A,

MEXICO: UN TESORO FITOQUIMICO

CIN2017A10276

-«

17 DE FEBRERO DE 2017

UNIVERSIDAD DEL VALLE DE MEXICO CAMPUS “HISPANO”
AGUILAR CASTANEDA YARELI LIZBETH
RIOS PALACIOS JOCELYNN
ASESORA: NALLELY ROSALBA ROMAN CORTES
AREA: CIENCIAS BIOLOGICAS, QUIMICAS Y DE LA SALUD

DICIPLINA: QUIMICA
TIPO DE INVESTIGACION: EXPERIMENTAL



indice

RESUMEN ..ttt ettt s e s e saesaesnesaesnennen 2
ADSIFACT ...t a e 2
INTRODUGCCION.......cooiiieieceeeeie et 3
MARCO TEORICO ...t s st sass s 4
NUTFGCEULICOS ...t 4

= ) I -1 o) (=1 o] (o [-T- TSP 5

o) I o 111=T 0 T ] 1= J PRSI 5

(o3 I V41 =2 011 0 - T o 20U 6
ESIreS OXidAtIVO ....ooueiiiiiiieeee e 6
ANTOXIAANTES ...t 7
Especies vegetales alimentiCias.........coviiiiiiiiiiiiieic ettt ee 7
Nanche (Byrsonima CrassifOlia)........ccccuiiiiiiiiiiiiie ettt st saeesnaeenaee e 8
Huaya (MeliCOCCUS DIJUGAtUS)....cc.uiiiiiiiiiiieiie ettt ettt s re et e snte e e snneesaee e 9
Chicozapote (Manilkara Zapota).......ccccceeriieieeniiiieesc ettt st see e st e s reesaeesnteesaeeens 9

Y =Y (oTo (o] (o | - TS USURRPR 10
RESURAAOS.....o e s st 13
CONCIUSIONES......eiiiiii et e b e st a bbbt s b e bt b e bt bt bt bt ene e 14

71 0] oo | = - TSRS 15



Resumen

México es un pais con una amplia diversidad de frutas y verduras, mismas que se
consumen desde tiempos ancestrales como parte de sus tradiciones y costumbre; sin
embargo, hoy en dia se desconoce el valor nutricional y nutracéutico pese a su
consumo vigente en la dieta basica de poblaciones rurales principalmente del centro y
sur de México. El objetivo fue evaluar los componentes nutricionales y antioxidantes del
chicozapote (Manilkara zapota), huaya (Melicoccus bijugatus) y nanche (Byrsonima
cassifolia). Se cuantificdé el contenido de flavonoides, fenoles totales, vitamina C,
carotenoides y actividad antioxidante. El nanche presenta contenido de compuestos
fitoquimicos y potencial antioxidante contra radicales libres; ademas de ser una especie

de consumo subvalorado de alto valor nutricional y funcional.

Palabras clave: antioxidante, fenoles, flavonoides.

Abstract

Mexico is a country with a wide variety of fruits and vegetables, which have been
consumed since ancient times as part of their traditions and custom; however today the
nutritional and nutraceutical value is unknown despite its current consumption in the
basic diet of rural populations mainly in central and southern Mexico. The objective was
to evaluate the nutritional and antioxidant components of chicozapote (Manilkara
zapota), huaya (Melicoccus bijugatus) and nanche (Byrsonima cassifolia). The content
of flavonoids, total phenols, carotenoids and antioxidant activity were quantified The
nanche presents content of phytochemical compounds and antioxidant potential against
free radicals; besides being a kind of undervalued consumption of high nutritional and

functional value.

Key words: antioxidant, total phenols, flavonoids.



INTRODUCCION

La gran diversidad vegetal y la amplia riqueza cultural de México han favorecido el
aprovechamiento de las plantas con fines medicinales y alimenticias desde épocas
prehispanicas; sin embargo, el tipo de vida de la mayoria de la poblacién, sedentaria y
rapida ha llevado al incremento en el consumo de grasas, azucares y alimentos
refinados, enlatados y/o procesados; disminuyendo la preparacion de alimentos frescos
y de origen natural. De esta manera se han perdido conocimientos o no se ha estudiado

su valor nutracéutico (Garcia de Alba et al., 2012).

Es importante destacar el potencial nutricio, nutracéutico y antioxidante de varias
plantas alimenticias de México, endémicas de la regidbn como una contribucion a la
seguridad alimentaria utilizadas ancestralmente en la alimentacion de nuestra cultura
prehispanica. Sin embargo, su amplia adaptabilidad a condiciones ecoldgicas
estresantes para otros cultivos y la extensa gama de formas de aprovechamiento,
muchas de las cuales continuan vigentes, particularmente en las comunidades rurales
en las que aun se practica la agricultura tradicional, no se han estudiado
nutracéuticamente y se desconoce su potencial antioxidante (Garcia de Alba et al.,,
2012).

Los nutracéuticos son productos alimenticios que ejercen accion benéfica en la salud o
bien previenen enfermedades; los antioxidantes son un tipo especifico de nutracéutico
(Garcia de Alba et al., 2012). Un antioxidante (eliminador de radicales libres) es un
compuesto que inhibe o retrasa la oxidacion de sustratos, incluso si el compuesto esta
presente en una concentracién significativamente mas baja que es la del sustrato
oxidado. Entre los antioxidantes mas eficaces se encuentran la vitamina C y E,

carotenoides, flavonoides, acidos fendlicos (Wojdylo et al., 2007; Serrano et al., 2007).

Los efectos aditivos y sinérgicos entre los antioxidantes y los nutrientes son capaces de
contribuir con efectos benéficos a la salud (Serrano et al., 2007); incrementandose el
interés cientifico por estudios clinicos y epidemiolégicos que tratan de buscar la
correlacién entre la ingesta de alimentos o componentes de los mismos con la
prevencion de algunas enfermedades cardiovasculares, visuales, neuroldgicas, cancer,

envejecimiento, diabetes, etc. (Chaturvedi et al., 2011).



Las hierbas, vegetales, frutas, especias y algunas otras plantas alimenticias son usadas
en diversas areas, incluyendo la medicina y la nutricién; ademas de ser empleadas
como condimento, saborizantes, repelentes, fragancias, cosméticos, tinturas, etc.
Algunas especies vegetales son reconocidas por sus propiedades medicinales y el

impacto benéfico a la salud por su contenido de nutrientes (Wojdylo et al., 2007).

Los nutracéuticos son productos alimenticios que ejercen accion benéfica en la salud o
bien posee propiedades medicinales; incluyendo la prevencion o tratamiento de
enfermedades; los antioxidantes son un tipo especifico de nutracéutico (Chaturvedi et
al., 2011). Un antioxidante (eliminador de radicales libres) es un compuesto que inhibe
o retrasa la oxidacion de sustratos, incluso si el compuesto esta presente en una
concentracion significativamente mas baja que es la del sustrato oxidado (Kalpa et al.,
2011).

De 20 anos a la actualidad se ha incrementado la importancia por el consumo de
alimentos con beneficios antioxidantes y nutracéuticos (Chaturvedi et al., 2011), entre
ellos encontramos a las vitaminas E y C, carotenoides, flavonoides, acidos fendlicos,
etc.; es importante mencionar que la mayoria de los compuestos nutracéuticos son
productos naturales obtenidos de especies vegetales (Wojdylo et al., 2007; Serrano et
al., 2007).

MARCO TEORICO

Nutracéuticos

Término que surge de la union de las palabras nutricion y farmacéutico, son los
alimentos contienen compuestos bioactivos que ayudan a la salud del ser humano. A
pesar de las numerosas investigaciones al respecto, no en muchos casos se conoce su
mecanismo de acciéon, su dosis Optima, potencial 0 consecuencias por consumo en
exceso (Badui, 2013).

Pueden ser de origen vegetal (fitoquimicos), animal y mineral, podemos clasificarlos por

su funcidn bioldgica o por su estructura quimica.



No son nutrientes asociados a deficiencias en la dieta pero su consumo ayuda a la
prevencion de ciertas enfermedades y como complemento de farmacos (Valenzuela et.
al., 2014).

No debemos confundir a los nutracéuticos con los alimentos funcionales, éstos ultimos
son cualquier alimento (no necesariamente natural) que ademas de sus componentes
nutritivos contienen otros que favorecen la salud, capacidad fisica y estado mental de

una persona (Badui, 2012).

Los nutracéuticos también llamados fitonutrimentos, son compuestos del reino vegetal
que requieren ser ingeridos mediante la dieta regular para producir un efecto positivo en

nuestra salud (Badui, 2012), algunos de los mas conocidos son:

a) Carotenoides
Derivan su estructura del isopreno CH,=C(CH3)-CH=CH; por lo que tienen actividad

antioxidante, producen colores desde el amarillo hasta el rojo intenso.
Se dividen en:

Carotenos: hidrocarburos, neutralizan los radicales libres pero no propagan su reaccion,
los alimentos que lo contengan son sensibles a la luz, oxigeno y altas temperaturas.

Destacan los a 3 y- carotenos y licopeno.

» Xantofilas: contienen oxigeno, sin actividad de vitamina A, actividad antioxidante
(Badui, 2006).

b) Polifenoles
Efectos antioxidantes, antiinflamatorios, cardioprotectores y antimicrobiano, aunque su

consumo en exceso forma un complejo con el hierro y reducen su biodisponibilidad,
compuestos polifendlicos a base de una estructura fendlica que incluye a:
* Antocianinas: ayudan a regular la glucosa sanguinea, proteccion contra
cardiopatias, hipertension y efecto antiinflamatorio (Badui, 2012).
* Flavonoides:
o Isoflavonas: moléculas con actividad estrogénica por lo que se le
considera como un ayudante para controlar el cancer homonodependiente

de mama, disminucién de osteoporosis y sintomas postmenopausicos.



o Flavononas

o Flavonoles

o Taninos

o Lignanos

c) Vitaminac

Derivado de los hidratos de carbono con una estructura de cetona ciclica que se
encuentra en vegetales frescos, lacteos, carnes rojas; requerida diariamente porque el
hombre no la almacena pues es hidrosoluble. Necesaria para la sintesis del colageno,

formacion de huesos, interviene en las reacciones 6xido-reduccion (Salvador, 2006).

Estrés oxidativo

Exposicion de la materia viva a fuentes diversas que producen el desequilibrio entre las
sustancias prooxidantes y los antioxidantes, ya sea por el déficit de defensas o por un
exceso de la produccion de especies reactivas del oxigeno; que altera la funcién de los

organos o sistemas (Venero, 2002).

Radicales libres: También llamadas especie reactiva del oxigeno (ERO), son aquellas
moléculas que presentan un electrén desapareado o impar en el ultimo orbital. Su
produccion es un fenémeno continuo con implicaciones en el envejecimiento. (Mayor,
O. 2010). Incluye: superoxido (Oz), radicales de hidroxilo (OH), peroxilo (RO>),
hidroperoxilo (H20) y alcoxilo (RO) (Gonzales, 2011).

El cuadro 1 muestra la clasificacion general de los radicales libres que son especies

reactivas del oxigeno y del nitrégeno (Gutiérrez, 2006).

Cuadro 1. Clasificaciéon de radicales libres (RL) y su vida media.
RADICALES LIBRES

Especies Reactivas del Vida Especies Reactivas del Vida
Oxigeno (ROS) media (s) Oxigeno (NOS) media (s)
(078 Anion superoxido >10° . L 10
NO Oxido nit >1
HO,* Perhidroxilo Inestable xido nitneo
HO: Radical hidréxilo 10°° NO2 Dioxido de nitrégeno -
RO Radial alcoxilo 10°
: Peroxinitrit 0.05-1
HO, Peroxilo 1072 ONOO eroxinitrito

Cano-Europa et al. (2015).



Antioxidantes

El organismo cuenta con dos sistemas antioxidantes; enzimatico y no enzimatico; que
en conjunto ayudan a neutralizar la accion de los radicales libres formados en el interior
del cuerpo. Cuando el balance celular se inclina hacia los agentes oxidantes por la

deficiencia de antioxidantes se produce un fendmeno llamado alteracion oxidativa.

Los antioxidantes representan un mecanismo de defensa contra los radicales libres en
todas las células, cuando se une con un radical libre le cede un electron para que éste

se haga mas débil (Oxila, 2010). Se clasifican en:

Cuadro 2. Clasificacion de los antioxidantes segun origen.
ENDOGENO EXOGENO
Superoxido dismutasa [SOD]
Catalasa [CAT]
Glutation peroxidasa [GPX]
La ubiquinona

Polifenoles (flavonas,
flavonoles, isoflavonas)
Antocianinas

: Licopeno
La transferrina N
. Proantocianinas
Ceruloplasmina .
. Estilbenos
Lactoferrina .
. Quinonas
Albumina .
- ) Tocotrienoles
La bilirrubina .
PO Coumarinas
Acido urico ) .
. VitaminaEy C
Melatonina
PN Caroteno
Acido urico .
) Oligoelementos (Se, Zn,
Macros y microelementos (Zny
Se) Mgy Cu)

Oxilia et al. (2010)

Especies vegetales alimenticias
Especies de plantas cultivadas que son parte de la biodiversidad que actualmente no
son apreciados por los consumidores debido a diversos factores -agrondémicos,

genéticos, comerciales, econdmicos, sociales, entre otros-.

Debido a su poco conocimiento, los agricultores los cultivan menos por su falta de
competitividad con relacion a otras especies. Sin embargo, muchas especies
subutilizadas son una fuente importante de nutrientes que mejoran nuestra dieta y por

ende nuestra salud. (Padulosi y Hoeschle-Zeledon, 2004)

Aunque México es un pais megadiverso en especies vegetales, no se conocen muchas
de éstas en todo el pais, entre tantos frutos seleccionamos aquellos que consideramos

accesibles para su consumo; nanche, huaya y chicozapote.



Nanche (Byrsonima crassifolia)

El nanche es un fruto amarillo que se conoce como nance, nantzin, changunga, chi,
chengua, entre otros; es originario de América tropical y nativo del sureste de México,
del vocablo nahuatl nantzincoyotl que significa “fruto acido de las madres o ancianas”.

Esta especie vegetal pertenece a:
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Familia: Malpighiaceae
Género: Byrsonima

En México se encuentra en la zona tropical (Tamaulipas, San Luis Potosi, Veracruz,
Tabasco, Yucatan, Quintana Roo, Sinaloa, Nayarit, Michoacan, Guerrero, Oaxaca y

Chiapas), es cultivada en la costa de Nayarit.

Arbol de 2 a 15 m de altura con tronco color café oscuro, hojas alargadas y simples de
5 por 2 cm con forma eliptica color verde oscuro. Presenta flores en racimos de 12 cm
de largo y frutos de 10 a 15 cm de largo color amarillo (Figura 1) ligeramente naranja

con pulpa agridulce y rodeado por 1 a 3 semillas blancas (Jaime, 2009).

Figura 1. Frutos de nanche.



En cuanto a sus propiedades medicinales, el nanche es bueno para aliviar problemas
estomacales, ginecoldgicos, antiséptico, infecciones renales, antipiréticas vy

astringentes.

Huaya (Melicoccus bijugatus)
Arbol originario de América Central, en México abunda en los estados de Yucatan,
Quintana Roo Campeche; los frutos tienen un sabor agridulce y funcionan como

laxantes.
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Familia: Sapindaceae
Género: Melicoccus

Por sus propiedades medicinales es utilizado para combatir el cancer, infecciones

urinarias y bronquiales.

Figura 2. Pulpa y cascara de huaya.

Chicozapote (Manilkara zapota)
Arbol de hasta 40 m de altura y frutos ovados de color pardo, pulpa carnosa y dulce con
semillas negras y brillantes (Figura 3). Originario de Mesoamérica, climas semicalido y

célido. Esta especie vegetal y alimenticia pertenece a:
Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta



Clase: Magnoliopsida
Familia: Sapotaceae
Género: Manilkara

Por sus propiedades medicinales se utiliza para problemas digestivos, insomnio,

hemorragias vaginales, quemaduras, tratamiento de la tuberculosis y presion alta.

Figura 3. Fruto de chicozapote.

Metodologia

a. Recoleccion del material vegetal.

Las especies vegetales chicozapote (Manilkara zapota), huaya (Melicoccus bijugatus) y
nanche (Byrsonima crassifolia) fueron obtenidos en la Central de Abasto de Ecatepec
ubicada en Avenida Carlos Hank Gonzalez (AV. CENTRAL), Colonia Santa Cruz Venta
de Carpio en el Municipio de Ecatepec de Morelos, Estado de México. Se seleccionaron
cuidadosamente aquellos frutos que no presentacion alteracién morfolégica visible, ni

indicios de afecciones patdgenas.
b. Preparacion del material vegetal fresco.

A 1g de materia vegetal fresco fue colocado en un tubo de ensaye se le agregé 10 mL
de metanol acuoso al 80%; la suspension fue agitada ligeramente, los tubos fueron
sonicados por 15 min a temperatura ambiente; posteriormente se dejaron reposando los
extractos por 24 h. Los extractos metandlicos fueron filtrados y centrifugaos por 10 min
a 1500 rpm, los sobrenadantes fueron colectados y mantenidos a 4°C pasa su posterior

uso en las proximas 24 h (Wojdylo et al., 2007).



c. Estimacion del contenido de flavonoides.

Se empleé el método colorimétrico descrito por Chang et al. (2002) con cloruro de
aluminio; en donde a se tomaron 0.5 ml del sobrenadante de los extractos metandlicos
previamente preparados, se le agregd 1.5 mL de metanol (MeOH) acuoso al 95% (v/v),
0.1 mL de cloruro de aluminio al 10% (AICls, p/v), 0.1 mL de acetato de potasio (0.1 M)
y 2.8 mL de agua destilada. La mezcla es agitada y se incuba por 30 min a temperatura
ambiente transcurrido el periodo de incubaciéon se lee la absorbancia a 415 nm en un
espectrofotometro Genesys 10S. Para su cuantificacion se elaboré una curva patron de

la flavona quercetina de (0 - 300 mg/L).

Los resultados de del contenido de flavonoides totales se reporta como mg equivalentes
de quercetina en 100 g”' de peso fresco (mg EQ100 g-1 p.f.). Los resultados se
presentan con la media + desviacién estandar (DE, n=3). El contenido total de

flavonoides se cuantifico empleando la siguiente formula:

Abs — b
(T& )‘*wo

mg de quercetina
100 g de pf

Ecuacion 1. Determinacion de flavonoides.
En donde:

Abs = absorbancia de la mezcla después de adicionar la muestra o estandar.
b = ordenada al origen de la curva estandar.
m = pendiente de la curva estandar.

C = concentracion de la muestra (g/L).

d. Determinacion de fenoles totales.



Se utilizé el método espectrofotométrico descrito por Folin y Ciocalteau, (1927) con
algunas modificaciones de Madahuijith y Shahidi, (2005); esta técnica se fundamente en
el caracter reductor del reactivo Folin-Ciocalteu, con coloracion azul. De las muestras
previamente preparadas (extractos MeOH, apartado 1.2.) se tomaron 0.5 mL a los
cuales se les agregdé 0.5 mL del reactivo Folin-Ciocalteu [0.2N] y 4 mL de Na,COs;
[0.7M], la mezcla fue agitada vigorosamente en vortex e incubada a temperatura
ambiente y en oscuridad durante aproximadamente 2 horas. Una vez finalizada la
incubacion, la mezcla se analizé en un espectrofotometro Genesys 10S a una A de 765
nm, registrando de este modo su absorbancia. El blanco empleada fue agua, siguiendo

la misma metodologia antes descrita.

El control empleado fue acido galico (0 — 400 mg/L). Las pruebas se realizaron
por triplicado; los resultados se reportan como el promedio de las mismas con su
respectiva desviacién estandar. Los resultados se expresan en mg equivalentes de
acido galico en 100 g™ de peso fresco (mg EAG 100 g p.f.). Calculados mediante la

siguiente formula:

(Abs - b)

mg de acido galico

T—=[=]
[C] g de peso fresco

Ecuacion 2.Cuantificacion de fenoles totales.

En donde:

Abs = absorbancia después de adicionada la muestra a analizar o la referencia.
m = pendiente de la curva estandar.
b = ordenada al origen de la curva estandar.

C = concentracion de la muestra (g/L).
e. Contenido de carotenoides

Se cuantificé el contenido total de clorofila y carotenos de acuerdo al método propuesto por
Lichtenthaler (1987). A 10 mL de acetona al 80 % se afiadieron a 10 mL de jugo, la solucién se
filtr6 y se obtuvo la absorbancia a 663, 646 y 476 nm, con acetona como blanco. Las

concentraciones se calcularon con las siguientes formulas:



Clorofila a (Ca) = 12.25 A663 - 2.79 A646

Clorofila b (Cb) = 21.50 A646 - 5.10 A663

Clorofila total (Ca + b) = 7.15 A663+18.71 A646
Carotenos = (1000 A476-1.63 Ca-104.96 Cb) (221-1)

f. Determinacion de la actividad antioxidante por el método ABTS (Acido 2,2’-

azino-bis(3-etilben-zotiazolin)-6-sulfénico).

La AAO y el porcentaje de inhibicién se determinaron usando la metodologia descrita
por Re et al. (1999). Se prepard una solucion del radical ABTS- (7 mM) con persulfato
de potasio (K2S204, 2.45 mM); la mezcla se deja en reposo a temperatura ambiente
(25 °C), en oscuridad durante aproximadamente 16 h antes de poder empleado en los
analisis siguientes, la coloracién el azul/verde intenso que permanece estable durante
las primeras 48 horas, después de su preparacion. Una vez formado el radical libre de
ABTS-, se diluye con cantidad suficiente de etanol (a 1 ml del radical se le adicionan de
75 a 100 ml de EtOH) hasta lograr obtener una absorbancia de 0.7 + 0.1 a una longitud
de onda de 734 nm a una temperatura media de 30°C. Una vez cumplido este obijetivo,
se tomd 1 ml del radical asi formado, se coloco en tubos de ensaye y se le adicionaron
10 uL de las muestras previamente preparadas (extractos metandlicos). La mezcla fue
agitada vigorosamente en un vértex y posteriormente se incubo en bafio maria a 30°C.
Finalmente se tomaron lecturas de absorbancia a » 734 nm de las mezclas a los

minutos 1y 7 después de la incubacion.

Resultados

Se buscaron frutos homaélogos a los seleccionados para el estudio; el kiwi, zapote y la
acerola pertenecen a la misma orden que el chicozapote, jocote y nanche,
respectivamente. Se espera obtener mejores resultados de las propiedades
fitoquimicas en los vegetales estudiados comparados con los frutos antes

mencionados.

La grafica 1 muestra el contenido de fitoquimicos del nanche, mismos que se estan

comparando con otras frutas.
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Existen estudios que demuestran una relacién directa del contenido de fenoles con la
actividad antioxidante. El cuadro 3 muestra la actividad antioxidante y el porcentaje de

inhibicion de radicales libres de fruto comestible nanche.

Cuadro 3. Actividad antioxidante por ABTS del extracto de nanche.

ABTS*
FRUTO 7 min
ANO % de inhibicion
(mgET 100 g p.f.)
Nanche 234.77 = 4.5 40.32+0.8

“Los resultados se reportan media = DE.

Conclusiones
El fruto de nanche presenta contenido de fenoles y flavonoides; en consecuencia

presentan actividad antioxidante o potencial secuestrador de radicales libres; los frutos



de caracter alimenticio constituyen una fuente importante de compuestos bioactivos y/o
fitoquimicos con diferentes actividades bioldgicas, entre las que destacan la actividad
antinflamatoria, anticancerigena, antimicrobiano, antioxidantes, etc.; ademas de que
son importantes para contrarrestara efectos de desnutricion en la poblacion; de aqui la
importancia de estudiar y realizar investigaciones que contribuyan al incremento del

conocimiento de estas especies vegetales alimenticias.
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