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INTRODUCCION




Introduccién

A través del tiempo el ser humano ha dado uso a extractos provenientes
de la flora que le rodea, los que aun no eran comprendidos en su totalidad, han
reportado a través de la historia beneficios a su salud. La comunidad cientifica
se ha dado a la tarea de confirmar y determinar estas aseveraciones mediante
el uso de distintos métodos analiticos, los cuales no solo determinan la eficacia
de estos extractos, sino que ademas determinan sus distintas propiedades fisico-
quimicas, con el fin de que puedan ser utilizadas de la manera mas

efectivamente posible.

Dentro de este gran grupo se encuentra la especie conocida como Genipa
americana L. (Jagua), la cual es un arbol nativo del bosque amazénico, donde
sus flores, frutos e inclusive su tronco, son usados desde la construccion de
hogares hasta la elaboracién de colorantes a partir de sus extractos, los que
ademas son utilizados con fines médicos-farmacoldgicos, ya que a partir de la
identificacion de sus diversos componentes se ha confirmado que estos

pudiesen contribuir de alguna manera al desarrollo de nuevos medicamentos.

En este proyecto se evaluara la actividad antioxidante de los extractos de
frutos verdes de Genipa americana L. obtenidos por distintos métodos,
determinando asi el procedimiento mas apropiado para dicha extraccion y
posterior comparacion, asi como, usos que podrian tener los extractos de este

vegetal.



La estructura del trabajo la conforman cinco partes, divididas en capitulos,
la primera que abarca los capitulos | y Il se desarrollaran los antecedes y
conceptos respectivamente, en éstos se mencionaran los aspectos del fruto a
estudiar y conceptos tales como antioxidantes, especies oxidantes, capacidad
antioxidante, entre otros. La segunda parte conformada por los capitulos lll y IV,
donde se describe los métodos e instrumentos utilizados para la obtencion del
extracto y su posterior evaluacion de su capacidad antioxidante. La tercera;
capitulo V y VI, trata las conclusiones y recomendaciones. La cuarta y quinta

parte recogen las referencias y anexos en los capitulos VIl y VIII respectivamente.



OBJETIVOS




Objetivos

Objetivo General

e Determinar la capacidad antioxidante de los extractos de frutos verdes de

la Genipa americana L.

Objetivos Especificos

¢ Indicar el método de extraccidbn mas apropiado entre: maceracion, reflujo

y Soxleth.

e Obtener el extracto de frutos verdes de Genipa americana L.

e Determinar la capacidad antioxidante del extracto obtenido.

e Comparar los resultados obtenidos sobre capacidad antioxidante de frutos

verdes con valores ya reportados sobre los frutos maduros.

Xl



Justificacion

La Republica Dominicana es un pais que no queda rezagada en el interés
por la investigacién de sustancias naturales provenientes de vegetales; que en
los ultimos afios presenta un evidente crecimiento debido al descubrimiento de
compuestos que presentan beneficios a la salud humana, asimismo este
aumento en las investigaciones es debido a la percepcion del consumidor de que
las sustancias naturales a diferencia de las sintéticas no presentan resultados

adversos al ser consumidas.

Nuestro pais cuenta con una amplia biodiversidad y es pertinente el
estudio de estas sustancias en relacion a la posible aplicacion en mejoras de la
salud de los habitantes de nuestra nacién, ya que se presentan patrones de alta
incidencia de enfermedades relacionadas con la deficiencia de antioxidantes,
siendo una de estas el cancer, el cual representa la tercera causa de mortalidad
en nuestro pais, en donde 15 de cada 100 personas fallecen a causa de esta

enfermedad.

Es debido a las razones anteriormente mencionadas por lo que es

necesario buscar nuevas opciones para la resolucion de los problemas

planteados y la realizacion de este trabajo de investigacion.

Xl
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CAPITULO I: ANTECEDENTES

.1 Genipa americana L

La Genipa americana, también conocida como Huito, Caruto, en nuestro pais
como Jagua, se encuentra ampliamente distribuida en el area tropical y subtropical de
Ameérica Latina, en paises de donde es nativa o ha sido introducida, un area que va desde
México y toda la region de América del Sur, incluyendo la regién del Caribe, con la
excepcion de Jamaica. Se cree que es procedente de la region noreste de América del

Sur, con especial distincion la region del Amazonas.

Fig. 1. Areas de distribucion de la Genipa americana L.
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El arbol muestra preferencia a suelos que posean un pH ligeramente acido,
arcilloso y con buen contenido de nutrientes, aunque se debe destacar que puede crecer
en un amplio rango de suelos; soporta un indice de precipitacién que va desde 800 a
4,500 mm y una temperatura promedio de entre 18 y 28 °C, crece en elevaciones que
van desde el nivel del mar hasta los 1,200 metros. La Genipa americana es un arbol que
oscila entre 8 a 20 m de altura, sin embargo, se encuentran especimenes de hasta 30

metros. El diametro del tronco es de 30 a 80 cm y posee una corteza gruesa y suave.

Fig. 2. Fruto verde Genipa americana L.

Fuente: Perez & Veloz, 2016

Su fruto es grande, tipo baya, de 9 a 15 cm de largo, 7 a 9 cm de ancho, con un
peso entre 200 y 400 g; tiene una cascara delgada y corrugada de 1 a 2 cm de espesor,
y su pulpa es de color amarillo-marrén. La cavidad central contiene hasta 300 semillas,

encerradas en las membranas, las cuales son duras, planas y de color marrén oscuro.



Fig. 3. Descripcion de Genipa americana L.

Familia Rubiciae
Género Genipa
Especie Americana

Jagua, juito, huito y genipa (en Latinoamérica y areas
Nombres ~ _ ent ! ,
Comunes espafiolas), genipap y genipa (ingles), bois de fer (frances)

y genipapo (portugués)

Fuente: UNCTAD, 2005

[.2 Usos comunes de la especie

Tradicionalmente, muchas de las partes del arbol han sido utilizadas y convertidas
en colorantes, siropes, ingredientes de uso farmacéutico, fungicidas, bebidas, licores,
antibiéticos; entre otros usos. Estas practicas se dieron inicialmente en areas remotas de

Latinoamérica, especificamente en el Amazonas.

Los principales usos de la especie han sido la utilizacion de madera para hacer
lefia, construccion de casas y elaboracién de muebles; la corteza de la que se extraen
taninos; su fruta que no posee un valor comestible, aunque se le atribuyen propiedades
medicinales, especialmente como un recurso natural alto en hierro, rivoflabina (vitamina

B2), sustancias antioxidantes y antibacteriales.

En la siguiente tabla se hace un detalle de los usos por cada uno de sus

componentes utilizables.



Fig. 4. Usos de la Genipa americana L.

A. Madera e Combustible: lefa, carbén

e Construccion: construccion rural

e Herramientas agricolas: brazo de arado, mango para
herramientas

e Maderable: cajas, culatas, arcos de barriles, carretas,

entre ofros...

B. Corteza e Curtiente: curtiente de cueros
e Medicinal: infusibn empleada para el remedio de la

gonorrea

C. Flor e Aromatizante: extraccion de aceites esenciales para
elaboracién de fragancias

e Melifera: apicultura

D. Fruto e Colorantes: tinte negro

e Comestible: elaboracion de dulces, bebidas
refrescantes y fermentadas

e Insecticida: utilizada por los indigenas como repelente
de insecto (debido a su contenido de fenoles)

e Medicinal: astringentes, antiinflamatorias y anti

anémicas

Fuente: Perez & Veloz, 2016

[.3 Valor nutricional

La escasez de informacion de caracter investigativo sobre las caracteristicas
quimicas del fruto, dificulta la comparacion de estos valores, por lo que se tomara como
referencia la investigacion patrocinada por las Naciones Unidas en el afio 2005 titulada

“United Nations Conference on Trade and Development”, la cual reine informacién sobre
5



los paises en los que se encuentra la Genipa americana L. y presenta valores ya
promediados de toda la region. Lo cual supone que debido a los diferentes medios (suelo,
pH e indice de precipitacién) en que se puede encontrar este fruto el mismo tendra una
variacion en su composicion, en esta investigacion se presentan parametros como
porcentaje de humedad, carbohidratos, proteinas, lipidos y calorias, ademas de esto
también se muestra la cuantificacion de fibra dietética, calcio, fosforo, hierro, vitamina B,
vitamina B2, vitamina C (acido ascorbico), por lo que se asume que presentara una
aproximacion mas realista en cuanto a lo que pudiésemos hallar en nuestro pais, debido

a gue no se han realizado investigaciones de rigor cientifico a este fruto.

El porcentaje de humedad obtenido por distintas investigaciones fueron de
aproximadamente entre un 65-75%, lo que respalda los parametros establecidos por las
Naciones Unidas, asimismo se reportaron valores de 20.53% de carbohidratos, siendo
estos lo mayores contribuyentes a las calorias aportadas por esta fruta que es de
aproximadamente 99 kilocalorias por cada 100 gramos de fruto (99kcal/100g), esto
debido a un bajo valor en lipidos y proteinas, siendo los primeros de 1.60% y los ultimos
de solo un 0.67%. (Djerassi, Gray, & Kincl, 1960) (Barbosa, 2008) (Sousa & Zerlotti,

2014).

La siguiente tabla presenta el valor nutricional por cada 100g de pulpa comestible

del fruto Genipa americana L.



Tabla.1. ANALISIS ALIMENTARIO POR CADA 100G DE PULPA COMESTIBLE

Calorias 113
Humedad 67.6¢
Proteinas 529
Lipidos 0.3g
Glicerina 25.79
Fibra 949
Cenizas 129
Calcio 40.0 mg
Fosforo 58.0 mg
Hierro 3.6 mg
Vitamina B 0.04 mg
Vitamina B2 0.04 mg
Niacina 0.50 mg
Acido
Ascorbico 33.0mg

Fuente: UNCTAD, 2005

I.4 Composicion quimica

Los investigadores han mostrado un gran interés en el estudio de la constitucién
quimica de la Genipa americana L. y en general de las gardenias, como resultados se
han reportado efectos al bienestar del ser humano, al haber ensayado con componentes
procedentes del metabolismo secundario de las plantas y/o vegetales, tales como

iridoides, monoterpenos, compuestos fenolicos, vitaminas, entre otros.



A continuacion, se muestra en detalle algunos de los compuestos aislados e

identificados en la actualidad de la Genipa americana L.:

Lipidos: &cidos grasos Yy fitoesteroides como la ergosta-4, 6,22-trieno, 4,4-
dimetilcolesta-6,22,24-trieno,  B-sitosterol, tremulona, campesterol vy
estigmasterol.

Compuestos fendlicos: 6,7-dimetdxi-cumarina, taninos.

Iridoides: genipdsido, &cido genipinico, tarenosideo, gardenosideo,
gardenodiol, shanzhisideo, éster acetilico de acido desacetilasperulosidico,
entre otros.

Monoterpenoides: genipacetal, genipanol

Compuestos volatiles: 2,4-octadieno, estireno, heptadienal, 2,3-dimetil-2-
ciclopenteno-1-ona, acido hexandico, nonanol, octanoato de metilo,
metilbenzaldeido, &cido octandico, acido 2-metil-butanaoico.

Alcaloides: cafeina.

Acidos y alcoholes organicos: manitol, acido tartarico.

Otros: hidantoina.

1.5 Estudios sobre la especie

La Genipa americana se caracteriza por la presencia de iridoides (ver Anexo II),

estos conforman el grupo mas grande de monoterpenoides y se caracterizan por tener

en su estructura un anillo ciclopentan-dihidropirano. Se pueden clasificar como no

glicosilados, glicosilados y secoiridoides. (Sousa & Zerlotti, 2014).



De estos el que en mayor proporcion se encuentra es la genipina; la cual fue
aislada por primera vez en Brasil (Djerassi, Gray, & Kincl, 1960), y su estructura fue
determinada en el afio siguiente (Djerassi, et al., 1961) . A medida que ha transcurrido el
tiempo se efectuaron numerosas investigaciones en torno a este compuesto y al que se
han atribuido diversos efectos farmacoldgicos, tales como el de hepatoprotector,
antinflamatorio, anticanceroso, antitrombaético, antibacterial, antidiabético, antidepresivo,
neuroprotector, asi como de reducir el riesgo de gastritis y revertir lesiones gastricas.

(Tenesaca, 2012).

Ademas de las mencionadas propiedades, también ha sido usada como agente
entrecruzante en ingenieria de tejidos y como reactivo en ensayos colorimétricos para la

identificacion de aminoéacidos. (Tenesaca, 2012)



CAPITULOQO II: CONCEPTOS

[1.1 Antioxidantes

Inicialmente se definié antioxidante como un producto quimico que previniera los
efectos del oxigeno; en un principio sus aplicaciones estuvieron mas inclinadas hacia los
procedimientos industriales, pero la ciencia no tardd mucho tiempo en descubrir la
eficiencia de las vitaminas A , C y E como antioxidantes, lo que significo toda una
revolucion en la comunidad cientifica ya que rompié los conceptos biolégicos imperantes
hasta el momento y se abrié un nuevo campo de estudio, el cual hasta hoy en dia esta

encargado de determinar cual es el papel que cumplen estas sustancias en el organismo.

En la actualidad se define como antioxidante a aquellas sustancias naturales o
sintetizadas que cuando se encuentren en presencia de un sustrato oxidable, retardan o
previenen la oxidacion del sustrato a través de mecanismos muy diversos. (Halliwell &

Gutteridge, 1989)

[1.1.1 Clasificacion de los antioxidantes

Los antioxidantes generalmente se pueden clasificar en dos grandes categorias
segun su procedencia, en naturales si proviene de medios naturales (alimentos) o

sintéticos en caso de ser elaborados por el ser humano.
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En la industria los primeros antioxidantes utilizados fueron de origen natural, los
que, con el paso del tiempo estos se sustituyeron por sustancias sintéticas, las cuales
reducian costos, tenian una pureza controlada y al poseer ese control en la pureza se

tenia una capacidad antioxidante mas uniforme.

Contradictoriamente en los ultimos afios se ha destacado una tendencia de alza
en el uso de antioxidantes naturales, ya que se ha puesto en tela de juicio por usuarios
el uso de los aditivos de origen sintético, los cuales han creado dudas en el consumidor

debido a su relacién con la aparicion de diversas enfermedades. (Criado, 2009)

De igual manera surgen otros tipos de clasificaciones, las cuales subdividen estas
sustancias de amplio espectro de acuerdo a si son originados en el organismo o
provienen de fuentes externas, es decir de alimentos, aunque estas dos clasificaciones
son las que con regularidad encierran el amplio espectro de estas sustancias, se suele
utilizar una tercera clasificacion llamadas fotoquimicos, la cual es exclusiva de los

vegetales. A continuacion, se definen cada una de ellas:

e Vitaminas antioxidantes o antioxidantes exdégenos: dentro de estas podemos

encontrar las vitaminas A, E, C, acido félico, entre otras, que nuestro cuerpo las
puede adquirir mediante la ingesta de comidas o suplementos en nuestra dieta

diaria.

e Enzimas antioxidantes o antioxidantes enddégenos: son las enzimas

encargadas de proteger las células contra el estrés oxidativo, dentro de estas
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podemos encontrar la superéxido dismutasa (SOD), glutation, catalasa, entre otras.
Estas enzimas también requieren de cofactores tales como selenio, hierro, cobre,

zinc, y manganeso para la actividad catalitica 6ptima.

e Fotoquimicos oxidantes: son los antioxidantes utilizados naturalmente por las

plantas para protegerse de los radicales libres generados mayormente por los
rayos ultra violeta. Estos se dividen en 3 categorias: carotenoides, sulfuro de alilo

y polifenoles.

Fig. 5. Ejemplos de antioxidantes segun su clasificacion

Exdgenos Endogenos Cofactores
Vitamina E Glutation Cobre
Vitamina C Coenzima Q Zinc
Beta-caroteno Acido tioctico Manganeso
Flavonoides Enzimas: superoxido dismutasa Hierro
) catalasa ,
Licopeno glutation peroxidasa Selenio

Fuente: Criado, 2009

[1.2 Oxidacidén

La oxidacidn es una reaccion quimica de transferencia de electrones a partir de
una sustancia a un agente oxidante (Chang & Goldsby, 2013). Las reacciones de
oxidacion pueden producir radicales libres que a su vez pueden iniciar una reaccion en

cadena; por lo que la funcion de los antioxidantes es terminar estas reacciones en cadena,
12



mediante la eliminacion de radicales libres intermedios y la inhibicion de otras reacciones

de oxidacion.

[1.2.2.1 Radicales libres

Son aquellas moléculas inestables y muy reactivas, que poseen un electréon
desapareado. Para conseguir la estabilidad modifican a moléculas de su alrededor
provocando la aparicién de nuevos radicales. Como consecuencia, se desencadena un
ciclo en el que se dafiara a una cantidad indefinida de células y el cual puede ser infinito

si no intervienen los antioxidantes.

El metabolismo de los alimentos, la respiracion y el ejercicio; son ejemplos de
procesos normales del organismo que producen radicales libres, de igual manera, se
producen en el ambiente como consecuencia de la polucién industrial, radiacion,

medicamentos, aditivos quimicos en los alimentos procesados y pesticidas.

No todos los radicales libres son peligrosos, por ejemplo, las células del sistema

inmune crean radicales libres para matar bacterias y virus, de no haber una regulacién

por parte de los antioxidantes, también podrian verse afectadas células sanas.

Entre los dafios que pueden producir los radicales libres a nivel celular se pueden

citar los siguientes:
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 Atacan a los lipidos y proteinas de la membrana celular por lo que la célula no

puede realizar sus funciones vitales.

 Atacan al ADN impidiendo que tenga lugar la replicacién celular y contribuyendo

al envejecimiento celular.

[1.2.2 Estrés oxidativo

Las células cuentan con un mecanismo de proteccion, pero cuando este sistema
falla, se produce un desequilibrio que produce la generacion de especies oxidantes,
produciendo lo que conocemos como el estrés oxidativo, que es el proceso donde las

especies reactivas del oxigeno atacan los lipidos, inactivan proteinas o dafian el ADN.

El estrés oxidativo es causado por un desequilibrio entre la produccion de especies
reactivas del oxigeno (ERO) y la capacidad de un sistema biolégico de detoxificar
rapidamente los reactivos intermedios o reparar el dafio resultante. Una oxidacion
moderada provocada por este fendmeno puede desencadenar la apoptosis, mientras que

si es muy intensa podria provocar la necrosis.

Las ERO pueden ser clasificadas de acuerdo a si son radicales o no radicales, a

continuacion, se muestra dicha clasificacion:

e Radicales: ion superoxido (Oze), radical hidroxilo (eOH), alcoxilo (ROe),

peroxilo (ROOe) y 6xido de nitrégeno (NOe)
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e No radicales: peroxido de hidrégeno (H202), oxigeno singulete Oz y

peroxinitrito (ONOO).

I1.2.3 Mecanismo general de los antioxidantes

Cada antioxidante posee una afinidad hacia un determinado radical libre o varios
de ellos; por lo que, unos actian impidiendo la formacién de los radicales libres y/o
especies reactivas (sistema de prevencidn), otros inhiben la accion de los radicales libres
(sistema barredor) y, por ultimo, algunos favorecen la reparacion y la reconstitucion de
las estructuras biolégicas dafiadas (sistema de reparacion). En el caso de las enzimas
antioxidantes es necesaria la incorporacién de ciertos oligoelementos, también llamados
cofactores, tales como el cobre, hierro, zinc, selenio y manganeso para que estas puedan

desarrollar su efecto protector.

A continuacion, se presenta como describieron Gutteridge & Halliwell (1994), el

mecanismo general de los antioxidantes:

Re + AH --> RH + Ae

En donde Re es la especie reactiva del oxigeno, AH es el antioxidante, RH es el

producto del desplazamiento de la especie reactiva del oxigeno y Ae un nuevo radical.

La teoria detras de los antioxidantes es que el radical libre de la especie reactiva
del oxigeno se transforme en la molécula RH y esta a su vez libera un nuevo radical Ae,

el cual a diferencia del radical Re, no es una especie lo suficientemente reactiva para
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seguir dando lugar a reacciones de propagacion, y se destruye o une con otro radical

libre, dando entonces una molécula estable. (Gutteridge & Halliwell, 1994)

II.3 Capacidad Antioxidante

Partiendo de la definicion de antioxidante mostrada en el presente trabajo,
definimos capacidad antioxidante como la relacion del extracto obtenido y su disposicion
de impedir la oxidacién del sustrato con el que entra en contacto. Esta capacidad
antioxidante no puede ser medida directamente, los métodos utilizados miden el efecto

que ha de tener el compuesto para prevenir o impedir la oxidacion.

Tomando en consideracion la reaccion quimica que ocurre al momento de entrar
en contacto el sustrato oxidable y la sustancia antioxidante, se puede asignar dos
categorias de ensayo para la determinacion de la capacidad antioxidante, la primera en
la que se realiza una transferencia de atomos hidrogeno (HAT), y la segunda se basa en

la medicion de trasferencia de electrones (ET).
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Fig. 6. Clasificacion de los modelos de ensayo in vitro segin su modo de
reaccion ET o HAT

Clasificacion Ensayo

Ensayos basados en | a) Acido2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin
la transferencia de -6-sulfonico (ABTSe+)
electrones (ET) b) 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPHe )
c) Poder de reduccion antioxidante del
hierro (FRAP)
d) N,N-dimetil-p-fenilendiamina (DMPD)
e) Capacidad de reduccion antioxidante

del cobre (CUPRAC)

Ensayos basados en |a) Capacidad de absorcion del radical

la transferencia de oxigeno (ORAC)
atomos de b) Pardmetro antioxidante de captura de
hidrogeno (HAT) radicales (TRAP)

¢) Inhibicién de la oxidacion del acido
linoleico
d) Inhibicién de la oxidacién de los lipidos

de baja densidad (LDL)

Fuente: Tovar, 2013
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En la siguiente figura se muestran las reacciones generales especificas de los

ensayos antes descritos:

Fig. 7. Reacciones para la determinacion de capacidad antioxidante de
ensayos ET y HAT

Ensayos ET

Oxidante ~ proveniente del Oxidante , Antioxidante
(prueba) antioxidante reducido oxidado
Ensayos HAT

ROO + AH = ROOH + A

A + ROO = ROOA

Fuente: Huang, Ou, & Prior, 2005
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SEGUNDA PARTE
METODOS, INSTRUMENTOS, EXPERIMENTOS Y RESULTADOS

19



CAPITULO lll: METODOS E INSTRUMENTOS

l1l.1 Lugar de la investigacion

Este proyecto de investigacidon se dividié en dos etapas, la primera fue realizada
en las instalaciones de la Universidad Nacional Pedro Henriquez Urefia, en donde se
efectud todo lo concerniente a la preparacion de la muestra, y una segunda etapa que
consistié en la determinacién de la capacidad antioxidante, la cual fue elaborada en las

instalaciones de la Universidad Autbnoma de Santo Domingo (UASD).

l1l.2 Seleccidn de la Especie

Se recolectaron los frutos verdes de Genipa americana L. en San Francisco de
Macoris, provincia Duarte, Republica Dominicana. Como medida de preseleccion se
tomaron frutos que presentaron buen aspecto visual, es decir, que no mostraron ningun
tipo de magulladuras o marcas en sus cascaras y fuesen del mismo productor, a fin de
tener una mejor referencia en cuanto a la relacion de los resultados a obtener y las
condiciones del medio en donde se desarrolla el fruto, ya que la variacion en el pH del
suelo, precipitacion de agua recibida, y demas factores podrian afectar la composicion
del mismo y por lo tanto de alguna manera podria verse reflejado en los resultados a

exponer. (ver Anexo 1)
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l1l.3 Preparacion de la Muestra

111.3.1 Secado

El secado es el proceso que implica la eliminacion de agua de una muestra.
Dependiendo del resultado deseado, esta puede realizarse de dos maneras, una
desecacion lenta, en la cual se busca estimular la accion enzimatica y una desecacion
rapida a fin de evitarla. En general el proceso de desecado puede dividirse en dos

categorias:

e Secado Natural

Es un proceso lento y econdmico que consiste en dejar que la muestra de manera

natural, evapore lentamente el agua contenida.

e Secado Artificial

Es generalmente el método mas adecuado para la desecacion de una muestra ya
que es de corta duracién y muy util en situaciones en donde la humedad de la muestra
sea elevada. Consiste en la aplicacion de una temperatura controlada por medio de la
utilizacion de tuneles de secado, estufas al vacio, torres de secado, entre otros equipos.
Se toma como regla general que las hojas, flores y frutos deben secarse entre 20 y 40

°C, mientras que las cortezas y raices entre 30 y 65 °C. (Evans, 1991)
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En el secado artificial se hace constancia de la existencia de mas métodos, como
la liofilizacion, que se caracteriza por sublimar el hielo de un producto congelado. Frente
a meétodos tradicionales ésta presenta ventajas debido a que la baja temperatura impide
la alteracion de cualquier componente con sensibilidad al calor, mantiene de mejor
manera las caracteristicas y aspecto original del alimento, la humedad residual es baja,
a su vez presenta los inconvenientes de que requiere de una gran inversion en equipos
y de costo energético. Es por estos ultimos inconvenientes, por lo que no se utilizé este

método.

Materiales y equipos

e Balanza Analitica.
e Agua destilada.

e Horno de Calefaccion.

e Rayador.
e Espatula.
e Beaker.

e Sacos.

e Caja de carton.

Procedimiento

El procedimiento a seqguir sera divido en dos vertientes, que dependera del
meétodo utilizado. A continuacion, se detallaran las instrucciones a seguir para
ambos métodos.
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e Secado natural

1. Pesar los frutos.
2. Exponer los frutos al ambiente.

3. Pesar los frutos para comprobar la eliminacion de masa de agua.

e Secado artificial

1. Pesar los frutos.
2. Colocar los frutos en el horno calefactor por un tiempo y temperatura
determinados.

3. Pesar los frutos para comprobar la eliminacion de masa de agua.

[11.3.2 Extraccion

Es el proceso en el que se realiza una separacion de sustancias en una muestra,
por la aplicacion de uno o varios solventes, en el cual se obtendran al menos dos
componentes, el extracto, que es la solucion diluida en el solvente y su residuo, que son

aguellos componentes no solubles en el solvente 0 mezcla de estos utilizados.

La velocidad y la eficiencia de la extraccion es afectada por diversos factores,

principalmente por aquellos que afectan la solubilidad directamente, tales como la

temperatura, concentracion del solvente, tamafio de particulas, porosidad y agitacion.
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En la siguiente tabla se muestran algunos de los solventes utilizados con

regularidad en extraccion organica y sus respectivos puntos de ebullicion.

Tabla 2. PUNTO DE EBULLICION DE SOLVENTES COMUNMENTE UTILIZADOS

Solvente Temperatura
Ebullicion (°C)
Eter etilico 34.6
Diclorometano 39.6
Eter de petrdleo 30-40
Cloroformo 61.2
Metanol 64.7
Etanol-Benceno 65
Hexano 68
Etanol tolueno 73
Acetato de etilo 77
Etanol 78.4
Benceno 80.1
Ciclohexano 80.7
Acido formico 100.8
Dioxano 101.1
Tolueno 110.6

Fuente: Perez & Veloz, 2016

Para el proceso de extraccion se considerara la utilizacion de distintos métodos a
fin de determinar cual de estos es el mas conveniente para la obtencién de la muestra y
posterior a esto comparar resultados en cuanto a capacidad antioxidante, los métodos

considerados fueron los siguientes:
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e Extraccion por maceracion.
e Extraccion por reflujo.

e Extraccion Soxleth.

Los solventes mas utilizados para extracciones de iridoides y polifenoles para su
posterior determinacion de capacidad antioxidante son alcoholes (etanol, metanol,
propanol, entre otros), y mezclas de estos con agua a diferentes porcentajes. La
utilizacion de diferentes solventes y métodos afecta considerablemente la cantidad total
de polifenoles e iridoides obtenidos (+ 25%) y la capacidad antioxidante (Hasta en un

30%) en frutas y vegetales. (Tomsone, Kruma, & Galoburda, 2012)

[11.3.2.1 Extraccion Soxleth

El extractor Soxleth es un equipo de vidrio que se utiliza para la extraccion de
compuestos contenidos en un sdlido, a través de un solvente afin. Tipicamente, para una
extraccidon Soxleth se requiere donde el compuesto deseado tiene una solubilidad

limitada en un solvente.

La extraccion Soxhlet se fundamenta en las siguientes etapas:

1. Colocacion del solvente en un balon.
2. Ebullicion del solvente que se evapora hasta un condensador a reflujo.
3. El condensado cae sobre un recipiente que contiene un cartucho poroso con

la muestra en su interior.
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4. Ascenso del nivel del solvente cubriendo el cartucho hasta un punto en que se
produce el reflujo y devuelve el solvente con el material extraido al balon.
5. Se vuelve a producir este proceso la cantidad de veces necesaria para que la

muestra quede agotada. Lo extraido se va concentrando en el balon del

solvente.

Fig. 8. Extractor Soxleth

Salida de agua
e

Refrigerante —=

Entrada de agua

Solvente puro
condensado
Tapon de
algodon
Ensanchamiento™ > Cartucho
Sifon—se- poroso
Ascenso de
Regreso del vapores
solvente +extraido
Calentador

Fuente: Wikispaces, 2015

Su funcionamiento consiste en hacer hervir en el matraz el disolvente con el cual

se va a extraer la materia sélida deseada que se encuentra en la muestra depositada en
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el cartucho del equipo. Los vapores del disolvente ascienden por el extractor y se

condensan en el refrigerante cayendo gota a gota sobre el cartucho.

Materiales
e Muestra.
e Solvente.

e Horno Eléctrico.

e Equipo Soxleth.

e Soportes, aros y pinzas.
e Cristaleria.

e Papel filtro.

e Cuchillo.

e Espatula.

e Balanza Analitica.

Procedimiento

1. Pesar la cantidad de muestra deseada y colocarla dentro del cartucho.
2. Introducir el solvente en el baldn.

3. Montar el equipo de la manera descrita en el diagrama.

B

Iniciar el proceso a la temperatura deseada.
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Al finalizar el proceso se deja enfriar la muestra, se filtra y se guarda en un frasco
que impida la accion de la luz sobre los extractos, a fin de evitar reacciones indeseadas

en el mismo.

[11.3.2.2 Extraccién por reflujo.

El reflujo es una técnica experimental de laboratorio para el calentamiento de
reacciones que transcurren a temperatura superior al ambiente y en las que conviene

mantener un volumen de reaccion constante ya que no permite la pérdida del solvente.

Fig. 9. Diagrama de equipo para extraccion por reflujo.

Fuente: Wikimedia, 2016

Materiales

e Muestra.

e Solvente.

e Pedazo de tela e hilo.

e Balanza analitica.
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e Matraz redondo.
¢ Refrigerante de bolas o de serpentin y mangueras.
e Soportes, aro, nueces y pinzas.

e Horno eléctrico.

Procedimiento

1. Pesar previamente la muestra. De preferencia es que la misma se encuentre
seca.

2. Introducir el material en la bolsa de tela y cerrarla con un hilo.

3. Introducir en el matraz el solvente a utilizar.

4. Iniciar la operacion.

Para la preservacion de la muestra se sigue el mismo procedimiento expuesto en

la seccidon de extraccion Soxleth.

[11.3.2.3 Extraccion por maceracion

Se entiende por maceracién al contacto prolongado durante cierto tiempo de la
muestra solida con el solvente, por lo que es un proceso de extraccion de sistemas solido-
liquido, la cual constituye una mezcla homogénea, debido a la solubilidad presentada por
la materia prima en la solucion extractante. En este método el solvente actlua

simultdneamente sobre todas las proporciones de la muestra. (Trillo, 1993)
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Es el procedimiento de extraccion mas simple. El tiempo de maceracion es diverso.
Las distintas Farmacopeas prescriben tiempos que oscilan entre cuatro y diez dias.
“Cuanto mayor sea la relacién entre el liquido extractivo y la droga, tanto mas favorable

sera el rendimiento”. (Voigt, 1982)

Existen dos métodos de maceracion de acuerdo a la temperatura, caliente y frio,

los cuales seran descritos a continuacion:

e Maceracioén en frio.

Consiste en sumergir el producto en un recipiente con la cantidad suficiente para
cubrir totalmente lo que se desea macerar, esto se lleva a cabo por un lapso de tiempo

largo, dependiendo de la materia prima que se vaya maceratr.

e Maceracion con calor.

Este método consiste al igual que la maceracién en frio en el contacto de las fases,
con la diferencia de la aplicacién de temperatura, o que provoca que el tiempo que se
desea macerar difiere de la maceracién en frio ya que el uso de calor acelera el proceso

de extraccion.

La siguiente tabla presenta las diferentes ventajas y desventajas de los métodos

antes mencionados.
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Fig. 10. Ventajas y desventajas entre la maceracion en frio y caliente

Maceracion en frio

Maceraciéon en calor

Proceso lento

Utilizacién de equipos sencillos

Bajo consumo energético

Preservacion de la mayoria de

componentes en el extracto

Proceso Répido

Utilizacién de equipos

sofisticados

Alto consumo energético

Degradacion de los

componentes termolabiles

Fuente: Perez & Veloz, 2016

Materiales
e Muestra.
e Solvente.

e Frascos ambar.
e Balanza analitica.

e Espatula.

e Horno eléctrico.

e Mortero.
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Procedimiento

1) Pesar la muestra.

2) Agregar el solvente al recipiente en el que realizara la maceracion.

2.1) En caso de ser una maceracion pasiva, solo se afiade la muestra al
recipiente con el solvente y se deja el tiempo ya determinado, agitandolo

de manera esporadica.

2.2) En caso de ser una maceracion con intervencién mecéanica, en primer
lugar, se lleva la muestra al mortero, se agrega solvente y se comprime
suavemente, se agrega nuevamente una cantidad de solvente para

repetir el proceso, este proceso se repite tres veces.

3) Filtrar la muestra pasado 48 horas, usando papel filtro y a éste primer

macerado, se lo almacena protegido de la luz.

4) Repetir el paso dos, tres veces. Con esto se busca obtener la mayor cantidad

de extracto posible a partir de una muestra determinada.
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A continuacion, se presenta un diagrama del trabajo a realizar para la preparacion

de las muestras del fruto para efectuar el proceso de extraccion:

Fig. 11. Diagrama de preparacion de la muestra previo a la extraccion

Seleccion Del Fruto

K——

Pesado

K——=

—

Preparacion de la 5« Corte

muestra seca e Rayado

K—

. Soxleth

Extraccion e Maceracion
e  Reflujo

. Desecado Artificial
Secado . Desecado Natural

Fuente: Pérez & Veloz, 2016
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[ll.4 Determinacion de la Capacidad Antioxidante por el Método DPPHe (1,1-

Difenil-2- picrilhidrazilo).

Este método fue propuesto por Marsden Blois (Blois, 1958), en el cual se demostro
por primera vez la capacidad del radical libre DPPHe para aceptar un atomo de hidrogeno
(He) proveniente de una molécula de cisteina. La molécula 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo
(DPPH) es conocida como un radical libre estable debido a la deslocalizacion de un
electron desapareado sobre la molécula completa, por lo cual la molécula no se dimeriza,

como es el caso de la mayoria de los radicales libres.

La deslocalizacion del electron también intensifica el color morado intenso tipico
del radical, el cual absorbe en metanol a 517 nm. Cuando la solucion de DPPH reacciona
con el sustrato antioxidante que puede donar un atomo de hidrdgeno como se muestra
en la figura No. 12, el color morado se desvanece. El cambio de color es monitoreado
espectrofotométricamente y es utilizado para la determinacion de los pardmetros para las

propiedades antioxidantes.

El tiempo promedio de alcanzar el equilibrio en la reaccion redox es de unos 120
minutos, pero el mismo es modificado a conveniencia del investigador por lo que el tiempo
puede ser reducido hasta un intervalo de 20-30 minutos. (Ohja, Mishra, & Chaudbury,

2012)
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Fig. 12. Estructura del DPPH antes y después de la reaccion con el antioxidante.

NO, NO,
- M
ON N—N + AAH ——> ON N—N + A

1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (radical libre)

1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (no radical)
Morado

Amarillo

Fuente: Alam, y otros, 2011

Los resultados del ensayo DPPHe se han presentado de diferentes maneras. La
mayoria de los estudios expresan los resultados como el valor de la concentracion
maéaxima de la media inhibitoria (ICso), definido como la cantidad de antioxidante necesario
para disminuir la concentracion inicial de DPPH al 50%; otro valor estadistico utilizado es
el ECso, que se define como la concentracion necesaria para alcanzar el 50% del maximo
efecto. Estos valores se calculan graficando el porcentaje de inhibiciébn contra la

concentracion del extracto. (Qi-hui, Ai-nong, & Xiao-feng, 2011).

Materiales

e Extracto Vegetal.
e Metanol.

e Agua destilada.

e Trolox.

e DPPHe.

e Micropipeta.

e Espectrofotbmetro.
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Capitulo IV: Experimentos y Resultados

A continuacion, se desarrollaran cada uno de los pasos seguidos en el capitulo Il
sobre métodos e instrumentos, en caso de reportar algun resultado los mismos también

seran mostrados en este acapite.

V.1 Secado

La desecacion natural se realizé colocando las frutas sobre sacos y exponiéndola
a la luz solar, esta se llevé a cabo por un tiempo de una semana y el porcentaje de

humedad no tuvo valores similares a los anteriormente reportados. (ver Anexo )

El desecado por instrumentacion tampoco mostro los resultados esperados. En
este método se aplicaron temperaturas de 35°C por 1, 2, 3, 5y 8 horas, la cual se
encontraba dentro de los rangos descritos por Evans. Al no haber presentado un valor
deseado se procedio a elevar la temperatura, en primer lugar, a 40°C, con lo que se
obtuvieron mejores resultados que a la temperatura anterior pero igual estos se
encontraban muy distantes de lo reportado, de igual manera sucedié con la temperatura
de 50°C, no fue hasta que se elevo a los 60°C, que se presentaron ciertos inconvenientes
como perdida de consistencia y la aparicion de una coloracion azul en todo el fruto. (Ver

Anexo I).

La aparicion de la pigmentacion azul es debido a la reaccion de un iridoide con

una amina primaria, en este caso la genipina, lo que solo ocurre con frutos verdes; no
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hay informacion en la literatura del porgue solo se da la aparicion de la pigmentacion azul

en frutos sin madurar. (Sousa & Zerlotti, 2014) (ver Anexo Il)

Aungue en ninguno de los dos métodos se obtuvieron los valores deseados, de
igual manera se procedio a la preparacion de la muestra para la extraccion, los frutos que
fueron desecados de manera natural fueron los seleccionados, ya que el desecado por
instrumentacion representaba un gasto energético innecesario en comparacion con los

resultados obtenidos.

IV.2 Eleccidon del solvente

Como etapa previa a la extraccion se procedio a la determinacion del solvente a
utilizar, anteriormente se habia mencionado que para la extraccion de iridoides y
polifenoles lo més conveniente era utilizar un alcohol, dentro de estos se mencionaron el

metanol, etanol, isopropilico, entro otros. (Tomsone, Kruma, & Galoburda, 2012)

Segun lo antes mencionado y los reactivos disponibles, el solvente a elegir seria
el etanol o metanol, debido que no se aprecia en la literatura una variacion perceptible en

la eficiencia de extraccion frente a otros solventes. (Tomsone, Kruma, & Galoburda, 2012)

Fueron realizadas maceraciones en frio, al ser el método que no involucraba
ningun tipo de variable entre la muestra y solvente, es decir, no se presentarian variables
por aplicacion de calor, que podria provocar la degradacion de cualquier compuesto. Para

efectuar esta prueba se introdujeron 25 gramos de muestra en un frasco con 100 mL del
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solvente, para una relacion de 4:1. Para efectuar de este experimento se utilizé etanol al
95% y metanol absoluto, la prueba con el etanol no arrojo resultados positivos debido a
la presencia nuevamente de la coloracion azul, por lo que este fue descartado, mientras
que la prueba con metanol fue satisfactoria por lo que este fue el solvente elegido para

las demas extracciones. (Ver Anexo )

V.3 Extraccioén

De los 3 métodos utilizados solo uno de ellos presentd los resultados positivos, la
extraccion por Soxleth, a continuacion, se detallan los criterios tomados para la seleccion

de esta técnica.

Para la maceracion se tomaron 25g de muestra y se le adicionaron 100 mL de
metanol. Se dejaron almacenados en un frasco ambar, para proteger al extracto de la
accion de la luz. El tiempo de remojo fue de una semana, en la que también se percibio
la aparicién de una pigmentacion azul al igual que en el proceso de secado artificial. (ver

Anexo 1)

En la extraccion por reflujo, al igual que en la extraccion por maceracion se
tomaron 25g de muestra 'y 100 mL de metanol, se llevo el solvente a punto de ebullicion
durante 2 horas. Al aplicar esta técnica se presenté nuevamente una coloracion azul, por

lo que también tuvo que ser descartada. (Ver Anexo ).

Por ultimo, se realiz6 la extraccion Soxleth, en esta ocasion se utilizaron 30g de

muestra y 200 mL de solvente, a diferencia de los dos métodos anteriores. A medida que
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se realizaron las distintas pruebas se pudo percibir que la cantidad de solvente propuesto

en el método no era suficiente lo que provocaba que no se completara el sifon.

El tiempo de operacion para la obtencion del extracto fue de 12 horas, distribuido
en dos dias, el primero de ocho horas y al siguiente de 4 horas, para poder continuar con
la extraccion al proximo dia se envolvié la muestra con un material oscuro y se dejo
inmersa en el solvente con el fin de protegerla de los efectos de la luz solar y del contacto
directo con oxigeno, luego de terminado este proceso se almacend la muestra en un

frasco ambar y fue llevada a refrigeracion.

IV. 4 Determinacion de la concentracion del extracto

Para la determinacion de la concentracion del extracto se realizé el siguiente

procedimiento:

e Setomo el crisol limpio y se colocé en el horno para su secado a una temperatura

de 120 °C durante un periodo de 20 minutos hasta eliminar la humedad.

e Se procedi6 a pesar el crisol seco y frio, y se repitio el paso anterior hasta obtener

un peso constante.

e Se tomaron 1.5 mililitros de la muestra de extracciéon soxleth que contenia 30

gramos de soluto en 200 mililitros de solvente.
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e Con el fin de eliminar el solvente restante en la muestra, se colocé la misma en un
crisol limpio y seco, se llevo al horno a una temperatura de 70 °C durante 20
minutos, luego se tomo el crisol mas la muestra. Finalizado el tiempo, se dejé

enfriar y se procedio a pesar. (ver Anexo )

e Se repitid el procedimiento anterior tres veces hasta peso constante.

Para determinar la concentracién del extracto, se realiz6 una diferencia en peso
entre el peso de la muestra seca y el crisol vacio dando como resultado un promedio de

25.22 miligramos sobre 1.5 mililitros. Es decir,16.813 mg/mL. (ver Anexo Ill)

La preparacion de la muestra para analisis tuvo una duracion de dos dias, al tercer
dia se entregd al laboratorio encargado de realizar la prueba con el fin de evitar la

degradacion de la misma. (Tenesaca, 2012). (Anexo Il)

IV.5 Determinacion de capacidad antioxidante

Se realiz6 una curva estandar del antioxidante de referencia Trolox, con
concentraciones desde 1 hasta 32 pg/mL usando metanol absoluto como solvente, con

el fin de calibrar el equipo. (ver Anexo Il y IlI)

Se prepararon concentraciones del extracto de 0.5, 2.5, 5, 10, 25,50, 125, 250,
500, 1000 pg/mL, a las que se les determind su capacidad antioxidante, mediante
observacién por espectrofotometria de la absorbancia del reactivo DPPHe. En la tabla 3
se muestran los resultados obtenidos en forma de porcentaje de capacidad antioxidante

(%CA) a partir de las concentraciones utilizadas.
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En la tabla 3 y figura 12 se muestran los valores obtenidos por Barbosa (frutos
maduros) y los determinados en este proyecto (frutos verdes), en forma de la capacidad

antioxidante (%CA) en relacion con la concentracion utilizada (ug/mL).

IV.6 Comparacion de los valores obtenidos.

Con el objetivo de comparar los resultados de capacidad antioxidantes de los
extractos de frutos verdes de Genipa americana que se obtuvieron mediante el método
(DPPHe), se utilizaron valores obtenidos en una investigacion previa (Barbosa, 2008);
Barbosa a diferencia de este proyecto utilizé frutos maduros. Para tal comparacion, se
manejé el valor estadistico ECso. El calculo del ECso (concentracion necesaria para
obtener la mitad del efecto maximo estimado en 100% para el extracto), se efectud
haciendo una relacién de la capacidad antioxidante a la concentracion que ofrecio la

capacidad antioxidante mas proxima al 50 por ciento.

ECs0=(0.5) x X1
Y1

En donde "X1" es la concentracion mas proxima al 50% de capacidad antioxidante
y "Y1i" es el %CA més proxima a 50%.El resultado obtenido por Barbobsa de ECso fue de
140.5 ug/mL, a diferencia de lo obtenido en esta investigacion que fue de 4,108.46 pg/mL.
Lo que indica que los extractos de frutos maduros poseen mayor capacidad antioxidante
que los del fruto verde debido a que mientras mayor sea el ECso, menor sera su capacidad

antioxidante. (ver Anexo III)
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Tabla 3. Comparacién de la capacidad antioxidante entre frutos maduros y frutos

verdes de Genipa americana L.

Barbosa Perez y Veloz
Concentracion Concentracion
Extracto Jagua (uUM) HCA Extracto Jagua (uUM) HCA
0.5 2.65+0.45 0.5 0.35+0.16
2.5 2.8+0.26 2.5 0.37 £0.08
5 3.24 + 0.68 5 0.43+£0.05
10 3.24+1.11 10 1.2+0.13
25 13.27 £0.77 25 1.77 £ 0.96
50 20.79 £ 0.77 50 2.77+£0.52
125 44.69+0.44 125 5.96 + 0.65
250 67.55 + 1.68 250 9+1.26
500 86.04 + 0.75 500 1147 +1.37
1000 91.3+0.75 1000 12.17+£0.84

Fuente: Pérez & Veloz, 2016

Figura 12. Comparacion de la capacidad antioxidante entre frutos maduros y frutos

verdes de Genipa americana L.
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Fuente: Pérez & Veloz, 2016
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Capitulo V: Conclusiones

Las conclusiones mas significativas obtenidas en este trabajo de grado son las

siguientes:

1. La actividad antioxidante del extracto obtenido por el método soxleth, expresada
en forma del valor estadistico ECso fue de 4,108.46 pg/mL, el cual al ser comparado
con lo obtenido por Barbosa en frutos maduros resultd ser aproximadamente

veinte Yy hueve veces menos potente.

2. El método soxleth es la técnica mas apropiada debido a que se obtuvo un extracto

sin presencia de tonalidad azul a diferencia de las deméas metodologias aplicadas.

3. Los métodos tradicionales de secado demostraron ser ineficaces debido a la

cantidad de tiempo empleado con proporcion a la masa de agua eliminada.

4. El metanol absoluto resulté ser el disolvente mas adecuado de los utilizados, ya

gue la presencia de agua en los demas solventes provocé la aparicion de

coloracion azul.
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Capitulo VI: Recomendaciones

A partir de los resultados obtenidos podemos hacer las siguientes

recomendaciones:

1. Seleccionar una técnica de secado que no involucre tratamiento térmico.

Ejemplo, la liofilizacion.

2. Evitar el uso de solventes en solucion acuosa.

3. Determinar la capacidad antioxidante mediante el uso de distintos métodos.

4. Evaluar las propiedades antibacteriales y fungicidas que posee este fruto.

5. Considerar el colorante producido como material de tinte en la industria

textil.

6. Realizar estudios similares a especies endémicas de nuestro pais.

45



CUARTA PARTE

REFERENCIAS




Capitulo VII: Referencias

« Alam, B., Chowdhury, N. S., Haque, M. E., Hossain, M. S., Haque, M. E., & Islam,
A. (2011). Toxicity Evaluation of Different Fractions of Oxalis corniculata Linn. Journal
of Pharmacology and Toxicology, 337-348.

* Andnimo. (2016, Septiembre 5). http://www.primalcosmetics.co.uk/. Retrieved
from http://www.primalcosmetics.co.uk/

* Anb6nimo. (2016, 04 12). Recursos Biologicos. Retrieved from
http://www.recursosbiologicos.eia.edu.co/

+ Barbosa, D. d. (2008). AVALIACAO FITOQUIMICA E FARMACOLOGICA DE
Genipa americana L. (RUBIACEAE). Rio de Janeiro.

* Blois, M. S. (1958). Antioxidant Determinations by the Use of a Stable Free Radical.
Stanford: Stanford University.

+ Chang, R., & Goldshy, K. A. (2013). Qumica (11va ed.). McGRAW-HILL.

» Criado, C. (2009). Vitaminas y antioxidantes. Saned.

* Djerassi, C., Gray, J. D., & Kincl, F. A. (1960). Isolation and characterization of

genipin. Journal of Organich Chemistry.

Djerassi, C., Nakano, T., James, A. N., Zalkow, H., Eisenbraun, E. J., & Shoolery,

J. N. (1961). The Structure of Genipin. Journal of Organich Chemistry, 1192-1206.

Evans, W. C. (1991). Farmacognosia. Interamericana-McGraw-Hill.

Francis, J. K., & Carol, A. (2000). Bioecologia de Arboles Nativos y Exéticos de
Puerto Rico y las Indias Occidentales. Rio Piedras: USDA.
« Gutteridge, J., & Halliwell, B. (1994). Antioxidants in nutrition, health, and disease.

Oxford: Oxford University Press.

47



« Halliwell, B., & Gutteridge, J. (1989). Free Radicals in biology and medicine. Oxford:
Oxford University Press.

* Huang, D., Ou, B., & Prior, R. (2005). The chemistry behind antioxidant capacity
assays. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 53.

* Ohja, H., Mishra, K., & Chaudbury, N. K. (2012). Estimation of antiradical properties
of antioxidants using DPPH assay: A critical review and results. Journal of Food
Chemistry, 1036-1046.

* Qi-hui, D., Ai-nong, Y., & Xiao-feng, C. (2011). The effect of heating time on
antioxidant activity of Maillard reaction products derived from a L-ascorbic acid and L-
methionine model system. Bioinformatics and Biomedical Engineering, (iCBBE) 2011
5th International Conference (pp. 1-5). Wuhan: IEEE.

* Sousa, A., & Zerlotti, A. (2014). Influence of the Stage of Ripeness on the
Composition of Iridoids and Phenolic Compounds in Genipap (Genipa americana L.).
Journal of Agriculture and Food Chemistry, 10800-10808.

+ Tenesaca, S. M. (2012). Elaboracion de cosméticos decorativos a partir de frutos
verdes de Genipa americana L. Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

* Tomsone, L., Kruma, Z., & Galoburda, R. (2012). Comparison of Different Solvents
and Extraction Methods for Isolation of Phenolic Compounds from Horseradish Roots
(Armoracia rusticana). International Journal of Biological, Agricultural, Food and
Biotechnological Engineering, 236.

* Tovar, J. (2013). Determinacion de la actividad antioxidante por DPPH y ABTS de
30 plantas recolectadas en la eco region cafetera.

* Trillo, C. F. (1993). Tratado de Farmacia Galenica. Madrid: LUZAN 5-S.A.

48



« UNCTAD. (2005). United Nations Conference on Trade and
Development/BioTrade Facilitation Programme. Market brief in the European Union
for selected natural ingredients derived from native species: Genipa americana.

* Voigt, R. (1982). Tratado de tecnologia Farmacéutica. Espafia: Acriba.

+  Wikimedia. (2016, 05 05). Retrieved from Wikimedia: http://www.wikimedia.org

»  Wikispaces. (2015, 04 10). Retrieved from http://www.procesbio.wikispaces.com

49



QUINTA PARTE

ANEXOS



Anexo |I: Fotografias

Genipa americana

Arbol de Jagua

Fuente: Pérez y Veloz, 2016
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Frutos verdes Genipa americana (ler Lote)

Fuente: Pérez y Veloz, 2016

Frutos verdes Genipa americana (2do Lote)

Fuente: Pérez y Veloz, 2016
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Parte Experimental

Secado Artificial

Fuente: Pérez y Veloz, 2016

Secado Natural

Fuente: Pérez y Veloz, 2016
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Frutos secos por desecacién natural

Fuente: Pérez y Veloz, 2016

Frutos secos por desecacion artificial

Fuente: Anénimo, 2016
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Metanol absoluto
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Fuente: Pérez y Veloz, 2016
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Resultado de maceraciéon con etanol al 95% (1 semana)

Fuente: Pérez & Veloz, 2016

Resultado de maceracion con metanol absoluto (1 semana)

5.

Fuente: Pérez & Veloz, 2016
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Extracto obtenido por Maceracion (25g muestra 100mL de solvente)

Fuente: Pérez y Veloz, 2016

Extracto obtenido por Reflujo (25g muestra 100mL de solvente)

Fuente: Pérez y Veloz, 2016
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Extracto obtenido por Soxleth (25g muestra 100mL de solvente)

Fuente: Pérez y Veloz, 2016

Extracto obtenido por Soxleth (30g muestra 200mL de solvente)

Fuente: Pérez y Veloz, 2016
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Determinacion de la concentracién del extracto

Fuente: Pérez y Veloz, 2016
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Anexo ll: Figuras

Fig. 1. Areas de distribucion de la Genipa americana I.

AMERICA DEL NORTE

AMERICA ~
CENTRAL

Océano Pacifico

20°S. |

Fuente: Francis & Carol, 2000

Fig. 2. Fruto verde Genipa americana L.

Fuente: Pérez & Veloz, 2016
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Fig. 3. Descripcion de Genipa americana L.

Familia Rubiciae
Género Genipa
Especie Americana
Nombres Jagua, juito, huito y genipa (en Latinoamérica y areas
Comunes espariolas), genipap y genipa (ingles), bois de fer (francés)
y genipapo (portugués)
Fuente: UNCTAD, 2005
Fig. 4. Usos de la Genipa americana L.
e Combustible: Lefia, Carbon
e Construccién: Construccion rural
. Madera . Herramientas agricolas: brazo de arado, mango para
herramientas
¢ Maderable: Cajas, culatas, arcos de barriles, carretas, entre
otros.
e Curtiente: Curtiente de cueros
. Corteza
¢ Medicinal: Infusion empleada para el remedio de la gonorrea
. Aromatizante: Extraccion de aceites esenciales para
Elor elaboracion de fragancias
o Melifera: Apicultura
e Colorantes: Tinte negro.
e Comestible: Elaboracion de dulces, bebidas refrescantes vy
fermentadas
. Fruto e Insecticida: Utilizada por los indigenas como repelente de

insecto (debido a su contenido de fenoles)

¢ Medicinal: anti astringentes, antiinflamatorias y anti anémicas,
entre otras.

Fuente: Perez & Veloz, 2016
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Fig. 5. Ejemplos de antioxidantes segun su clasificacion

Glutation Peroxidasa

Exdgenos Enddgenos Cofactores
Vitamina E Glutation Cobre
Vitamina C Coenzima Q Zinc
Beta-caroteno Acido Tioctico Manganeso
Flavonoides ‘ En_zimas: Hierro
Licopeno Superomdggltsarlr;léfsa (SOD) Selenio

Fuente: Criado, 2009

Fig. 6. Clasificacion de los modelos de ensayo in vitro segun su modo de reaccion ET

o HAT

Clasificacion

Ensayo

Ensayos basados en
la transferencia de

electrones (ET)

f) Acido2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin

-6-sulfonico (ABTSe+)

g) 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPHe )

h) Poder de reduccion antioxidante del

hierro (FRAP)

1) N,N-dimetil-p-fenilendiamina (DMPD)

j) Capacidad de reduccién antioxidante

del cobre (CUPRAC)
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Ensayos basados en |[e) Capacidad de absorcion del radical

la transferencia de oxigeno (ORAC)
atomos de f) Parametro antioxidante de captura de
hidrogeno (HAT) radicales (TRAP)

g) Inhibicién de la oxidacion del acido
linoleico
h) Inhibicion de la oxidacion de los lipidos

de baja densidad (LDL)

Fuente: Tovar, 2013

Fig. 7. Reacciones para la determinaciébn de capacidad antioxidante de
ensayos ET y HAT

Ensayos ET
Oxidante , - proveniente del » Oxidante _ Antioxidante
{(prueba) antioxidante reducido oxidado

Ensayos HAT

ROO * AH = ROOH + A

-3
+
.o}
o
O.
Y

ROOA

Fuente: Huang, Ou, & Prior, 2005
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Fig. 8. Extractor Soxleth

Salida de agua
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Refrigerante —
____Entrada de agua
Solvente puro
condensado
Tapon de
algodon
Ensanchamiento™ > Cartucho
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Fuente: Wikispaces, 2015

Fig. 9. Diagrama de equipo para extraccion por reflujo

Fuente: Wikimedia, 2016
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Fig. 10. Ventajas y desventajas entre la maceracion en frio y caliente

Maceracion en frio

Maceracién en calor

Proceso lento

Utilizacién de equipos sencillos

Bajo consumo energético

Preservacion de la mayoria de

componentes en el extracto

Proceso R4pido

Utilizacion de equipos

sofisticados

Alto consumo energético

Degradacion de los

componentes termolabiles

Fuente: Perez & Veloz, 2016
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Fig. 11. Diagrama de preparacion de la muestra previo a la extraccion

Seleccién Del Fruto

K——

Pesado

K——

—

Preparacion de la 5« Corte

muestra seca e Rayado

K—

Soxleth

Extraccion e Maceracion
e  Reflujo

. Desecado Artificial
Secado . Desecado Natural

Fuente: Perez & Veloz, 2016



Fig. 12. Estructura del DPPH antes y después de la reaccion con el antioxidante

NO, NO,
~ :
02N N——N + AH — = 02N N—N + A
NO,

NO,
1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (radical libre) 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (no radical)
Morado Amarillo

Fuente: Alam, y otros, 2011

Fig. 13. Comparacion de la capacidad antioxidante entre frutos maduros y frutos verdes

de Genipa americana L.
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Fuente: Pérez & Veloz, 2016
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Fig. 14. Curva de calibracion Trolox

10 15 20
Concentracion TROLOX (M)

Fuente: Pérez & Veloz, 2016

Fig. 15. Relacién entre la capacidad antioxidante (AA%) y el In de la concentracion
(ug/ml) para cada uno de los extractos metandlicos y para solucién patron de Ginkgo

Bilboa.
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Fuente: Barbosa, 2008
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Fig. 16. Mecanismo propuesto para la reaccién de formacién de pigmento

azul en la Jagua.
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Fuente: Sousa & Zerlotti, 2014
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Figura 17. Iridoides aislados en la Genipa americana L.
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Anexo lll: Tablas

Tabla.1. ANALISIS ALIMENTARIO POR CADA 100G DE PULPA COMESTIBLE

Calorias 113
Humedad 67.6 ¢
Proteinas 529
Lipidos 0.3g
Glicerina 25.7¢
Fibra 949
Cenizas 129
Calcio 40.0 mg
Fosforo 58.0 mg
Hierro 3.6 mg
Vitamina B 0.04 mg
Vitamina B2 0.04 mg
Niacina 0.50 mg
Acido 33.0 mg
Ascorbico

Fuente: UNCTAD, 2005
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Tabla 2. PUNTO DE EBULLICION DE SOLVENTES COMUNMENTE UTILIZADOS

Solvente Temperatura
Ebullicion (°C)
Eter Dietilico 34.6
Diclorometano 39.6
Eter de Petréleo 30-40
Cloroformo 61.2
Metanol 64.7
Etanol-Benceno 65
Hexano 68
Etanol tolueno 73
Acetato de etilo 77
Etanol 78.4
Benceno 80.1
Ciclohexano 80.7
Acido Formico 100.8
Dioxano 101.1
Tolueno 110.6

Fuente: Perez & Veloz, 2016
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Tabla 3. COMPARACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE ENTRE FRUTOS

MADUROS Y FRUTOS VERDES DE GENIPA AMERICANA L.

Barbosa Perez y Veloz
Concentracion Concentracion
Extracto Jagua (uUM) HCA Extracto Jagua (UM) HCA
0.5 2.65+0.45 0.5 0.35+0.16
2.5 2.8+0.26 2.5 0.37 £0.08
5 3.24 £ 0.68 5 0.43+£0.05
10 3.24+1.11 10 1.2+0.13
25 13.27 £0.77 25 1.77 £ 0.96
50 20.79 £ 0.77 50 2.77 £0.52
125 44.69 + 0.44 125 5.96 + 0.65
250 67.55 + 1.68 250 9+1.26
500 86.04 £ 0.75 500 1147 +1.37
1000 91.3+0.75 1000 12.17+£0.84

Fuente: Pérez & Veloz, 2016

Tabla 4. RELACION DE LA CONCENTRACION Trolox Y PORCENTAJE DE
CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Concentracion

Trolox (M) %CA
1 0
2 0.8
4 3.35
8 6.02
16 14.85
32 28.91

Fuente: Pérez & Veloz, 2016
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TABLA 5. VALORES DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE (%AA) EN CEso PARA
LOS EXTRACTOS METANOLICOS Y PARA EL PATRON GINKGO BILOBA

ANALIZADOS CON DPPH.

Tabela 7 - Valores de atividade antioxidante (AA%) e CEsp (pg/ml) para os extratos
metanolicos e para o padrdo Ginkgo biloba testados com DPPH'.

Maceraciao Soxhlet Ultrassom Ginkgo biloba
Concentragdo AA% Concentragdo AA% Concentragdo AA% Concentragdo AA%
(pag/mi) (Media+dp) (ugdml) (Media+dp) (ugiml) (Mediazdp) (ugiéml) (Media+dp)
0,5 4,86x0,77 05 2,65x0,45 05 5,75+0,44 05 10,77+1,35
25 7,37+0,67 25 2 800,26 25 6,45+0 92 25 2507112
5 7,96x0,45 5 3,24+0,68 5 9,20+0,44 5 34,9611 ,17
10 8,41+0,89 10 3242111 10 12,39+0,00 10 59,00+1,66
25 13,57+1,68 25 13,270,77 25 17,85+0,51 25 86,430 25
50 20,060, 68 50 20,790 77 50 24 34+0 .89 50 86,280 44
125 36,87+1,02 125 44 69+0 44 125 43,21+1,02 125 86,430 25
250 57 96+1,17 250 67 55+1 68 250 58,41+0,89 250 87 761,28
500 88,671,311 500 86,04+0 75 500 89,00£0,28 - -
1000 91,62+0 50 1000 91,30+0,75 1000 04,4240 57 - -
*CEg 162,143 81 *CEsgp 140 5+2 45 *CEgy 135 4+1 36 *CEsgy §,25+0,09

*CEso = concentracdo suficiente para se obter metade do efeito maximo estimado em 100% (meédiaterro padrao);
AA%= média e desvio padrdo da média para 3 leituras de atividade antioxidante.

Fuente: Barbosa, 2008
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TABLA 6. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DEL EXTRACTO

Muestra | M inicial M seco | M seco= Minicial | Solidos
(9) (9) (9) Solubles en 1.5

ml (mg)
1 26.4780 | 26.5027 0.0247 24.70
2 25.4133 | 25.4383 0.025 25.00
3 26.8754 | 26.9003 0.0249 24.90
4 25.1484 | 25.1788 0.0304 26.10
5 25.1989 | 25.2242 0.0253 25.30
6 26.4773 | 26.5026 0.0253 25.30
7 25.4130 | 25.4377 0.0247 24.70
8 26.8746 | 26.8900 0.0154 25.90
9 25.1482 | 25.1728 0.0246 24.60
10 25.1990 | 25.2247 0.0257 25.70

Fuente: Pérez & Veloz, 2016
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Anexo IV: Glosario

Antioxidante: molécula capaz de retardar o prevenir la oxidacién de otras
moléculas.

Cofactores: también llamados oligoelementos, son componentes no proteicos,
termoestables y de baja masa molecular que son necesarios para la accion de una

enzima.

DPPH@®: método utilizado para la determinaciéon de capacidad antioxidante de

diversas sustancias naturales.

ECso: concentracion de una sustancia en un medio que se espera produzca un
cierto efecto en el 50% de los organismos testeados de una poblacion bajo ciertas
condiciones.

Enzima: son biomoléculas especializadas en la catélisis de las reacciones
guimicas que tienen lugar en la célula.

ERO: especies reactivas del oxigeno. Incluyen iones de oxigeno, radicales libres
y peroxidos, tanto organicos como inorganicos. Son generalmente moléculas
altamente reactivas debido a la presencia de una capa de electrones de valencia
no apareada.

Extracto: sustancia que, en forma concentrada, se extrae de otra utilizando un
solvente, de la cual conserva sus propiedades.

Iridoides: grupo de monoterpenos, que presentan como esqueleto de carbono el

1-isopropil-2,3-dimetillciclopentano, denominado como iridano.
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Oxidacion: reaccion quimica de transferencia de electrones de una sustancia a
un agente oxidante.

Radical Libre: especie quimica caracterizada por poseer uno o mas electrones
desapareados; extremadamente inestable y con gran poder reactivo.

Tanino: derivados del metabolito secundario de las plantas; compuestos fendlicos,
no nitrogenados. Sustancia muy astringente, la cual se emplea principalmente en
el curtido de pieles y en la elaboracion de ciertos farmacos.

Trolox: homdlogo hidrosoluble de la vitamina E. Es universalmente empleado

como estandar en diversos ensayos de actividad antioxidante.

77


https://es.wikipedia.org/wiki/Especie_qu%C3%ADmica
https://es.wikipedia.org/wiki/Electr%C3%B3n_desapareado
https://es.wikipedia.org/wiki/Electr%C3%B3n_desapareado

