cuales la
fenilalanina es la que genera la mayoria de los compuestos fendlicos, al eliminar una
molécula de amonio se produce el dcido trans-cindmico, la enzima fenilalanina amonio liasa

(PAL) cataliza este proceso (Garcia & Carril, 2011; Tazzini, 2015).

Mediante la introduccidon de un grupo hidroxilo a la posicién 4 del acido trans-cinamico se
genera el acido p-cumadrico, esta etapa es catalizada por la enzima cinamato 4-hidroxilasa
(C4H); tanto el acido trans-cindmico como el acido p-cumdrico son compuestos fenélicos

simples denominados fenilpropanoides ya que en su estructura presentan un anillo
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bencénico y una cadena lateral de tres carbonos. Posteriormente la enzima 4-coumarato-
CoA liasa (4CL) cataliza la reaccidn entre el grupo carboxilico del acido p-cumarico con la CoA
y forma un enlace tioéster para dar lugar al p-cumaroil-CoA, este es el punto de ramificacion
en la via del fenilpropanoide para generar compuestos fendlicos, ya sea polifenoles
flavonoides (ubicados en el anillo B de la estructura del flavonoide) o no flavonoides

(Tazzini, 2015).

Una vez formado el p-cumaroil-CoA, este reacciona con 3 moléculas de malonil-CoA
mediante procesos de condensacion, ciclacion y aromatizacidon catalizados por la enzima
chalcona sintasa y forma el anillo A de la estructura del flavonoide, la molécula en su
conjunto es la naringerina chalcona, que es un precursor de los flavonoles y antocianinas
(Garcia & Carril, 2011; Tazzini, 2015). Si la misma condensacion es catalizada por la estilbeno
sintasa produciria estilbenos (Garcia & Carril, 2011). No es comun que las chalconas se
acumulen en las plantas ya que la naringenina chalcona es convertida a (2S)-naringenina
(una flavona) al ser catalizada por la chalcona isomerasa para cerrar el anillo C

(Tazzini, 2015).

A partir del sistema de chalcona-flavanona, varias vias conducen a los otros subgrupos de
flavonoides (Kiuhnau, 1976). Asi las (2S)-flavanonas experimentan una isomerizacion
estereoespecifica convirtiéndose en 2R y 3R dihidroflavonoles; es decir la naringenina pasa a
ser dihidrokaemferol (Tazzini, 2015). La Figura 13 ilustra los pasos de la biosintesis de los
flavonoides. Los subgrupos de flavonoides formados a través del sistema chalcona-flavanona

son muchos, sus principales caracteristicas se describen en la Tabla 6.

El reconocimiento de los flavonoides se puede realizar mediante la prueba de Shinoda que
es especifica para este tipo de metabolitos. Esta técnica esta basada en la formacién del ion
flavilio que presenta un color de rosa débil a rojo escarlata, mientras mas intensa es la
coloracion, indica mayor presencia de flavonoides. La prueba de Shinoda se fundamenta en
que el zinc en polvo o las granallas de magnesio reaccionan con el acido clorhidrico

concentrado liberando hidrégeno, que por reduccién produce el idn flavilio. Dan positiva a
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esta reaccion todos los flavonoides a excepcion de chalconas, auronas e isoflavonas (Pech,

2014). La Figura 14 muestra la reaccién de Shinoda para flavonoides.
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Tabla 6. Tipos de flavonoides

FLAVONOIDE CARACTERISTICA EJEMPLO
i - Presenta insaturacién entre carbonos C, y C. Apigenina, toringina,
avona . B
- No presenta OH en carbono Cs. galangina, oroxilina
- Presenta insaturacién entre carbonos C, y C. M|r|cet|!'1a,
Flavonol quercetina,
- Presenta OH en GCs. astragalina.
- No presenta insaturacién entre carbonos C, y Cs. Er'd'Ct'P!'
Flavanona b hesperitina,
- No presenta OH en carbono Cs. naringenina
- No presenta insaturacion entre carbonos C,y C,. | Galocatequina,
epicatequina,
Flavanol - Presenta OH en Cs. p. a .
epicatequina-3-0-
- No presenta grupo carbonilo en C,. galato
- No presenta insaturacion entre carbonos C,y Cs. | Alpinona, engelitina,
Flavananol -
- Presenta OH en carbono Cs. astilbina
- Presenta el anillo B unido al carbono C; en vez de | Genisteina,
al carbono C,. prunetina’
Isoflavona . . -
- Si presenta OH en carbono C, es un isoflavonol, podospicatina,
si no lo presenta es una isoflavona. caviunina
Isobutrin,
- No presenta anillo C. naringenina
Chalcona ) ) )
- Son mas amarillos que los anteriores. chalcona,
lanceoletina
- Anillo C de 5 miembros. Leptosidina,
Aurona .
- Presenta OH en carbonos Cs, C;, C3 y Cy-. aureusidina
- Ausencia del grupo carbonilo C=0 en carbono Cianidina,
. Cy. delfinidina,
Antocianidina . . L
- Presenta oxonio en carbono la posicién 1. pelargonidina,
- Presenta OH en carbono C;. malvidina
5-hidroxi-2"'-
. - Anillo de 5 miembros fusionado al anillo A del isopropenil-3-
Furanoflavonoide . .
flavonoide entre carbonos Cgy C; . metoxifurano-
(2",3":7,8)-flavona
- Anillo de 6 miembros fusionado al anillo A del
flavonoide.
Piranoflavonoide | - Hay de dos tipos: lineal (anillo fusionado entre Licoisoflavona B
carbonos Cs y C;) y angular (anillo fusionado en
Cry Ce).

Fuente: Adaptado de Martinez-Flérez et al. (2002) y Geissman (1962)
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Se ha comprobado que los flavonoides como la diosmina, quercetina, kaempferol, entre
otros presentan un gran poder quelante para diversos cationes como Cu®* y Fe®* (Van Acker
et al., 1996). Adicionalmente flavonoides como la quercetina, son conocidos por proteger el
ADN del dafo oxidativo que causaria el ataque de especies como *OH o H,0,, sin embargo
es fundamental la concentracion de los iones metélicos quelantes Cu®* y Fe?*, puesto que a
baja concentracidn (< 25 uM), la quercetina presentard un rol protector, mientras que a
concentraciones mayores (> 25 uM), aumenta el dafio al ADN por ERO y en consecuencia
actuaria como un agente cancerigeno (Nimse & Pal, 2015). Otros flavonoides como la
epicatequina (EC), epigalocatequina (EGC), epicatequina-3-galato (ECG) vy la
epigalocatequina-3-O-galato (EGCG), pertenecientes al grupo de los flavan-3-oles, se
encuentran principalmente en forma de agliconas y presentan una actividad antioxidante
potencialmente mayor, a comparacion del resto de flavonoides; la EGCG presente en el té
verde es la biolégicamente mas activa previniendo el envejecimiento de la piel por Ila

liberacion de los radicales libres (Inja Bogdan & Baumann, 2009).

En un estudio se demostrd los efectos fotoprotectores de los polifenoles (EC, EGC, ECG,
EGCG) presentes en el té verde, cuando fueron aplicados en forma tdpica a la piel humana
se observé que disminuyen el eritema inducido por la radiacion UV, ademads de reducir el
numero de células quemadas, el dafio del ADN y proteger las células de Lagerhans (Elmets
etal.,, 2001). Entre otras propiedades que exhiben los flavonoides tenemos que son
antiinflamatorios, antialérgicos, hepatoprotectores, antimicrobianos y previenen

enfermedades cardiovasculares (Tanwar & Modgil, 2012).

3.3.1.3. Taninos

Son moléculas que se originan como subproducto de procesos quimicos en el interior de las
plantas, es decir son metabolitos secundarios y tienen la capacidad de interactuar con las
proteinas para generar precipitados insolubles. En efecto, viene de la palabra “tanning”
(impermeabilizacién y conservacién), empleada para describir el proceso por el cual las
pieles de los animales se transforman en cuero al usar extractos de plantas que presentan

estos metabolitos (Cannas, 2015). Adicionalmente, se les atribuye el tener una capacidad
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antioxidante elevada, un claro ejemplo es el acido galico que manifiesta la propiedad de
inhibir la accion oxidativa del perdxido de hidréogeno en el organismo (Yen, Duh, & Tsai,
2002). La Tabla 7 resume los tipos de taninos y la distribucidon de estos metabolitos en las

plantas.

Tabla 7. Clasificacion de taninos y ocurrencia en plantas

CLASIFICACION

- Son los mas simples.
- Esteres de un poliol: glucosa con varias moléculas de &cido
Galotaninos gélico.
- Se hidrolizan por acidos, bases y via enzimatica.
- Son ésteres del acido hexahidroxidifénico (HHDP).
- Se forma por acoplamiento oxidativo de dos moléculas de
Elagiotaninos acido gélico unido por enlace carbono-carbono lineal.
- Por hidrdlisis, el HHDP sufre una lactonizaciéon espontdnea
produciendo el acido elagico.
Taninos - Formados por galotaninos o elagiotaninos enlazados por una
complejos catequina.
- No presentan glucosa.
- Son polimeros de flavan-3-ol (proantocianidina oligomérica
Taninos cuyo mondémero es la catequina) y flavan-3,4-diol
condensados (leucoantocianidina).
- Estdn unidas entre si por enlaces carbono-carbono en la
posicion4 - 8y 4 — 6.

OCURRENCIA EN LA PLANTA

- Comunes en la parte externa del brote.

Tejidos de brotes | _ Como proteccion contra la congelacion.

- Comunes en la epidermis superior.

Tejidos de hojas | - Sirven para reducir la palatabilidad, los protegen de los
depredadores.

- Comunes en la hipodermis.

Tejidos de raiz - Como barrera quimica contra patdgenos de plantas.

- Principalmente en la capa que esta entre el tegumento externo

Tejidos de y la capa aleurona.

semillas - Propiedades alelopaticas y bactericidas.

- Comunmente en el floema y xilema.
Tejidos de tallo

- Regulan el crecimiento de estos tejidos.

Fuente: Adaptado de Khanbabaee & van Ree (2001) y Cannas (2015)
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3.3.2. Contenido de Fenoles Totales

Como los compuestos fendlicos son considerados moléculas con una alta capacidad de
neutralizar los radicales libres, su cuantificacién es una prueba analitica que se realiza
comunmente a los extractos procedentes de algun material bioldgico, para ello se emplea el
reactivo de Folin-Ciocalteu, que es una mezcla de sales de tungstato de sodio
(Na,WO04.2H,0) y molibdato de sodio (Na,Mo00,4.2H,0) en un medio acidificado con acido
clorhidrico y fosfoérico. La reaccién que permite determinar la cantidad de compuestos
fendlicos totales se lleva a cabo mediante un mecanismo que aun no estd esclarecido del
todo, pero se asume que implica una secuencia de reacciones reversibles de reduccion de
uno o dos electrones en la que el medio basico (producido por la adicién de carbonato)
disocia el protdn fendlico y se genera el idn fenolato, el cual es capaz de reducir el reactivo
de Folin-Ciocalteu que conduce a la formaciéon de un complejo azulado (Sanchez-Rangel et

al, 2013).

3.3.3. Contenido de Flavonoides Totales

Al poseer los flavonoides una potencial actividad antioxidante, la determinacién de la
cantidad total de flavonoides es una técnica analitica ampliamente utilizada en extractos
procedentes de algun material bioldgico, la reaccidn se basa en la formaciéon de un complejo
entre los flavonoides presentes y el cloruro de aluminio (ACl;) para luego determinar

espectrofotométricamente el complejo formado (Soares, Silva, & Pezzini, 2015).

3.3.4. Método espectrofotométrico del 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH) para Ila
evaluacion de la actividad antioxidante

La prueba estd basada en que el radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo es neutralizado por
compuestos con gran densidad electrénica, de esta manera el radical de color violeta que
absorbe a 520 nm se estabiliza aprecidandose una disminuciéon de absorbancia por pérdida

gradual del color violeta (Brand-Williams, Cuvelier & Berset, 1995).
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3.4 Generalidades de la Cromatografia

3.4.1. Cromatografia de gases (GC)

Es una técnica instrumental que permite la separacidn de compuestos ya sean inorgdnicos u
organicos. Se emplea como fase mavil el gas portador, que generalmente es helio el cual
difundird a un flujo establecido. La muestra es volatilizada e introducida al inyector para
luego ser diluida y transportada por el gas inerte a lo largo de toda la columna, en donde se
irdn separando los componentes para llegar finalmente al detector. La Figura 15 muestra el

esquema basico de un cromatégrafo de gases.
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gas portador olumna tratamiento de datos;

Homo para la columna

Figura 15. Representacion esquematica de un cromatdégrafo de gases

Fuente: Skoog et al (2001)

La cromatografia de gases se divide en dos tipos, de gas-sdlido y de gas-liquido. En la
Tabla 8 se muestran las caracteristicas de los detectores frecuentemente empleados en la

cromatografia de gases.
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Tabla 8. Tipos de detectores en cromatografia de gases

TIPO DE DETECTOR

CARACTERISTICAS

Conductividad
térmica (TCD)

- Es universal.

- Basado en el efecto de la temperatura sobre la resistividad de
un filamento.

- Detecta cualquier componente que tenga una diferencia en su
capacidad de conducciéon térmica frente al He.

- Tiene como desventaja el ser poco sensible.

lonizacién de llama
(FID)

- Es relativamente universal.

- Su respuesta esta referida al nimero efectivo de carbonos
(ECN por sus siglas en inglés) que hay en la molécula ya sea
carbonos alifaticos, aromaticos, etc.

- Grupos funcionales como carbonilo, alcohol, halégenos y
amina, originan pocos iones en la llama.

Fotoionizacion

Relativamente sensible.

- No es un detector universal ya que estd dirigido a compuestos

(PID) que son capaces de ser ionizados por radiacién UV de alta
energia, como los aromaticos mas no a los alcanos.
- No son universales.
L, - Se les conoce como detectores de nitrégeno y fosforo.
lonizacion

termoidnica (TID)

- Presentan una perla de cesio o rubidio instalado encima de la
llama, la cual ocasiona que tenga dos modos de operacion
(modo N-P y modo solo P).

Captura de
electrones (ECD)

- No es un detector universal, usado generalmente para
compuestos halogenados y grupos nitro (elevada afinidad
electronica).

Emisién atdomica
por plasma de
microondas (AED)

Detector exclusivo de elementos.

- Emplea un magnetdén para generar plasma produciéndose
emisidon elemental que es detectada usando un policromador
de rejilla, el cual hace un barrido de longitudes de onda para
detectar el tipo de elemento presente.

Espectrometro de
masas (MS)

- Es un detector universal

- Se puede obtener informacion de la masa molecular y de la
estructura del compuesto analizado mediante la ionizacién de
las moléculas.

Mediante campos eléctricos, los iones generados son
acelerados hacia un analizador y separados en funcién de su
masa carga (m/z).

Fuente: Adaptado de Skoog et al (2001)
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4. HIPOTESIS

Las semillas de Pouteria lucuma presentan metabolitos con propiedad antioxidante en su
extracto metandlico y fitoesteroles en su aceite, con lo cual estos residuos agroindustriales

seran valorados y podran generar investigaciones posteriores.

31



5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Reactivos y Equipos

vV vV ¥V VY ¥V VvV ¥V ¥V V¥V ¥V ¥V ¥V ¥V ¥V VY VYV ¥V ¥V V V

Metanol (QP)

Hexano (QP)

Acetona(QP)

Cloroformo grado HPLC

Diclorometano grado HPLC

Metanol grado HPLC

Solucién estandar de S-sitosterol 10 pg/mL en cloroformo Marca SUPELCO

Solucidn estandar de estigmasterol 10 mg/mL en cloroformo Marca SUPELCO
Solucidén estandar de ergosterol 10 mg/mL en cloroformo Marca SUPELCO

Solucidn estandar mézcla de FAMES 30 mg/mL en diclorometano Marca RESTEK
Reactivo de Folin-Ciocalteau Sigma Aldrich

Estandar de acido galico solido 97 % Sigma Aldrich

Estdndar de quercetina sélida = 95 % Sigma Aldrich

Estandar de difenil-picril-hidrazilo (DPPH) sélido Sigma Aldrich

Viales ambar para automuestreadores Marca Agilent

Tapas rosca para viales Agilent Marca RESTEK

Molino de martillos Marca INQUIMET

Rotavapor modelo R206 Marca SENCO

Bafo con sonicador (60 Hz, 245 W) modelo 08895-22 Marca Cole-Parmer
Cromatdgrafo de gases modelo GC-2010 Plus marca Shimadzu acoplado a un
espectrometro de masa Modelo GCMS-QP2010 Ultra (Shimadzu, Japdén) con
cuadrupolo de filtro de masa controlado por GCMS Solution Software (Shimadzu,
Japon). El cromatdgrafo ademas presenta un detector de ionizacién de llama (FID).
Sistema Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 UHPLC y un compartimiento de
columna Thermo Scientific Dionex Ultimate Series TCC-3000RS 3000 y un detector de
separaciones rapidas PDA controlado por Chromeleon 7.2 Software (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA y Dionex Softron GmbH Parte de Thermo Fisher Scientific,

Alemania). Espectrémetro de masas de enfoque exacto (Thermo, Bremen, Alemania).
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5.2 Metodologia

5.2.1. Recoleccién y Pretratamiento de la Muestra

La semillas de licuma (Pouteria lucuma) se obtuvieron en el distrito de Chilca, ubicado en la
provincia de Cafiete, a 72 km de Lima, cedidas por la heladeria OVNI quienes no solo cultivan
las licumas sino que ademas elaboran helados con esta fruta y otros productos, como la
harina de licuma. Se recolectd aproximadamente un kilo de semillas en marzo de 2017 en

su tiempo de cosecha.

Las semillas frescas se limpiaron y se les removié el epicarpio que es duro y de color marrdn,
posteriormente, las semillas desnudas fueron sumergidas en nitrégeno liquido con lo cual se
aumento su rigidez y luego se molieron en un molino de martillos a un tamafio de particula
de 250 um. El producto fue embolsado herméticamente y almacenado en congelador a 0 °C

hasta su uso posterior.

5.2.2. Determinacion del Porcentaje de Humedad de la Muestra

Se pesaron aproximadamente 2 gramos de semilla molida fresca, los cuales fueron llevados
a sequedad a una temperatura de 135 °C en una estufa eléctrica durante 2 horas.
Posteriormente se pesd la muestra seca. Se realizd el procedimiento por triplicado para

obtener el porcentaje de humedad promedio de la semilla.

5.2.3. Extraccion y Separacion de Fases

Se peso6 aproximadamente 187 gramos de material fresco (con porcentaje de humedad ya
determinado), luego se llevd a cabo la extraccion y separacidon del extracto siguiendo el
flujograma que se presenta en la Figura 16. Este procedimiento se realizé por triplicado con
la finalidad de obtener un porcentaje promedio del rendimiento de extraccion de la fraccidn

metandlica hidrofilica y del aceite.
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SEMILLA FRESCA DE LUCUMA
187 ¢

-Maceraciéon MeOH (350 mL, 2 dias) 2
-Decantacion/Filtracidon veces

v

\
[EXTRACTO METANOLICO ] RESIDUO 1

-Concentrar en rotavapor -Maceracién en acetona (350 mL, 2dias)
-Separacién con -Decantacién/Filtracion
hexano (50 mL)

\ ! \?
FRACCION [FRACCION ] [EXTRACTO] RESIDUO 2

HEXANICA 1| ( METANOLICA ACETONICO
(J) -Concentrar en -Extraccion Sohxlet
rotavapor con hexano (4 h)
-Separacidn con
hexano (50 mL)

FRACCION
HEXANICA 2
(K)

FRACCION EXTRACTO RESIDUO 3
ACETONICA HEXANICO

(L)

Figura 16. Esquema del tratamiento de la muestra

Todas las fracciones obtenidas fueron concentradas en rotavapor hasta completa
eliminacion del solvente, luego se registré el peso de cada fraccién y finalmente se les
incorpord nitrégeno gaseoso para guardarlas en el congelador a 0 °C hasta su posterior

empleo. La fraccién acetdnica no fue trabajada en la presente investigacion.

5.2.4. Identificacion de Metabolitos del Aceite por GC-MS

Se pesaron aproximadamente 100 mg de las fracciones hexdanica 1, hexanica 2 y del extracto

hexanico (obtenido del residuo 2), en viales rotulados con las letras J, Ky L respectivamente

y se registrdo sus masas correspondientes. Posteriormente, cada muestra fue disuelta y

[levada hasta 1 mL con cloroformo.
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Se tomaron alicuotas de cada muestra y se hicieron diluciones sucesivas hasta obtener
aproximadamente 500 mg/L, luego se colocaron en el automuestreador y se inyectaron al
cromatégrafo de gases acoplado a un espectrdmetro de masas. La Tabla 9 detalla las

condiciones cromatograficas llevadas a cabo durante el proceso de operacion.

Tabla 9. Condiciones de operacidon del equipo GC-MS

Rtx-5MS
Longitud: 30 m

Columna Capilar

Didmetro: 0,25 mm

Fase: 5 % difenil 95 % dimetilpolisiloxano
T1:120 °C/ 1 minuto

R1: 10 °C / minuto

T2: 240 °C / 1 minuto

R2:20 °C / minuto

T3:290 °C / 20 minutos

Tiempo total de corrida: 30 minutos
Automatico: AOC-20i/s

Temperatura: 290 °C

Programacion de temperatura

Inyector p
y Volumen de inyecciéon: 1 uL

Modo de inyeccién: Splitless

Gas transportador: He

Gas Flujo total: 4 mL / minuto
Presion: 80,6 kPa
Tipo: Espectrdmetro de masa

Detector Temperatura del detector: 260 °C
Potencial de ionizacién: 70 eV

5.2.5. Cuantificacion de Fitoesteroles por GC-MS

Se tomaron alicuotas de los estandares de fitoesteroles (f-sitosterol, estigmasterol y
ergosterol) para ser diluidos con cloroformo y llevados a una concentracién de 100 ppm;
luego se elabord una mezcla de estos que se diluyd hasta una concentraciéon de 20 ppm cada
uno. Luego se inyectd al cromatdgrafo de gases acoplado al espectrémetro de masas
(GC-MS) y se obtuvieron los tiempos de retencién de cada fitoesterol. Posteriormente se
prepararon diluciones de la mezcla de fitoesteroles, con concentraciones 0,1; 1; 2; 5y

10 ppm para obtener la curva de patrones.
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Con las soluciones J, K y L, se realizaron diluciones sucesivas con cloroformo, de la siguiente

manera: se tomo una alicuota de 200 uL y se llevé a 2 mL, luego 100 uL que se llevo a 2 mL;

de esta manera se obtuvieron concentraciones de 529 mg/L para la muestra J; 505,5 mg/L
para Ky 503,5 mg/L para L. Estas diluciones fueron inyectadas por triplicado al GC-MS para

ser cuantificadas mediante la curva de patrones realizada.

Las condiciones cromatograficas llevadas a cabo durante el proceso de operacién se
describen en la Tabla 9. Los tiempos de retencidén y los fragmentos caracteristicos del
espectro de masas por modo de ionizacion electrénica fue determinado por SIM,
empleandose para el S-sitosterol la relacion m/z de 81; para el estigmasterol, 55 y para el
ergosterol, 253; basandose en la evaluacidn automdtica del sistema. La cantidad de
fitoesteroles en la muestra se expresé como mg del fitoesterol por 100 gramos de aceite

conformado por las muestras J, Ky L.

5.2.6. Preparacion y Cuantificacion de FAMEs del Aceite por GC-FID

Se pesd aproximadamente 110 mg de cada una de las fraccidnes iniciales (hexanica 1,
hexdanica 2 y el extracto hexanico obtenido del residuo 2) y fueron rotuladas con las letras

C, F e |. Se procedid a la transesterificacion en base al método de Orozco-Solano et al.,

(2010) con ligeras modificaciones, para obtener los FAMEs, para ello, a cada muestra se le
adiciond 2 mL de KOH 0,5 N y se dejé reaccionar en un bafio con sonicador a 60 °C durante
una hora. Finalmente se adiciond 3 mL de hexano, se centrifugd a 3000 rpm durante 10

minutos y se extrajo la fase orgdnica con pipeta Pasteur.

Se removié completamente el hexano con un flujo de nitrégeno gaseoso y los FAMEs libres
de solvente fueron disueltos y llevados hasta un volumen de 1 mL en diclorometano. Tanto
los FAMEs de las muestras como los de la mezcla estdndar fueron colocadas en el
automuestreador e inyectadas al cromatégrafo de gases con detector de ionizacién de llama.
Las condiciones cromatograficas llevadas a cabo durante el proceso de operacién se
muestran en la Tabla 10. La cuantificacion se llevd a cabo mediante areas registradas de los

tiempos de retencion de los FAMEs de la mezcla estandar, mediante normalizacién directa.
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La cantidad de FAMEs en la muestra se expresé como g de acido graso por 100 gramos de
aceite.

Tabla 10. Condiciones de operacion del equipo GC-FID

STABILWAX FID
Columna Capilar Longitud: 30 m

Didametro: 0,25 mm

T1: 80 °C/ 2 minutos
R1: 14 °C / minuto
T2:180°C/ 12 minutos
R2: 12 °C/ minuto
T3:220°C/ 10 minutos
R3: 10 °C/ minuto

T4: 240 °C/ 10 minutos
Tiempo total de corrida: 45 minutos
Automatico: AOC-20i/s
Temperatura: 250 °C

Programacién de temperatura

Inyector
y Volumen de inyeccién: 1 uL

Modo de inyeccidn: Split

Gas transportador: He

Gas Flujo total: 203,0 mL / minuto
Presién: 156,0 kPa

Tipo: lonizacién de llama

Detector

Temperatura del detector: 250 °C

5.2.7. Screening Fitoquimico de la Fraccion Metandélica del Extracto
Se realizdé un screening fitoquimico a la fraccién metandlica siguiendo el procedimiento
propuesto por Lock (1994), para lo cual se tomd 1 mL de solucién acuosa de la fraccidn

metandlica para cada prueba cualitativa.

5.2.8. Determinacion del Contenido de Fenoles y Flavonoides Totales de la Fraccion
Metandlica

Para cuantificar los fenoles totales se empleé el reactivo de Folin-Ciocalteau, siguiendo la
metodologia de Yu et al. (2003) con algunas modificaciones. Se pesaron aproximadamente
50 mg de la fraccién metandlica y se llevd hasta un volumen de 50 mL con agua;
posteriormente, se tomd una alicuota de 400 plL y se colocé en una fiola de 10 mL, a la cual

se le adiciond 500 uL de reactivo de Folin-Ciocalteau, se esperd por 4minutos y se adiciono
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1500 plL de Na,COs, se llevd a un volumen de 10 mL y se dejo reaccionar por 2 horas en
oscuridad y a temperatura ambiente. Finalmente se midié la absorbancia a una longitud de
onda de 765 nm. Este procedimiento se realizd por triplicado. Para la curva de patrones, se
empled acido galico como estandar, se realizaron diluciones para obtener concentraciones
de 3,4,6,8,9y 10 ppm y luego se siguié el mismo procedimiento realizado con la muestra.
El contenido de fenoles totales de la muestra se expresé como mg de equivalentes de acido

galico (EAG) por 100 gramos de semilla seca.

La cuantificacidon de flavonoides totales se llevd a cabo mediante el método descrito por
Zhishen et al. (1999) con algunas modificaciones. Se pesaron aproximadamente 50 mg de la
fraccién metandlica y se llevd hasta un volumen de 50 mL con metanol, de esta solucién se
tomo una alicuota de 700 plL y se coloco en una fiola de 10 mL a la cual se adicioné 300 plL de
NaNO,, se dejo reaccionar durante 5 minutos para luego afadir 300 uL de AICl;. Se dejo
reaccionar durante 6 minutos y se adicionaron 2 mL de NaOH 1 M, se homogenizd y se llevo
a volumen de 10 mL con metanol. Finalmente se midié la absorbancia a una longitud de
onda de 320 nm. Este procedimiento se realizé por triplicado. Para la curva de patrones, se
empled quercetina aglicona como estandar, con el cual se realizaron diluciones para obtener
concentraciones de 3, 4, 5 y 8 ppm y se siguié el mismo procedimiento realizado con la
muestra. El valor de contenido de flavonoides totales de la muestra se expresé como mg de

guercetina por 100 gramos de semilla seca.

5.2.9. Determinacion del Perfil Metabolémico de la Fraccion Metandlica por UHPLC-DAD-
ESI-MS/MS

El perfil metabolomico se obtuvo mediante la inyeccion de 10 pL de la fraccion metandlica,
previamente disuelta en metanol:agua (9:1), al equipo UHPLC-DAD-ESI-MS/MS, esta

determinacién se realizé en la Universidad de Antofagasta, Chile.

Los pardmetros del cromatégrafo y del espectrometro de masas fueron los mismos

empleados por Castro et al. (2017).
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5.2.10. Determinacion de la Actividad Antioxidante de la Fraccion Metandlica

Esta determinacion se llevo a cabo mediante el uso del reactivo DPPH siguiendo la técnica
descrita por Li et al (2008) con algunas modificaciones. Se prepard una solucion de DPPH a
0,08 mM vy se tomaron alicuotas de 3 mL para que reaccionen con 1 mL de la muestra
preparada a diferentes concentraciones (0 — 80 ppm). Finalmente se dejaron en un ambiente
sin luz durante media hora y se prosiguid a medir la absorbancia a una longitud de onda de
517 nm. Los resultados se expresan en porcentaje de inhibicién y por regresion lineal se

obtiene la concentracidn inhibitoria media (ICsp).
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6. RESULTADOS

6.1. Determinacidon del Porcentaje de Humedad de la Muestra

La Tabla 11 muestra el porcentaje promedio de humedad de la semilla de lGcuma obtenido a

partir de tres mediciones de la muestra.

Tabla 11. Porcentaje promedio de humedad de la semilla de lticuma

Porcentaje de

Muestra Peso Inicial (g) Peso Final (g) Humedad (%)
1 2,0795 0,9029 56,58
2 2,0711 0,9143 55,85
3 2,0804 0,8994 56,77

Porcentaje Promedio de Humedad (%)

Desviacion Estandar

56,40

0,49

6.2. Determinacion del Porcentaje de Rendimiento de Extraccion

Las fracciones metandlica desengrasada, hexanica 1, hexanica 2 y el extracto hexanico
obtenido por soxhlet del residuo 2, mostraron las siguientes caracteristicas:

> fraccidon metandlica: coloracidn marrén rojiza y textura viscosa con olor dulce,

» fraccidn hexanica 1: textura viscosa con coloracidon amarillo oscuro y olor algo picante,

> fraccidn hexanica 2: textura viscosa y un color amarillo mas oscuro,

> extracto hexanico: coloracién amarillo palido, una textura viscosa y un olor muy picante.
La Tabla 12 muestra los porcentajes promedio del rendimiento de extraccidon de la fraccion

metandlica desengrasada y del aceite total (fraccion hexdnica 1, fraccion hexanica 2 y

extracto hexanico) obtenidos de la semilla de lGcuma.
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Tabla 12. Porcentaje promedio del rendimiento de extraccion de la fraccion metandlica y del aceite total

Muestra mzzzct)ra Peso muestra Peso fraccion Peso fraccion Peso fraccion Peso extracto Peso Aceite
himeda (g) seca* (g) metandlica (g) hexanica 1 (g) hexanica 2 (g) hexanico (g) total** (g)

1 187,1028 81,6330 14,3874 0,6072 2,4748 0,7578 3,8398

2 189,3921 82,5750 15,1089 0,6090 2,5089 0,8005 3,9184

3 187,5970 82,1290 14,7022 0,6069 2,4767 0,7530 3,8366

Porcentaje Promedio de la
Fraccion Metandlica (%)

Desviacion Estandar

Porcentaje Promedio del Aceite Total

(%)

Desviacion Estandar

17,94

4,71

0,04

(*) El peso de la muestra seca se calculé a partir del porcentaje promedio de humedad obtenido anteriormente.

(**) El peso del aceite total se obtuvo de la suma del peso de la fraccion hexanica 1, fraccion hexanica 2 y extracto hexanico.
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6.3. Identificacion de los Metabolitos del Aceite de la Semilla de Licuma

Los metabolitos fueron identificados por el cromatégrafo de gases acoplado a un

espectrometro de masas mediante la comparacion de sus espectros de masa con los

reportados por la biblioteca del equipo, NIST 14, las mediciones se hicieron a las muestras

diluidas de la fraccion hexanica 1 (J), fraccién hexanica 2 (K) y extracto hexanico (L). Se

obtuvo espectros con porcentajes mayores al 80 % de similitud (basado en la recomendacién

hecha por el fabricante).

Los metabolitos presentes en las diluciones de J, Ky L se muestran en las Tabla 13,

Tabla 14 y Tabla 15 respectivamente. Los cromatogramas completos de dichas diluciones

se pueden apreciar en los ANEXO A, ANEXO B y ANEXO C.

Tabla 13. Metabolitos presentes en la fracciéon hexanica 1

# Tiempo. f’e < Porcentaje de
Componente Retencion Nombre del Componente Area Area* (%)
(Tr)
1 3,657 a-Terpineol 451674 0,01
2 3,874 5-Hidroximetilfurfural 1424732 0,03
3 4,654 3-Etilheptanol 407664 0,01
4 5,679 Niacinamida 3684561 0,07
5 6,764 Guanosina 7095177 0,14
6 6,897 [3-D-Glucopiranosa, 1,6-anhidro 8273927 0,16
7 6,975 Acido n-decanoico 6212621 0,12
8 8,031 Hexadecanal 1963650 0,04
9 8,627 Trialil isocianurato 3926910 0,08
10 9,138 Tetradecanal 93643017 1,80
11 9,621 Acido tetradecanoico 4093001 0,08
12 10,018 (2)-7-Hexadecenal 1104133 0,02
13 10,231 Metil éster del acido pentadecanoico 3846026 0,07
14 11,062 Metil éster del éci'do (92)- 6255995 0,12
hexadecenoico
15 11,284 Metil éster del 4cido hexadecanoico 76853023 1,48
16 11,929 Etil éster del dcido hexadecanoico 310019056 5,97
17 12,130 CH3C(O)OCH(CH,CH3)C(CHs)s 540879531 10,42
18 12,633 Acido oleico 36254597 0,70
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Tabla 13. Metabolitos presentes en la fraccidon hexanica 1 (Continuacion)

# Tiempo. f’e < Porcentaje de
Componente Ret(eTT):lon Nombre del Componente Area Area* (%)
19 12,764 Oxaciclotetradecan-2-ona 20217675 0,39
20 12,988 Metil éster del éc.ido (92, 127)- 164036441 316
octadecadienoico
21 13,030 Metil éster del acido (9E)- 88306429 1,70
octadecenoico
22 13,201 Metil estearato 75102704 1,45
23 13,604 Etil éster del acido linoleico 359892527 6,93
24 13,660 Etil oleato 78893906 1,52
25 13,713 (9E)-Octadecen-1-ol 126661704 2,44
26 13,848 Isopropil linoleato 127372627 2,45
27 13,960 Etil éster del acido octadecanoico 541324239 10,42
28 14,352 Hexadecanamina 70800465 1,36
29 14,503 Cloruro de palmitoilo 81279045 1,57
30 14,713 N,N-Dimetiloctanamida 53937714 1,04
31 14,929 Acido octadecanedioico 53577325 1,03
32 15,065 2—Hidrolxi.-1,3—propanedil. éster del 89517248 1,72
acido octadecanoico
33 15,211 (9Z)-Octadecen-1-ol 63756788 1,23
34 15,270 Cis-11-hexadecenal 59099088 1,14
35 15,344 Triglato de citronelilo 15918016 0,31
36 15,575 (9Z)-Octadecenamida 32556488 0,63
37 15,653 Hexadecano 24307961 0,47
38 15,959 Hexadecanamida 84216460 1,62
39 16,587 Glicerol-1-palmitato 190916957 3,68
40 16,759 Diisooctil ftalato 75848675 1,46
41 17,381 2-Fenil-3-butin-2-ol 40964815 0,79
42 17,558 Heneicosano 26846722 0,52
43 17,802 Metil éster del éc.ido (.122,152)— 75151483 530
octadecadienoico
44 18,057 Bis(2—eti|lhexani|q) éster f:l.el acido 82632539 159
1,3-bencendicarboxilico
45 18,317 (13Z)-Docosenamida 32598284 0,63
46 18,411 Acido erucico 13178396 0,25
47 18,597 Escualeno 65054056 1,25
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Tabla 13. Metabolitos presentes en la fraccidon hexanica 1 (Continuacion)

# Tiempo. f’e < Porcentaje de
Componente Ret(eTT):lon Nombre del Componente Area Area* (%)
48 20,189 psi-Caroteno 24641450 0,47
49 20,839 y-Tocoferol 13492344 0,26
50 20,962 Acetato de estigmasta-5,22-dien-3-ol, 8736719 0,17
51 21,377 7-dehidrodiosgenina-3-acetato 6629692 0,13
52 21,947 a-Tocoferol 66556348 1,28
53 22,518 Vitamina E 47176553 0,91
54 24,239 1-Triacontanol 8943562 0,17
55 24,450 Estigmasterol 25660976 0,49
56 25,543 [-Sitosterol 359803338 6,93
57 26,169 a-Amirina 37345504 0,72
58 26,359 Latosterol 16912180 0,33
59 28,576 LF-Amirina 394415404 7,60
60 29,142 Acetato de lanosta-8,24-dien-3-ol 19156996 0,37
61 29,338 Betulina 43189868 0,83
5193017006 100,00

(*) El area de cada componente fue dividido por el area del pico sumado de todos los componentes

para calcular el porcentaje de area.

Tabla 14. Metabolitos presentes en la fraccién hexanica 2

# Tiempo. ',je < Porcentaje de
Componente Retencion Nombre del Componente Area Area* (%)
(Tr)
1 4,118 1-Cloro-3-etenilbenceno 4230400 0,31
2 7,006 Hidroxitolueno butilado 1122316 0,08
3 8,695 Trialil isocianurato 10193072 0,74
4 10,240 Metil éster del acido pentadecanoico 658707 0,05
5 11,262 Metil éster del 4cido hexadecanoico 26117726 1,90
6 11,664 Acido n-hexanico 44935339 3,27
7 11,721 Dibutil ftalato 20328847 1,48
8 11,907 Etil éster del acido hexadecanoico 11450850 0,83
9 12,913 Metil éster del acido (9Z, 127)- 43216077 314

octadecadienoico
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Tabla 14. Metabolitos presentes en la fraccidon hexanica 2 (Continuacion)

# Tiempo. (,je p Porcentaje de
Componente Ret(eant):lon Nombre del Componente Area Area* (%)
10 12,957 Metil ester del acido (9E)- 33806271 2,46
octadecenoico
11 13,152 Metil estearato 12370598 0,90
12 13,360 (7E)-Tetradecenol 82445238 6,00
13 13,528 Etil éster del acido linoleico 76520646 5,57
14 13,794 Isopropil linoleate 29534646 2,15
15 14,415 Cloruro de palmitoilo 4894687 0,36
16 14,851 2-Hidro’xi‘-1,3-propanediI. éster del 23589597 172
acido octadecanoico
17 15,591 (9Z)-Octadecenamida 2341250 0,17
18 15,865 Hexadecanamida 15210443 1,11
19 16,209 cis-9-Hexadecenal 73370386 5,34
20 16,343 2,3-Dihidroxipropil és.ter del 4cido 50242056 365
octadecanoico
21 16,671 Diisooctil ftalato 12449527 0,91
22 17,513 Heneicosano 19908050 1,45
1 17,980 Bis(2-eti|lhexani|o? éster qgl acido 1,3- 21987794 5,24
bencendicarboxilico
24 18,189 (13Z)-Docosenamida 7038122 0,51
25 18,521 Escualeno 28116976 2,05
26 18,858 1-Hexacosanol 6193474 0,45
27 19,002 Docosane 79562835 5,79
28 20,354 Octadecanal 35371341 2,57
29 20,934 Triacontano 49746758 3,62
30 21,063 Octacosanol 46553203 3,39
31 21,741 a-Tocoferol 15316962 1,11
32 22,322 Vitamina E 15754133 1,15
33 23,008 Ledol 88187574 6,41
34 24,003 1-Triacontanol 67989160 4,95
35 24,653 Estigmasterol 2871920 0,21
36 24,944 5,6-Dihidroergosterol 39372362 2,86
37 25,792 [-Sitosterol 5264535 0,38
38 25,925 a-Amirina 4745318 0,35
39 26,791 2-Hexadecil 1,1'-biciclopentil 44849903 3,26
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Tabla 14. Metabolitos presentes en la fraccidon hexanica 2 (Continuacion)

# Tiempo de Porcentaje de
Retencion Nombre del Componente Area - .
Componente (Tr) Area* (%)
40 28,058 S-Amirina 145600709 10,59
41 28,794 Acetato de lanosta-8,24-dien-3-ol 5979451 0,43
42 28,944 Acetato de lup-20(29)-en-3-ol 12547184 0,91
43 29,254 Betulina 2875048 0,21
1374861491 100,00

(*)EI area de cada componente fue dividido por el drea del pico sumado de todos los componentes

para calcular el porcentaje de area.

Tabla 15. Metabolitos presentes en el extracto hexanico

Tiempo de .
# ., p Porcentaje de

Retencion Nombre del Componente Area p

Componente Area (%)
(Tr)
1 5,508 1-Dodecanol 744674 0,03
2 9,162 Tetradecanal 2074360 0,09
3 9,294 Ecgonina 929931 0,04
4 11,284 Metil éster del acido hexadecanoico 19263843 0,86
5 11,850 Acido n-hexadecanoico 93364818 4,17
6 11,943 Etil éster del acido hexadecanoico 36664290 1,64
7 12,330 Acido 10-undecinoico 29357324 1,31
3 12,945 Metil éster del agdo ‘(9Z,1ZZ)- 197479131 8,83
octadecadienoico
9 12,988 Metil éster del ac!do (9E)- 68494949 3,06
octadecenoico

10 13,197 Metil estearato 128460578 5,74
11 13,594 Etil éster del 4cido linoleico 361436482 16,15
12 13,642 Etil oleato 65812172 2,94
13 13,771 Isopropil linoleato 239006790 10,68
14 13,885 Etil éster de acido octanoico 48468815 2,17
15 14,499 Cloruro de palmitoilo 57030491 2,55
16 14,749 (8Z)-Oxacicloheptadec-8-en-2-ona 17659623 0,79
17 14,919 2-Hidroxi-1,3-propanedil éster del 103116647 4,61

acido octadecanoico
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Tabla 15. Metabolitos presentes en el extracto hexanico (Continuacion)

# Tiempo. fje < Porcentaje de
Componente Reta:():lon Nombre del Componente Area Area (%)
18 15,381 (7Z)-Hexadecenal 7250780 0,32
19 15,447 Cimetidina 3115180 0,14
20 15,528 (92)-Octadecenamida 13348949 0,60
21 15,922 Hexadecamida 40586386 1,81
22 16,291 Cis-9-hexadecenal 158386925 7,08
’3 16,409 2,3-dihidroxipropil esjcer del acido 67218140 3,00
octadecanoico
24 16,794 Diisooctil ftalato 19009708 0,85
25 17,475 (92)-Tetradecenal 8315112 0,37
26 17,568 Heneicosano 12503271 0,56
27 17,681 Oxaciclododecan-2-ona 6476845 0,29
)8 18,009 Bis(2-eti|lhexani|q) éster (,j.el acido 9367277 0,42
1,3-bencendicarboxilico
29 18,588 Escualeno 43445345 1,94
30 18,930 1-Hexacosanol 7620131 0,34
31 19,045 Docosano 37342676 1,67
32 20,879 Triacontano 13234738 0,59
33 20,997 Octacosanol 15739736 0,70
34 21,891 a-Tocoferol 17896040 0,80
35 22,491 Vitamina E 10145076 0,45
36 23,089 Ledol 13297801 0,59
37 24,120 1-Triacontanol 5482617 0,25
38 24,444 Estigmasterol 2297754 0,10
39 25,161 5,6-Dihidroergosterol 44812341 2,00
40 25,735 [-Sitosterol 2891284 0,13
41 26,017 a-Amirina 3629870 0,16
42 26,246 Latosterol 1167193 0,05
43 26,762 2-Hexadecil-1,1'-Biciclopentil 4987323 0,22
44 28,340 [-amirina 174867393 7,82
45 29,068 Acetato de lanosta-8,24-dien-3-ol 8082837 0,36
46 29,247 Betulina 15665173 0,70
2237548819 100,00

(*) El area de cada componente fue dividido por el area del pico sumado de todos los componentes

para calcular el porcentaje de area.
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6.4. Determinacion Cuantitativa de Fitoesteroles Presentes en el Aceite

La Figura 17 muestra una parte del cromatograma que se realizé a la mezcla estandar de
fitoesteroles, en esta imagen se observan picos con tiempos de retencidon de 23,720 min
perteneciente al ergosterol; de 24,700 min, del estigmasterol y de 25,710 min, del

[-sitosterol.

Figura 17. Cromatograma de la mezcla estandar de fitoesteroles

Los valores registrados en la Tabla 16 se obtuvieron a partir de alicuotas diluidas de las
muestras J, Ky L, al ser comparadas con la curva de patrones de la mezcla de fitoesteroles.

Estos valores fueron corregidos aplicando el factor de dilucién.

Tabla 16. Concentracion de fitoesteroles encontrados a partir de la curva de patrones

Muest Concentracion de Concentracion de Concentracion de
uestra
B-sitosterol (ppm) estigmasterol (ppm) ergosterol (ppm)
Dilucion
de ) 16,367 16,391 16,319 0,329 0,340 0,309 - - -
e
Dilucion
2,420 2,412 2,442 0,251 0,239 0,265 - - -
deK
Dilucion
del 1,418 1,431 1,442 0,860 0,852 0,841 - - -
e
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En la Tabla 17 se muestra los contenidos de fitoesteroles presentes en la fraccidn hexanica 1,
fraccién hexanica 2 y extracto hexanico, en base a los resultados obtenidos de las diluciones
J, Ky Ly las masas correspondientes. También se registra las cantidades de f-sitosterol y
estigmasterol total presentes en el aceite, expresados cada uno como miligramos de

sustancia por cada 100 mg de aceite.

Tabla 17. Contenido total de fitoesteroles en el aceite de semilla de licuma

Muestra | Peso (g) Contenido de [-sitosterol (mg) Contenido de estigmasterol (mg)
Fraccion
Hexanica | 1,8231 | 56,4058 | 56,4885 56,2404 1,1338 1,1718 1,0618
1
Fraccion
Hexanica 7,4604 35,7155 35,5974 36,0402 3,7049 3,5273 3,9110
2
Extracto
L. 2,3113 6,5093 6,5690 6,6195 3,9478 3,9111 3,8606
Hexanico
Peso total . _ . ..
del . [P-sitosterol total: Desviacion estigmasterol total: Desviacion
el aceite . ;
() (mg / 100 g aceite) estandar (mg / 100 g aceite) estandar
11,5948 851,49 1,29 75,42 1,02

(*) El peso del aceite total se obtuvo de la suma del peso de la fraccién hexanica 1, fraccién hexanica 2

y extracto hexanico.

6.5. Determinacion Cuantitativa de FAMEs Presentes en el Aceite

El peso de las muestras transesterificadas C, F e | se registran en la Tabla 18, las cuales
mostraron presencia de FAMEs de palmitico, (9E)-octadecenoico, estearico y oleico, al ser
comparados con la mezcla estandar de FAMEs (ver cromatogramas en ANEXO D), también

se reporta las concentraciones de dichos compuestos.

Se determiné el contenido de FAMEs de palmitico, (9E)-octadecenoico, estearico y oleico, en
base a los resultados mostrados en la Tabla 18 y las masas respectivas de la fraccién
hexanica 1, fraccién hexanica 2 y extracto hexanico, los que se registran en la Tabla 19

expresados en g de acido graso/100 g de aceite.
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Tabla 18. Concentracion de FAMEs en muestras transesterificadas

Muestra C Muestra F Muestra |
Peso (mg) 118,0 117,2 117,6
Concentracién de FAME 15,425 5,369 2,581
palmitico (mg/mL) (Tr: 19,442) (Tr: 19,393) (Tr: 19,378)
Concentracién de FAME 5,533 2,520
estedrico (mg/mL) (Tr: 25,239) (Tr: 25,225)
Concentracion de FAME 13.022 3402 5581
(9E)-octadecenoico
(mg/mL) (Tr: 25,699) (Tr: 25,681) (Tr: 25,666)
Concentracién de FAME 42,460 12,751 5,442
oleico (mg/mL) (Tr: 26,783) (Tr: 26,731) (Tr: 26,716)

Tabla 19. Contenido total de acidos grasos en el aceite de semilla de licuma

Contenido
Contenido de Contenido de FAME (9E) Contenido
Muestra Peso (mg) | FAME palmitico | FAME estearico . FAME oleico
octadecenoico
(mg) (mg) (mg)
(mg)
Fraccion
. 1823,10 238,31 85,49 201,19 656,01
Hexanica 1
Fraccion
L. 7460,4 341,77 160,41 534,83 811,67
Hexanica 2
Extracto
. 2311,3 50,73 57,53 106,96
Hexanico
acido
Peso total acido palmitico acido estearico
. (9E)-octadecanoico | acido oleico total:
del aceite* total: total:
total: (g/100 g aceite)
(8) (g/100 g aceite) (g/100 g aceite)
(g/100 g aceite)
11,59 5,443 2,122 6,845 13,586

(*) El peso del aceite total se obtuvo de la suma del peso de la fraccién hexanica 1, fraccién hexanica 2

y extracto hexanico.
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6.6. Screening Fitoquimico de la Fraccion Metandlica del Extracto
Los tipos de metabolitos secundarios encontrados en la fraccion metandlica del extracto

mediante screening fitoquimico son reportados en la Tabla 20.

Tabla 20. Metabolitos secundarios de la fraccion metandlica del extracto

Metabolito Reactivo de Identificacién Presencia Cantidad relativa
Saponinas espuma si +
Flavonoides Shinoda si +++
Antocianinas acetato de plomo no -
Betalainas acetato de plomo no -
Quinonas Borntranger no -
Cumarinas NaOH 10 % si +
Taninos gelatina si ++

Leyenda: (-)ausencia, (+)poco, (++)regular, (+++)abundante

6.7. Determinacion de la Cantidad de Fenoles y Flavonoides Totales de la Fraccion
Metandlica

Se obtuvo la concentracién de fenoles totales de la muestra diluida al emplear una curva del
estandar de 4acido gdlico, (r2 = 0,9981). Luego de multiplicarlo por el factor de dilucion, se
determiné el contenido de fenoles totales presentes en la semilla seca de licuma, expresado

en mg EAG /100 g semilla seca, los valores se registran en la Tabla 21.

Tabla 21. Contenido de fenoles totales de la fraccion metandlica del extracto

Peso de la Peso de Concentracion de Correccion de Concentracion de
Fraccion Muestra fenoles totales concentracién por fenoles totales en
Metandlica (g) | Seca* (g) (ppm) factor de dilucion (ppm) muestra (mg)

3,31 66,20 3,31

0,0531 0,2960 3,35 67,00 3,35

3,38 67,60 3,38

Contenido total promedio de fenoles totales en extracto Desviacion
(mg EAG/100 g semilla de licuma seca) estandar
1130,63 11,89

(*) El peso de la muestra seca se calculd a partir del porcentaje promedio de humedad
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La concentracion de flavonoides totales de la muestra diluida se obtuvo al utilizar una curva

del estdndar de quercetina (r* = 0,9992), posteriormente se multiplicé por el factor de

dilucion para determinar el contenido de flavonoides totales en semilla seca de Iucuma,

expresado en mg de quercetina/100 g semilla seca, los valores se reportan en la Tabla 22.

Tabla 22. Contenido de flavonoides totales de la fraccion metandlica del extracto

Peso dela L Correccion de L
.. Peso de Concentracion de L, Concentracion de
fraccion . concentracion por .
. Muestra flavonides totales L flavonoides totales
metandlica factor de dilucion
Seca* (g) (ppm) en la muestra (mg)
(8) (ppm)
3,26 46,57 2,3255
0,0627 0,3495 3,21 45,86 2,2930
3,24 46,29 2,3145

Contenido total promedio de flavonoides totales en el extracto
(mg quercetina/100 g semilla de lticuma seca)

Desviacion estandar

661,23

4,73

(*) El peso de la muestra seca se calculd a partir del porcentaje promedio de humedad

6.8. Determinacion del Perfil Metabolomico de la Fraccion Metandlica

Se encontraron al menos 48 compuestos en el extracto metandlico hidrofilico (ver

cromatograma en ANEXO E), que se muestran en la Tabla 23 donde se indica el nombre

tentativo, la clase a la que pertenecen, el tiempo de retencidn al cual fueron obtenidos, la

masa encontrada y tedrica del ion molecular asi como los fragmentos hijos representativos.

52



Tabla 23. Perfil metaboldmico de la fraccion metandlica de la semilla de lticuma

Pico Identificacion Composicion tr Masa tedrica Mafa Precision MS" iones !
M tentativa elemental (min) (m/2) medida (A ppm) (A ppm) Clase Referencia
[M-H] (m/2)
(Abu-Reidah, Contreras, Arraez-
1 Asparragina C4H,03N,” 1,27 131,04622 131,04579 3,28 113,03494 aminoacido Roman, Segura-Carretero, &
Fernandez-Gutiérrez, 2013)
2 Acido quinico C;H1,0¢6~ 1,34 191,05611 191,05573 1,99 n.d. acido organico (Gémez Romero, 2010)
3 Acido citrico CgH,0;” 1,53 191,01972 191,01942 1,57 111,0087 acido organico (Gémez Romero, 2010)
4 Sacarosa C1oH1041~ 1,74 341,10894 341,10916 0,65 113,03484 carbohidrato (Gémez Romero, 2010)
- 128,03453 aminoacido .
5 Glp-hexose Cy1H160gN 1,78 290,08814 290,08829 0,52 200,05573 glicosidado (Abu-Reidah et al., 2013)
6 Acido isocitrico CgH,0,” 1,80 191,01973 191,01935 1,99 111,00790 acido organico (Gémez Romero, 2010)
Acido - L ,
7 . , . CsHgOsN 1,83 128,03532 128,03467 5,07 n.d. aminodcido (Gémez Romero, 2010)
piroglutamico
- L (Gémez Romero, 2010), (Abu-
8 Glu CsHgO4N 1,88 146,04588 146,04524 4,38 128,03453 aminoacido Reidah et al., 2013)
9 Leucina/isoleucina CgH1,0,N™ 1,91 130,08735 130,08659 5,84 n.d. aminoacido (Abu-Reidah et al., 2013)
10 Tirosina CoH10O3N™ 1,98 180,06662 180,06613 2,72 163,03958 aminoacido (Abu-Reidah et al., 2013)
Leucina/isoleuci _
17 | Leucina/ '250 eucina ¢ H,0,N 2,05 | 130,08735 | 130,08685 3,84 n.d. aminoacido (Abu-Reidah et al., 2013)
12 Acido succinico C4Hs0,4~ 2,16 117,01933 117,01862 6,06 n.d. acido organico (Abu-Reidah et al., 2013)
Uridina 5-metil 111.00804
13 este.r de, a?udo C4,H1509N, 2,50 331,07830 331,07843 0,39 127.00278 nucledsido
oxiacetico
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Tabla 23. Perfil metabolémico de la fraccion metandlica de la semilla de licuma (Continuacion)

. eps ez Composicion Masa Masa .. .
Pico | Identificacion P tr . . X Precision | MS" iones .
4 tentativa elemental (min.) tedrica medida (A ppm) (A ppm) Clase Referencia
[M-H] | (m/2) (m/2)
14 Acido galico C;Hs05™ 2,79 169,01425 169,01385 2,37 125,02361 Tanino (Sandhu & Gu, 2010)
15 Pirogalol CgHs0O3™ 3,27 125,02442 125,02377 5,20 n.d. Alcohol Fendlico -
16 Fenilalanina CoH100,N™ 3,34 164,07170 164,07126 2,68 147,04454 Aminoacido (Abu-Reidah et al., 2013)
Galocatequina- 125,02372 Flavonoide
17 hexosc; 1 Cy1Hy3045" 3,65 467,11950 467,11969 0,41 137,02350 licosidado -
167,03450 &
- . - . . (Abu-Reidah et al., 2013),
18 Acido pantotético CoH1605N 4,49 218,10340 218,10316 1,10 146,00438 Vitamina (Gémez Romero, 2010)
125,02369
19 Galocatequina 1 Cy5H13057 5,67 305,06668 305,06683 0,49 137,02368 Flavonoide (Sandhu & Gu, 2010)
219,06622
20 Triptéfano Cy1H1105N,” 6,94 203,08260 203,08229 1,53 116,04983 Aminoacido (Abu-Reidah et al., 2013)
125,02357
Galocatequina- - 137,02409 Flavonoide
21 hexosa 2 Cy1H,304, 8,31 467,11950 467,11981 0,66 167,03468 glicosidado -
245,52000
Galocatequina- 125,02363 Flavonoide
22 hexosqa 3 Cy1Hy3045" 8,70 467,11950 467,11990 0,86 137,02367 licosidado ---
167,03435 &
125,02364
23 Galocatequina 2 Ci5H1307” 9,23 305,06668 305,06680 0,39 137,02368 Flavonoide (Sandhu & Gu, 2010)

219,06563




Tabla 23. Perfil metabolémico de la fraccion metandlica de la semilla de licuma (Continuacion)

Composicion

Masa

Masa

Pico | Identificacién tr L. . L, MS" iones .
4 tentativa elemental (min.) tedrica medida Precision (Appm) Clase Referencia
[M-H] ' (m/z) (m/2) (Appm)
Acido )
o - 109,02861 Acido ,
24 pfo'tocateqLIu(':o/ C;H50, 9,27 153,01933 153,01877 3,66 108,02080 Hidroxibenzoico (Gémez Romero, 2010)
Acido genticico
109,02863
CoHiaO" 123,04440
25 Catequina 1511136 9,58 289,07176 289,07184 0,28 125,02366 Flavonoide (Gémez Romero, 2010)
137,02371
151,03970
2,4-dihidroxifenil _ 109,02870 Cetona
26 metil cetona CsH:05 578 151,04006 ) 151,03958 318 137,02380 aromatica
27 Vitexina CHisOp~ | 9,94 | 431,00837 | 431,09879 0,60 312,18161 Flavonoide (Lin et al., 2015)
glicosidado
109,02865
123,04442
28 Epicatequina Ci5H1306~ 10,27 289,07176 289,07208 1,11 125,02362 Flavonoide (Gémez Romero, 2010)
137,02370
151,03946
Galloepicatechin _ 125,02364 .
29 3-O-ga||ate C22H17011 10.37 457.07764 457.07809 0.99 169’01370 Flavonoid
30 Desconocido CioH170,” 10,71 | 225,11323 | 225,11311 0,53
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Tabla 23. Perfil metabolémico de la fraccion metandlica de la semilla de licuma (Continuacion)

. e a2 Composicion Masa Masa .
Pico Identificacion P tr . . K s MS" iones .
4 tentativa elemental (min.) tedrica medida Precision (Appm) Clase Referencia
[M-H] ) (m/2) (m/2) (Appm)
Acido - Acido .
31 Hidroxibenzoico 1 C;H503 11,05 137,02442 137,02383 4,31 n.d. Hidroxibenzoico (Abu-Reidah et al., 2013)
. - Derivado de
32 Etil galato CoHgOs5 11,11 197,04555 197,04524 1,57 125,02356 . . . ---
Hidroxibenzoico
137,02364
. . . - 151,03947 Flavonoide
33 | Mircetin ramnosido C,1H19015 11,15 463,08820 463,08844 0,52 271.02490 glicosidado (Sandhu & Gu, 2010)
316,02094
. . - 119,04995 Flavonoide
34 Floretin hexosido C,1H»3049 11,61 435,12967 435,13007 0,92 123,04432 glicosidado (Ibdah & Gang, 2014)
35 Taxifolina | Ci5H11077 11,71 303,05103 303,05130 0,89 125,02371 Flavonoide (Gémez Romero, 2010)
- - Derivado alcohol
36 metoxipirogalol C;H,0,4 12,03 155,03498 155,03447 3,29 125,02390 fendlico -
37 Taxifolina Il Cy5H11077 12,30 303,05103 303,05127 0,79 125,02351 Flavonoide (Gémez Romero, 2010)
107,01299
38 Miricetina Cy5HoO0g™ 12,43 317,03029 317,03052 0,73 137,02377 Flavonoide (Gémez Romero, 2010)
151,00305
] _ 121,02872 . .
39 Quercetina Cy5Hg04 12,54 301,03538 301,03555 0,57 15103957 Flavonoide (Gémez Romero, 2010)
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Tabla 23. Perfil metabolémico de la fraccion metandlica de la semilla de licuma (Continuacion)

. e a2 Composicion Masa Masa .
Pico Identificacion P tr . . K s MS" iones .
4 tentativa elemental (min.) tedrica medida Precision (Appm) Clase Referencia
[M-H] ) (m/2) (m/2) (Appm)
5,7,3',4'-
40 | tetrahidroxi-flavan- Cy5H1106~ 12,63 287,05611 287,05637 0,91 125,02360 Flavonoide ---
3-ol
Acido R Acido .
41 Hidroxibenzoico 2 CyHs05 13,05 137,02442 137,02377 4,74 n.d. Hidroxibenzoico (Abu-Reidah et al., 2013)
107,01305
42 | Eriodictiol chalcona Ci5H1106~ 14,05 287,05611 287,05618 0,24 135,04427 Flavonoide (Gémez Romero, 2010)
151,00316
43 Desconocido C30Has07~ 15,50 517,31708 517,31708 0,00 Saponina
. . - . 5 R , 2010), (Li
44 Apigenina C15HsO5 16,76 | 269,04555 | 269,04550 0,19 151,03949 Flavonoide (GOmeZetO;Te;‘(’) 15(; 0), (Lin
107,01289
45 Naringenina Ci5H1105~ 16,99 271,06120 271,06134 0,52 119,04941 Flavonoide (Gémez Romero, 2010)
151,00276
46 Desconocido C30Has07~ 17,42 517,31708 517,31714 0,12 Saponina -
47 Desconocido C30Has06” 18,35 | 501,32216 | 501,32236 0,40 Saponina
48 Desconocido Cy9Ha10¢~ 19,02 485,29086 485,29108 0,45 Saponina -

n.d: no determinado




6.9. Determinacion de la Actividad Antioxidante de la Fraccion Metandlica

En la Figura 18 se observa el porcentaje de inhibicion del DPPH frente a diferentes

concentraciones de la muestra.
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Figura 18. Porcentaje de inhibicidn del extracto metandlico hidrofilico
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

7.1. Identificacion de los Metabolitos del Aceite de la Semilla de Licuma

De los resultados obtenidos por GC-MS, se aprecia que presenta acidos grasos libres que
puede ser debido a la formacion biosintética de los mismos en la planta, que emplea como
precursores el acetil- y malonil-CoA, los cuales dotan de acidez caracteristica al aceite. Por
otro lado, el contenido de acidos grasos libres también puede ser debido a la accién de la
enzima lipasa, que cataliza la hidrdlisis de ésteres de los acilglicéridos, esta enzima actua en
la interfase aceite-agua, donde su sitio activo es expuesto tanto a la parte hidrofébica como

a la acuosa (Badui, 2006).

Adicionalmente, se evidencia que monoésteres de acidos grasos estan presentes en el
aceite; en primera instancia resultaria incongruente encontrar como metabolitos a acidos
grasos monoesterificados, ya que éstos se encuentran por lo general en forma libre o unidos
a moléculas de glicerol, formando los acilglicéridos y necesitan pasar por una reaccion de
transesterificacion para generar acidos grasos monoesterificados, sin embargo, en trabajos
anteriores se ha demostrado la presencia de estos compuestos de forma natural en las
plantas (Gherman, Culea, & Cozar, 2000; Ajoku, Okwute, & Okogun 2015). Esto hace suponer
que la existencia de compuestos como metil éster del acido hexadecanoico, etil éster del
acido linoleico entre otros, presentes en el aceite, sea debido a procesos biosintéticos
dentro de la planta. Por otro lado, se debe tener en cuenta que a pesar que los acidos grasos
monoesterificados presentan un porcentaje de drea relativamente considerable en cada
cromatograma, como se puede apreciar en las Tabla 13, Tabla 14 y Tabla 15, cabe
mencionar que estan muy por debajo, en cantidad, a comparacién de los acidos grasos en

forma de triacilglicéridos.

Aungue las tres fracciones del aceite (fraccion hexdnica 1, fraccion hexdnica 2 y extracto
hexanico) presentan compuestos diferentes, algunos de ellos son idénticos como acidos
grasos libres, acidos grasos monoesterificados, triterpenos aciclicos y esteroles en estas tres
fracciones, solo que su proporcion es notablemente diferente como se puede apreciar en las

Tabla 13, Tabla 14 y Tabla 15.
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La Figura 18 muestra la estructura molecular de los metabolitos que estan presentes en las
tres fracciones, asi como sus respectivos espectros de masas, en los cuales se muestra sus

picos distintivos con los que fueron identificados.
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Figura 19. Metabolitos presentes simultaneamente en las tres fracciones aisladas del
aceite (Continuacion

El aceite de semilla de licuma presenta como uno de sus componentes al escualeno, esto es
relevante ya que un estudio sobre este metabolito reveld su capacidad de prevenir cancer
de seno, al proteger a las células mamarias normales frente al dafio oxidativo del ADN
(Warleta et al., 2010). Adicionalmente, se le asigna la capacidad de ser un agente de entrega
de medicamentos, de esta manera, en el tratamiento de cdncer de colon con cis-platino
complejado con nanoparticulas de escualeno, demostré ser potencialmente mas citotdxico
frente a células cancerosas en comparacién al cis-platino no complejado, debido a una
mayor acumulacién intracelular y plastinaciéon de ADN, lo que comprobd el efecto del
escualeno como un buen vehiculo del farmaco (Kotelevets et al., 2017). Por otro lado, el
escualeno en este aceite nos da un indicio de la posibilidad de encontrar metabolitos que
posean el grupo ciclopentanoperhidrofenantreno en su estructura, ya que mediante la
enzima cicloartenol sintasa, el 6xido de escualeno es ciclado para formar este nucleo
esteroidal. En efecto, las Tabla 13, Tabla 14 y Tabla 15 pone en manifiesto que metabolitos
con nucleo esteroidal como estigmasterol y -sitosterol estan presentes en el aceite, estos
metabolitos han sido muy estudiados anteriormente y se les asignan propiedades

hipocolestémicas (Romero & Vasquez, 2012; Racette, Lin, Ma, & Ostlund, 2015).
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Otros componentes presentes en el aceite y que son derivados de la ciclacion del escualeno,
aungue no presenten el nucleo esteroidal, son la amirina y la betulina, en la Figura 19 u y w,
se puede observar la estructura quimica de cada uno con su respectivo pico distintivo de m/z
de 218 y 189 respectivamente. En el caso de la amirina, este compuesto consta de dos
isémeros a y B, estudios llevados a cabo con estos metabolitos destacaron su actividad anti-
inflamatoria (Gupta, Bhalla, Tangri, & Bhargava, 1971; Aragao, Pinheiro, Bandeira, Lemos, &
Viana, 2008; Melo etal.,, 2011), asociado al hecho que la f-amirina impide la
sobreexposicidn de prostaglandina E2 (PGE2), ciclooxigenasa 2 (COX-2) e interleucina 6 (IL-6)
mediante la inhibicion de la traslocacion del factor nuclear kappa beta (factor de
transcripcién con un importante rol en el sistema inmune) del citoplasma al ntcleo cuando
se ha producido la inflamacién estimulada por lipopolisacaridos (LPS) presentes en la
membrana externa de las bacterias gram-negativas (Krishnan, Mathew, Vijayalakshmi, &

Helen, 2014).

Por otro lado, se publicé un trabajo en el cual habian estudiado a la betulina, un
triterpenoide con un nucleo de anillo pentaciclico (estructura lupano) y encontraron que
este metabolito presentaba la capacidad de reducir las placas ateriosclerdticas (Tang et al.,
2011). Ademads de ello, la presencia de tocoferoles en el aceite lo dota de propiedades

antioxidantes, ya que en conjunto con los tocotrienoles conforman la vitamina E.

De lo expuesto anteriormente podemos aseverar que el aceite de semilla de ldcuma
(obtenidas durante la etapa de cosecha en el Valle de Chilca), no solo posee acidos grasos,
sino que ademas presenta una amplia gama de metabolitos entre terpenos, fitoesteroles,
tocoferoles, entre otros. Esto contrasta con un trabajo que se llevd a cabo con semillas de
[icuma, en el cual manifestaron que el aceite obtenido fue una mezcla de acidos grasos en
un porcentaje de 99,7 %, es decir casi en su totalidad, cuyos constituyentes mayoritarios
eran los acidos linoleico y oleico (Rojo et al., 2010). Aqui tenemos una gran contradiccidn, sin
embargo debemos tener en cuenta que la manera como trataron la muestra en el trabajo
mencionado fue distinto al del presente, puesto que ellos transesterificaron la muestra y
analizaron el producto como un todo perteneciente al aceite y en ese proceso pudo haberse
eliminado metabolitos como fitoesteroles entre otros. Adicionalmente, se debe considerar

que el contenido de metabolitos en frutas varia de acuerdo al grado de madurez, diferencias
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genéticas, condiciones medioambientales y procesamiento (Deighton, Brennan, Finn, &

Davies, 2000; da Silva Pinto, Lajolo, & Genovese, 2008).

7.2. Determinacion Cuantitativa de Fitoesteroles Presentes en el Aceite

Los patrones de fitoesteroles (ergosterol, estigmasterol y f-sitoesterol) presentaron un
tiempo de retencidn relativamente lejano uno del otro, por ello fue posible realizar una
mezcla de estos tres para llevar a cabo el analisis cuantitativo en el aceite en sus tres
diferentes fracciones (fraccion hexanica 1, fraccion hexanica 2 y extracto hexanico). El
analisis cuantitativo se realizd a las tres fracciones con la finalidad de asegurar que los
fitoesteroles sean cuantificados en su totalidad, esto se puede afirmar ya que las fracciones
fueron obtenidas mediante el uso de solventes con una polaridad decreciente de forma

secuencial.

De la Tabla 17 se puede observar que de las tres fracciones, la que tiene menor peso es la
fraccién hexanica 1, sin embargo hay que enfatizar que también es la que presenta una
mayor cantidad de f-sitosterol. Para analizar esto recordemos que esta fraccion se obtuvo
cuando se extrajo con hexano, la parte lipofilica del extracto metandlico, se puede asumir
que el grupo hidroxilo de la estructura del S-sitosterol interactué con el metanol durante la
maceracion de la semilla, lo que condujo a la presencia de este metabolito en dicho extracto

y posteriormente en la fraccidn hexanica 1.

La fraccién hexanica 1 (fraccién lipidica del extracto metandlico) es la que posee la menor
cantidad de estigmasterol mientras que el extracto hexdnico (obtenido del residuo 2)
presenta el mayor contenido de este metabolito. Esto se puede deber a la naturaleza del

estigmasterol, cuya estructura presenta un doble enlace que le da un cardcter mas apolar.

Se determind que el aceite de semilla de licuma presentd mayor cantidad de fsitosterol
(851,49 + 1,29 mg/100 g aceite) que de estigmasterol (75,42 + 1,02 mg/100 g de aceite),
este resultado concuerda con lo mencionado en estudios anteriores, los cuales indican que
el [-sitosterol es el componente mayoritario entre los fitoesteroles (Palou Oliver, 2005;
Lagarda, Garcia-Llatas, & Farré, 2006). Adicionalmente, no se encontrd ergosterol, este

resultado es respaldado por el hecho que las plantas vasculares generan en su biosintesis
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[-sitosterol, estigmasterol, entre otros fitosteroles, pero no producen ergosterol ya que este

metabolito es generado por plantas avasculares como las algas (Zhou et al., 2004).

Adicionalmente, podemos contrastar la cantidad de fitosteroles obtenida en el aceite de
semilla de licuma con estudios realizados en aceites de diferentes semillas. Asi, la cantidad
encontrada en el aceite de semilla de licuma en este estudio es mayor que las registradas
en otros trabajos, cuando emplearon sacha inchi de Perd, reportaron una cantidad de 75,49
y 74,62 mg/100 g aceite para estigmasterol y f-sitosterol respectivamente (Mufioz et al.,
2010); con la semilla de uva de Brasil, registraron 32,57 y 91,94 mg/100 g de aceite para
estigmasterol y [-sitosterol respectivamente (Shinagawa, Santana, Araujo, Purgatto, &
Mancini-Filho, 2017). Otro estudio llevado a cabo con diferentes frutos secos, cominmente
consumidos, reportaron cantidades de estigmasterol y S-sitosterol respectivamente, de 3,81
y 99,12 mg/100 g de aceite de avellana; 16,3 y 136,33 mg/ 100 g de aceite de mani; 5,17 y
207,17 mg/100 g de aceite de almendra (Maguire, O’Sullivan, Galvin, O’Connor, & O’Brien,
2004), como se puede observar, estas cantidades son menores en comparacion de lo

obtenido en el presente estudio.

7.3. Determinacion Cuantitativa de FAMEs Presentes en el Aceite

El analisis cuantitativo en este estudio se realizo a las tres diferentes fracciones del aceite a
fin de asegurar que los acidos grasos sean cuantificados en su totalidad, se encontré acido
palmitico, estearico, (9E)-octadecenoico y oleico, quienes unidos al glicerol presentan la

mayor parte de los triacilglicéridos presentes en el aceite de semilla de lGtcuma.

De las tres fracciones del aceite, fraccidon hexanica 1, fraccién hexanica 2 y extracto hexanico,
la dltima es la que registra menor cantidad de dcidos grasos; esto es debido a que la primera
maceracion con metanol y la segunda maceracién con acetona, ambas hechas a la misma
muestra de semillas de Iicuma de manera secuencial, extrajeron la mayor parte de acidos
grasos. Ademas, entre la fraccidn hexanica 2 y la fraccién hexdnica 1, la primera presenté la
mayor cantidad de acidos grasos ya que esta representa mas de la mitad del total del aceite
de la semilla de ldcuma. Adicionalmente, en este estudio se encontré que de los acidos
grasos que conforman los triacilglicéridos en el aceite, el dcido oleico es el que esta presente

en mayor cantidad con 13,586 g/100 g de aceite, seguido del acido (9E)-octadecenoico,
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(6,845 g/100 g aceite), palmitico (5,443 g/100 g aceite) y estearico (2,122 g/100 g aceite),

todos en conjunto conforman alrededor de un 30 % en contenido del aceite.

La cantidad de acidos grasos que conforman los triacilglicéridos en el aceite de semilla de
[icuma en este estudio es inferior al registrado en el trabajo llevado a cabo por Rojo et al.
(2010) en cual menciona que la cantidad de acidos grasos en el aceite de semilla de Iicuma

es aproximadamente el 99 %.

7.4. Screening Fitoquimico de la Fraccion Metandlica del Extracto

En la Tabla 20 se puede apreciar los reactivos empleados para la identificacion cualitativa del

tipo de metabolitos presentes en el extracto metandlico hidrofilico.

La deteccion de saponinas se evidenciod cuando se agito la solucidon de la muestra y aparecid
espuma que se mantuvo durante mas de 3 minutos. La presencia de flavonoides se
determiné con la prueba de Shinoda (limaduras de magnesio y dacido clorhidrico

concentrado) al observar una coloracion naranja que poco a poco se fue intensificando mas.

En el extracto metandlico hidrofilico también se pudo detectar la presencia de cumarinas ya
que al papel Whatman humedecido en NaOH 10 %, se le colocd un poco de esta muestra y
se observd fluorescencia amarillenta al emplear ldmpara UV a 365 nm. Para la
determinacién de taninos se empled solucién de gelatina, en la cual en contacto con la

muestra se pudo observar un precipitado blanco.

Por otro lado, cuando se agregd solucidon de acetato de plomo a la muestra no se formé
precipitado marrdn, lo que demuestra que no hay betalainas, no aparecid precipitado de
color azul-verdoso o grisdceo, lo cual confirma que no hay antocianinas. Otro tipo de
metabolitos que no estan presentes en esta muestra son las quinonas, pues cuando se le
realizé la prueba de Borntranger no se evidencid una coloraciéon rosada en la parte

bencénica.
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7.5. Determinacion de la Cantidad de Fenoles y Flavonoides Totales de la Fraccion
Metandlica

De lo reportado en las Tabla 21 y Tabla 22 se observa que hay una mayor cantidad de
fenoles totales (1130,63 + 11,89 mg EAG/100 g de semilla de licuma seca) que de
flavonoides totales (661,23 + 4,73 mg quercetina/100 g de semilla de licuma seca), esto es
congruente ya que los fenoles totales cuantificados son un conjunto muy grande que
abarcan compuestos que en su estructura poseen anillo bencénico sustituido con uno o mas
grupos hidroxilo y pueden contener a metabolitos como flavonoides, taninos, antocianinas
entre otros, mientras que la prueba de flavonoides totales cuantifica solo compuestos

flavondlicos como flavonas, flavanonas, flavonoles, etc.

No hay estudios en los que se haya realizado extracciones hidrofilicas de semilla de licuma;
asi que la cantidad de fenoles totales que se encontré en este extracto solo se puede
comparar con estudios que se han llevado a cabo con semillas de otras frutas. De esta
manera, en el presente trabajo se determind que la semilla de licuma presenta una gran
cantidad de fenoles totales, esta es mayor que la presente en semillas de mandarina (20,99 a
28,72 mg EAG/ 100 g semilla), de naranja (19,84 a 23,04 mg EAG/ 100 g semilla) y de limdn
(15,27 a 21,23 mg EAG/ 100 g semilla) reportado por inan, Ozcan, & Aljuhaimi (2017), pero
es menor que la registrada en semillas de manzana con 1744,00 mg EAG/ 100 g semilla (Xu
etal.,, 2016) y que en semillas de uva con 10520,00 mg EAG/ 100 g semilla (Da Porto,

Porretto, & Decorti, 2013).

El alto contenido de compuestos fendlicos totales presente en el extracto hidrofilico de la
semilla de licuma nos haria pensar que puede presentar una gran capacidad antioxidante,
sin embargo, una alta cantidad de este tipo de compuestos no es un determinante, para ello

es necesario saber cudles son los compuestos fendlicos que estan presentes.

7.6. Determinacion del Perfil Metabolomico de la Fraccion Metanodlica

Con el uso del UHPLC-DAD- ESI-MS/MS, en el extracto metandlico hidrofilico de la semilla de
[icuma se pudieron detectar metabolitos primarios y secundarios, mediante sus valores de
masa ionizada representativa y el uso de bibliografia que reporte el mismo valor de la

fraccion ionizada para el mismo compuesto. Para aquellos que no se encontraron en
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bibliografia se procedié a elucidar su posible estructura basadas en la fraccién de masa

ionizada que nos reporté el equipo.

Como metabolitos primarios, encontrados en el extracto metandlico hidrofilico tenemos
aminodcidos libres como asparragina, leucina, acido piroglutamico, acido glutamico, tirosina,
triptéfano y fenilalanina, este Ultimo es importante ya que da un indicio de la posibilidad de
la presencia de flavonoides en el extracto, ya que la fenilalanina es un precursor de este tipo
de metabolito en su ruta biosintética, también se corrobora con la prueba que se hizo de
flavonoides totales. Adicionalmente, como metabolitos primarios, se encontraron acidos
organicos como acido quinico, acido citrico, acido isocitrico y acido succinico. Cada uno de
estos aminoacidos y acidos organicos con sus respectivas masas ionizadas fueron registrados

en la Tabla 23.

La sacarosa y la uridina 5-metil éster de acido oxiacético (nucledsido) son metabolitos
primarios también encontrados en este extracto, el primero fue identificado por la masa
ionizada de su fragmentacion registrada en la bibliografia, por otro lado como el segundo no
ha sido reportado, se realizé una elucidacidon estructural como molécula tentativa
basandonos en la masa ionizada correspondiente a sus fragmentos registrados por el
equipo (C4H30,N,", C4H303N,7, C1,H1509N,7). Tanto el ion molecular de uridina 5-metil éster
de acido oxiacético como sus fragmentos ionizados con sus respectivas masas se puede

observar en la Figura 20.

Como metabolitos secundarios presentes en este extracto se pudieron encontrar una gran
variedad de flavonoides, corroborando el alto valor que se obtuvo en la prueba de
flavonoides totales. Compuestos flavondlicos aglicosidados como galocatequina, catequina,
epicatequina, taxifolina, miricetina, quercetina, eridictiol chalcona, apigenina y naringenina
fueron identificados por la masa ionizada de sus fragmentaciones registradas en la
bibliografia y los flavonoides 5,7,3’,4’-tetrahidroxi-flavan-3-ol y galoepicatequina-3-O-galato,
no se encontraron en bibliografia y se elucidaron estructuralmente cada uno como molécula
tentativa, teniendo en cuenta la masa ionizada correspondiente a sus fragmentos obtenidos

por el equipo; CgHsO3™ y Ci5sH1106™ para 5,7,3’,4’-tetrahidroxi-flavan-3-ol y CgHs037, C;HsO5™ v
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CyH17041™ para galoepicatequina-3-0-galato. Los fragmentos ionizados de estos metabolitos

con sus respectivas masas se representan en la Figura 21 y Figura 22 respectivamente.

Algunos de los compuestos flavondlicos, presentes en el extracto metandlico hidrofilico,
como galocatequina, catequina, mircetina y galocatequina-3-O-galato coinciden con los
reportados en un estudio anterior que se hizo a la pulpa de tres especies del género Pouteria

(Ma, Yang, Basile, & Kennelly, 2004).

Ademas este extracto también presenta flavonoides glicosidados como vitexina,
galocatequina-hexosa, mircetina ramndsido, floretin hexdsido. La galocatequina-hexosa se
encontré a diversos tiempos de retencidn, lo cual implica que se trataria de isémeros
configuracionales. De forma general la Figura 23 muestra los fragmentos ionizados de la
galocatequina-hexosa con sus respectivas masas (CgHsO3~, C;Hs03™, CgH,04™ y Cr1H23017),

considerando que no se encontré en bibliografia.

Se encontraron también otros metabolitos secundarios como 2,4-dihidroxifenil metil cetona
(CeHs0,7, C;Hs03™ y CgH;037), etilgalato (C¢HsO3™ y CgHgOs™), metoxipirogalol
(CeHs03™ y C;H,047). Todos estos compuestos con sus respectivos fragmentos ionizados se

detallan en las Figura 24, Figura 25 y Figura 26 respectivamente.
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7.7. Determinacion de la Actividad Antioxidante de la Fraccién Metandlica

Por regresiéon lineal de la curva de la Figura 18 se obtuvo que el extracto metandlico
hidrofilico posee una concentracién inhibitoria media (ICso) a 41 ug/mL, lo que nos muestra
una moderada actividad antioxidante del extracto hidrofilico, esto se puede deber al tipo de
compuestos fendlicos presentes, los cuales estdn contenidos en la Tabla 23. En efecto,
metabolitos como acido galico, galocatequina, miricetina y catequina dotarian de gran

capacidad antioxidante al extracto (Ma et al., 2004).

El valor de ICsy obtenido representa una capacidad antioxidante nada despreciable, sin
embargo debemos tener en cuenta que la presencia de flavonoides glicosidados en el
extracto, disminuyen el poder antioxidante porque el aztucar unido al grupo OH del anillo

bencénico le impide donar el protdn para estabilizar a alguna especie radicalaria.
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8. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Del trabajo realizado con las semillas de lUcuma obtenidas durante la etapa de cosecha del

fruto en el valle de Chilca, se concluye:

e La cantidad promedio de aceite presente en las semillas no es tan grande respecto al
obtenido de la semilla de uva u otras fuentes reportadas, el porcentaje en masa fue
4,71 %, mientras que el rendimiento obtenido para el extracto metandlico hidrofilico

fue de 17,94 %.

e El aceite de esta semilla no solamente posee acidos grasos como oleico, palmitico,
estedrico y octadecenoico, los cuales conforman un 30 % del contenido del aceite,
sino que ademas presenta otros metabolitos como acidos grasos monoesterificados,
tocoferoles, compuestos esteroidales, entre otros. Esto contrasta con lo reportado en

un trabajo realizado anteriormente con semilla de lGcuma.

e A pesar que la cantidad de aceite en la semilla es pequefa, el contenido de
fitoesteroles de este aceite es muy grande, con un cantidad de /f-sitosterol y
estigmasterol de 851,49 + 1,29 y 75,42 + 1,02 mg/100 g de aceite respectivamente,
sobrepasa por mucho a la cantidad de fitosteroles reportada en trabajos realizados

con otras semillas.

e La presencia de compuestos con grupos fendlicos en el extracto metandlico
hidrofilico, es considerablemente alta, asi el contenido de fenoles totales es de
1130,63 + 11,89 mg EAG/100 g de semilla seca y el de los flavonoides totales es
661,23 + 4,73 mg quercetina/100 g de semilla seca.

e En perfil metaboldmico del extracto metandlico hidrofilico se encontré no solo
aminodcidos y acidos orgdnicos, sino que ademas se identificaron moléculas con
anillo fendlico en su estructura como taninos y flavonoides, entre los cuales podemos
mencionar: acido galico, pirogalol, epicatequina, galocatequina, galoepicatequina
3-0O-galato, quercetina, mircetina, apigenia, entre otros. La presencia de estos
compuestos corrobora la relativamente alta cantidad de fenoles y flavonoides

totales.
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e El extracto metandlico hidrofilico posee una actividad antioxidante moderada, ya que
presenta una concentracién inhibitoria media con 41 ug/mL de extracto, lo cual es

fundamentado por el tipo de metabolitos encontrados.

De lo expuesto anteriormente se asevera que, las semillas de Ilicuma obtenidas de Chilca
son residuos agroindustriales que se pueden aprovechar ya que su aceite es fuente de
tocoferoles, amirina, caroteno y tiene la ventaja de poseer una mayor cantidad de
fitoesteroles que los aceites de frutos secos comerciales, ademads de tener una amplia gama

de compuestos fendlicos en su extracto.

Por otra parte este trabajo, al ser relativamente novedoso, direcciona a realizar mas estudios

con la semilla de licuma, con énfasis en que por ejemplo:

e Se puede llevar a cabo extracciones con fluidos supercriticos o con liquidos idnicos,
de esta manera no solo se emplearian métodos verdes para la extraccién, sino que

ademas permitiria verificar cual es el mas idéneo en base a sus resultados.

e Seria interesante realizar mds pruebas bioldgicas tales como citotoxicidad del aceite
o debido a la presencia de flavonoides en extracto metandlico hidrofilico, evaluar su
actividad gastroprotectora, antitumoral entre otras y compararlas con las de otras

fuentes bioldgicas.

e Se puede buscar aplicaciones a los extractos obtenidos, por ejemplo el uso de
algunos de los compuestos encontrados, se pueden encapsular en algun polimero
natural y ser empleados ya sea como aditivo alimenticio o como farmaco de

liberacidon controlada.
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10. ANEXOS

ANEXO A: Cromatograma de la fraccion hexanica 1 por GC-MS
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ANEXO B: Cromatograma de la fraccion hexanica 2 por GC-MS
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ANEXO C: Cromatograma del extracto hexanico por GC-MS
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ANEXO D: Cromatogramas por GC-FID

b)

c)

a) Fraccion hexanica 1 transesterificada
b) Fraccion hexanica 2 transesterificada
c) Extracto hexanico transesterificado

1: Metil palmitoleate

2: Metil estearate

3: Metil 9E-octadecenoate

4: Metil oleate
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ANEXO E: Cromatograma de la fraccion metanélica por UHPLC-ESI-MS/MS
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