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lll.  ABREVIATURAS

pH: potencial de hidrégeno

rpm: revoluciones por minuto

ABTS: acido 2,2 -azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico)
DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo

DMPD: dimethyl-4-phenylenediamine
FRAP: poder antioxidante reductor de hierro
B.S.: base seca

EAG: equivalentes de acido galico

EQ: equivalentes de quercetina

HUM: micromol

ET: equivalentes de Trolox

Tamb: temperatura ambiente (=25°C)
ND: no detectado
ppm: partes por millén



V. RESUMEN

Existen diversos compuestos bioactivos que son benéficos para el ser humano al ser
consumidos en la dieta. En este caso, los extractos de hojas de lima mexicana se
beben al hacer decocciones de manera tradicional entre la poblacién. Sin embargo, se
desconoce cémo afecta el tiempo de exposicion durante las decocciones y si el secado
de las hojas modifica la concentracion de dichos compuestos.

En este trabajo se evaluaron dos métodos de secado de hojas de lima mexicana con
respecto a las hojas frescas; un grupo de hojas fue sometido a un secado a
temperatura ambiente mientras que otro grupo fue liofilizado. Posteriormente se
realizaron extractos acuosos y etandlicos de cada grupo de hojas durante cinco
tiempos de extraccion a 2, 5, 7, 10 y 15 min. En los extractos obtenidos se
determinaron compuestos fendlicos por el método de Folin-Ciocalteu, se determino la
actividad antioxidante por los métodos de ABTS y DPPH; también se determiné la
cafeina contenida en los extractos, asi como la concentracién de flavonoides y
clorofilas para las hojas de lima.

Los resultados indicaron que el extracto acuoso de hojas secadas a temperatura
ambiente (Tamb) mostré el mayor contenido de compuestos fendlicos siendo de 165.0
mg EAG/g B.S. con tratamiento térmico de 15 min, mientras que el extracto que
presentd mayor capacidad antioxidante fue el acuoso de hojas liofilizadas con 1758.3
UM ET/g B.S. a los 10 min en ebullicién. El extracto acuoso de hojas liofilizadas
presento el mayor contenido de cafeina con 0.910 mg/g B.S. a los 10 min en ebullicion.
La determinacion de flavonoides y clorofilas indicé una mayor concentracion en hojas
liofilizadas con 55.8 mg EQ/g B.S. y 2.03 mg clorofila total/lg de hoja B.S.
respectivamente.

Con base en el contenido de compuestos bioactivos y capacidad antioxidante se
recomienda realizar una extraccion acuosa de hojas secadas a temperatura ambiente
con un tratamiento térmico a ebullicion durante 15 min para obtener los mayores

beneficios posibles al consumirlo.



1. INTRODUCCION

1.1. Descripcion botanica de lima mexicana (Citrus aurantifolia Swingle)

La lima mexicana (Citrus aurantifolia Swingle) es una de las plantas de la medicina
tradicional mexicana empleada por la poblacion para tratar algunas enfermedades, ya
sea preparando remedios con el jugo del fruto, las hojas o la flor (Biblioteca digital,
2009). En la figura 1 se ilustra un ejemplar de lima mexicana, el cual es un pequefio
arbol arbustivo de alrededor de 4 m de altura con una ramificacion irregular y de tronco
torcido, cuyas ramas contienen espinas cortas y rigidas, su hoja es perenne con
margen crenulado, sus flores son de color blanco amarillento, el fruto es color verde

amarillento de forma ovoide y puede medir de 3 a 6 cm de largo (Sunday et al., 2015).

Figura 1. Arbol de lima mexicana (CCO, 2017).

Es una especie originaria del Sureste Asiatico y fue introducida a México durante el
periodo colonial. Habita principalmente en climas célidos, semicalidos, semisecos y
templados (Avilan y Rodriguez, 1998; Dominguez, 2015), necesita elevadas

temperaturas, asi como de una alta humedad relativa, es una especie sensible a



suelos salinos teniendo un mejor desarrollo en suelos pedregosos y poco profundos,
con requerimientos de poca materia organica (Montoliu, 2010). En México se tienen
registrados los siguientes tipos de limén; dentro de este grupo se encuentra la lima

mexicana como se muestra a continuacién (Escobar, 2010; Mejia y Gonzalez, 2015):

a) Limon mexicano o agrio (C. aurantifolia); es el limén de uso comun, de coloracion
verde, tamafio mediano y con semillas.

b) Limén persa (C. latifolia); es un limoén sin semillas, se utiliza principalmente para
decorar platillos.

¢) Limon italiano o limén real (C. limon): se caracteriza por su color amarillo, por lo que
también es llamado amarillo o verdadero.

d) Limas (C. aurantifolia Swingle): se caracteriza por su tamafo pequefio, color verde-

amarillo y un sabor dulce, acido y ligeramente amargo.

La clasificacion taxondmica de lima mexicana es la siguiente (Dominguez, 2015):

Reino: Plantae Subclase: Rosidae

Subreino: Tracheobionta Orden: Sapindales

Superdivision: Spermatophyta Familia: Rutaceae

Division: Magnoliophyta Género: Citrus

Clase: Magnoliopsida Especie: Citrus aurantifolia Swingle

Dentro de los paises de mayor produccion de citricos se encuentra Brasil, Estados
Unidos, China, Espafa, Meéxico e Italia, de este grupo los principales paises
productores de lima son Brasil, México y Estados Unidos (lllesca y Ferrer, 2008). Se
considera significativo el estudio de hojas de lima mexicana debido a la identificaciéon
de diversos compuestos bioactivos, que tienen un efecto benéfico sobre el organismo,
puesto que retardan o inhiben la oxidacion de los componentes celulares por la accion

de radicales libres (Paulino et al., 2013), lo que se conoce como efecto antioxidante.



1.2. Meétodos de secado

En este trabajo ademéas de emplear un grupo de hojas de lima frescas, se utilizaron
dos métodos de secado con el fin de conocer su efecto en los extractos de Citrus
aurantifolia Swingle, un grupo de hojas fue sometido a un secado a temperatura
ambiente, mientras que otro grupo se liofilizé, a continuacion, se definen los métodos

de secado empleados en alimentos, asi como sus caracteristicas generales.

1.2.1. Secado a temperatura ambiente

El secado a temperatura ambiente es un método antiguo empleado con el fin de
disponer de las plantas medicinales u otros productos alimenticios durante todas las
epocas del afio, consiste en colocar los alimentos en recipientes que tengan una vasta
superficie de evaporaciéon permitiendo la circulacion del aire a temperatura ambiente
para eliminar la mayor cantidad de agua libre, una desventaja de este método es la
dependencia de las condiciones climatoldgicas, ya que se requiere de un espacio libre
y se puede ver afectado por factores como el polvo, lluvia y plagas (Vizuete, 2012). El
proceso de secado es lento con la finalidad de que el material alcance el equilibrio
térmico, higroscépico y con el contenido de humedad en el aire, de esta manera se
puede llevar a cabo bajo el sol o en la sombra dependiendo del producto, sin embargo,
la exposicion directa del alimento a los rayos solares puede provocar la pérdida de
color, de vitaminas y de valor nutritivo (Paz, 2005).

El secado conlleva la separacién de agua de un alimento, esta agua se elimina en
forma de vapor que escapa a la atmosfera en la que se encuentr, dentro de este
proceso se involucran dos mecanismos primordiales; uno es la transferencia de calor,
el cual contribuye con la energia que se requiere para vaporizar las moléculas de agua
y el segundo mecanismo es la transferencia de masa, pues el vapor de agua se
transporta por difusion a través del alimento y al llegar a la superficie se evapora al
ambiente. Los mecanismos mencionados son controlados por factores como la
temperatura, superficie y el contenido de humedad del alimento, ademas de las

condiciones psicrométricas de la region (Bello, 2000).



1.2.2. Liofilizacién

La liofilizacion es un método que ademas de la conservacion de los alimentos busca

la reduccién de peso y volumen para facilitar su transporte y almacenamiento. Consiste

en la congelacion del producto y su eliminacion del agua por sublimacién del agua libre

de la fase solida acompariada de la evaporacion de algunas porciones remanentes de

agua no congelable. Primero se lleva a cabo la congelacién, en seguida se aplica calor

a una presion reducida menor a la del punto triple del agua (0.01 °C y 4.5 mm Hg)

provocando la sublimacion del hielo, las etapas de la liofilizaciéon para un alimento en

general son (Lopez, 2008; Parzanese, 2017):

Acondicionamiento de la materia prima: es necesario preparar las muestras
antes de someterlas al proceso, ya que el producto liofilizado no puede ser
manipulado con otras operaciones después del proceso, en el caso de
alimentos como frutos y guisantes se perfora la piel con la finalidad de aumentar
la permeabilidad, por otro lado, si se trata de alimentos liquidos, se debe
concentrar previamente para disminuir el contenido de agua y el tiempo del
proceso.

Congelacién: el producto debe ser congelado para separar el disolvente del
soluto al formarse los cristales de hielo, el tiempo y la temperatura de
congelacion son muy importantes ya que interfieren en las caracteristicas del
producto y dichas condiciones seran diferentes para cada alimento, por un lado,
una congelacion lenta provoca la formacion de cristales grandes de hielo y
posteriormente durante la sublimacion haya una formacion de estructuras
abiertas, sin embargo, este tipo de cristales pueden dafar las membranas
celulares de los productos, en contraste, una congelacion rapida promueve la
formacion de cristales pequenios, los cuales dificultan el paso y la evacuacion
del vapor de agua sublimada durante el proceso de secado. La congelacion es
la etapa mas importante para que el alimento liofilizado presente las mejores
condiciones en cuanto a su aspecto, la conservacion de sus propiedades

originales y una rapida rehidratacion.



Desecacién primaria o sublimacion: la mayor parte de agua es extraida
mediante sublimacion, para esto es necesario aumentar progresivamente la
temperatura de la muestra en condiciones de bajas presiones, el tiempo de
duracion del proceso esta determinado por la temperatura y la presion, de esta
manera, el agua en forma de cristales de hielo pasa directamente a estado
gaseoso, conforme la temperatura aumenta, el vapor de agua se acumula en el
condensador, el cual se encuentra a temperaturas bajas para que el vapor
condensado pase a formar nuevamente cristales de hielo.

Desecacion secundaria o desorcion: en esta etapa la temperatura se eleva
hasta el punto maximo que el tejido del alimento pueda tolerar, esto se
determina en funcion del contenido de agua que se requiere extraer y las
caracteristicas del tejido, la funcidn de esta etapa es eliminar las trazas de vapor
de agua evaporando el agua no congelada ligada al alimento, de esta forma se

inactivan las reacciones quimicas y el crecimiento microbiolégico.

La liofilizacibn no altera la estructura fisicoquimica del alimento y permite su

conservacion sin cadena de frio, obteniéndose un producto con elevada estabilidad

microbioldgica debido al bajo porcentaje de humedad, por lo tanto, es una alternativa

para la conservacion de sustancias volatiles, termosensibles, pigmentos termolabiles

y fotooxidables, debido a que se realiza a temperaturas y presiones bajas, dando como

resultado un producto que es facilmente hidratable con las siguientes caracteristicas
(Vizuete, 2012):

No existe una perdida excesiva de compuestos volatiles comparada con otros
meétodos de secado.

El producto mantiene una estructura con poros abiertos que facilita la
rehidratacién, debido a que no existe tension superficial.

Inhibe el deterioro del color y sabor por reacciones quimicas

Dependiendo del alimento, el tiempo de conservacion es mayor al compararse

con otros métodos de secado.



1.3. Compuestos bioactivos

La formacion de los compuestos fitoquimicos inicia con la fotosintesis en un proceso
endotérmico que requiere de luz solar, a partir de ello, se forman los metabolitos
secundarios por medio de distintas vias (Garcia y Carril, 2011), dichas rutas
biogenéticas se muestran en la figura 2.
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Figura 2. Metabolismo de compuestos fitoquimicos (Marcado y Hasegawa, 2002).

La lima mexicana ha sido estudiada debido a sus compuestos fitoquimicos, éstos son
metabolitos secundarios en plantas y vegetales que no tienen algun valor nutricional
pero si intervienen en diversos procesos dentro de la misma planta proporcionando un
beneficio como su proteccion y defensa (Sepulveda y Rocha, 2003), la hoja de lima
sirve para hacer infusiones y decocciones de forma tradicional, por lo que al ser
ingerido puede proveer compuestos antioxidantes en la dieta, sin embargo, se
desconoce como afecta la exposicién de temperatura en las decocciones y si el secado
de las hojas modifica su concentracion.

Se describen a continuacion algunos grupos de compuestos bioactivos mas

representativos, de acuerdo con su clasificacion por estructura quimica.



1.3.1. Alcaloides

Los alcaloides son compuestos heterociclicos que contienen minimo un atomo de
nitrégeno y un comportamiento alcalino, se pueden sintetizar a partir de algunos
precursores de aminoacidos como triptéfano, tirosina, fenilalanina y lisina (Zuzarte et
al., 2006). El efecto toxico de los alcaloides reside en su capacidad de bloquear
neuroreceptores, en el efecto inhibitorio del crecimiento de microrganismos debido a
su capacidad de intercalarse con el DNA, asi como la induccién de apoptosis
(Sepulveda y Rocha, 2003). Se ha reportado que los alcaloides son capaces de reducir
la cefalea y ademas pueden ser utilizados para el tratamiento de resfriado, fiebre y el

catarro cronico (Akinnibosun y Edionwe, 2016).

Dentro de los alcaloides importantes se encuentra la cafeina (Figura 3) ya que es un
compuesto presente en casi todas las infusiones vegetales del cual no se tienen
reportes en decocciones de hojas de lima mexicana, por lo que en este trabajo se
realiz6 su cuantificacion, esta molécula tiene un méximo de absorcién a 273 nm (Calle
y Rojo, 2011).
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Figura 3. Estructura quimica de la cafeina (ChemSpider, 2017).

Por otro lado, aunque la clorofila es un metabolito primario, es considerada
generalmente como un alcaloide que actlia como un pigmento liposoluble, responsable
del color verde de las plantas y de forma general es un antioxidante que contribuye en
la disminucion del riesgo de enfermedades degenerativas (Martinez-Valverde et al.,
2000). Se puede clasificar en clorofila ay b mostradas en la figura 4 (Girén et al., 2017),

presentando valores maximos de absorcion para clorofila a entre 431 nm y 662 nm 'y
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para clorofila b entre 450 nmy 645 nm (Val y Monge, 1985). Los compuestos alcaloides
presentan un espectro de absorcion caracteristico con bandas entre 242 nm (Castillo
y Javier, 2015) y 270 nm (Cuéllar y Guerrero, 2012).
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Figura 4. Estructura quimica de clorofila a y b (Dreamstime, 2018).

1.3.2. Terpenos

Los terpenos son moléculas lineales formadas de unidades poliméricas de isopreno,
debido a sus propiedades antioxidantes protegen a lipidos y componentes celulares
del ataque de agentes oxidantes, algunos de estos compuestos han sido considerados
para el tratamiento contra el cancer (Drago et al., 2006). Presentan un espectro de
absorcion caracteristico con bandas entre 300 nm y 350 nm. En las hojas de lima se
han reportado terpenos como limoneno (Figura 5) el cual presenta un maximo de

absorbancia a 262 nm (Martinez, 1996), geranial y neral (Khan et al., 2017).



Figura 5. Estructura quimica de limoneno (ChemSpider, 2017).

1.3.3. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son un conjunto heterogéneo de moléculas con actividad
antioxidante que se dividen en &cidos fendlicos, flavonoides, estilbenos, taninos y
cumarinas, éstos ultimos son compuestos derivados de la benzo-a-pirona y se ha
demostrado que tienen propiedades antiinflamatorias, antitromboéticas y
vasodilatadoras (Guevara et al.,, 2016), ademas son potentes inhibidores de la
coagulacion (Jaramillo, 2016). Las cumarinas presentan un espectro de absorcion

caracteristico con bandas entre 240 nm y 400 nm (Silva et al., 2008)

1.3.3.1. Acidos fendlicos

Los acidos fendlicos se clasifican en acidos hidroxibenzoicos como el acido galico y
siringico; y acidos hidroxicinamicos como el acido cafeico (Figura 6a) y ferulico (Figura
6b), en general se caracterizan por tener un anillo aromatico central, de los cuales se
ha comprobado que inhiben la actividad de agentes mutagénicos, estimulan la
actividad de la enzima fenolsulfotransferasa implicada en la destoxificacion de
compuestos metabdlicos potencialmente toxicos y poseen actividad bactericida (Drago
et al., 2006).
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Figura 6. a) Estructura quimica de acido cafeico, b) acido feralico(ChemSpider, 2017).

1.3.3.2. Flavonoides

En la lima mexicana se han reportado diversos flavonoides, los cuales se pueden
subclasificar en: flavonoles como quercetina y kaempferol (Figura 7b); flavonas como
apigenina cuya estructura se muestra en la figura 7a (Khan et al., 2017); flavanoles;
flavononas como la naringenina (Haiat y Bucay, 2009); antocianidinas e isoflavonoides
como la genisteina encontrada en la cascara de lima (Adina et al., 2014). Estos
compuestos se caracterizan por tener una estructura de tres anillos, dos de ellos con
centros aromaticos y un heterociclo central oxigenado. Los flavonoides son conocidos
también por su actividad antioxidante y otras propiedades bioactivas (Akinnibosun y
Edionwe, 2016).

a) A OH
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Figura 7. a) Estructura quimica de apigenina, b) kaempferol (ChemSpider, 2017).
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Se ha demostrado que los flavonoides previenen la agregacion plaguetaria e inducen
la relajacion muscular, y junto con los proteoglicanos ejercen un efecto inhibitorio de
los sintomas alérgicos (Drago et al., 2006). Por otro lado, los taninos exhiben
actividades antivirales, antibacterianas y antitumorales (Akinnibosun y Edionwe, 2016).
Los flavonoides presentan un espectro de absorcidn caracteristico con dos bandas de
absorcion, una con un maximo entre 240 nm - 285 nm, y otra con un maximo entre 300
nm - 550 nm. Las flavanonas y sus glicésidos se detectan generalmente en 280 nm
(Escobar, 2010).

1.4. Actividad antioxidante de compuestos bioactivos

El efecto antioxidante de los compuestos bioactivos se debe a su capacidad de ceder
electrones, al ser compuestos reductores controlan o neutralizan la actividad oxidante
de los radicales libres, éstos ultimos tienen un electron libre, por lo tanto son muy
reactivos captando un electréon de moléculas estables con el fin de alcanzar su
estabilidad electroquimica, la molécula estable que cede se convierte a su vez en un
radical libre por quedar con un electrén desapareado, iniciandose asi una reaccion en
cadena que puede destruir células sanas (Avello y Suwalsky, 2006). Los radicales
libres pueden ser agentes exégenos a el organismo humano producidos por la
contaminacion de aire, agua o alimentos, asi como la sobrexposicion a la luz solar
(Choi et al., 2000). También pueden ser agentes endodgenos formados en las células
del organismo, como los radicales libres derivados del oxigeno molecular debido al
metabolismo celular normal (Patifio, 2000). Para evitar la reactividad de los radicales
libres se desarrollan sistemas protectores bioldgicos generalmente enzimaticos, como
el glutation peroxidasa, superoxido dismutasa, glutation reductasa, entre otros, sin
embargo, cuando estos sistemas defensivos del organismo son superados por la
actividad oxidante de los radicales libres, aparece un estrés oxidativo (Gutiérrez,
2012), induciéndose dafio a biomoléculas como lipidos, proteinas y acidos nucleicos,
esta situacibn se relaciona con enfermedades degenerativas, entre ellas
cardiomiopatias y cancer (Avello y Suwalsky, 2006). Es aqui donde se da el interés a
la investigacion de compuestos fitoquimicos que pueden ser utilizados por su actividad
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antioxidante, el cual se puede medir in vitro por diversos métodos como ABTS, DPPH,
DMPD y FRAP (Otero et al., 2017; Ramirez et al., 2017).

La actividad antioxidante no se mide de forma directa, pero si se puede medir por los
métodos mencionados anteriormente ya que son procesos de oxidacion controlada.
Los ensayos para determinar la capacidad antioxidante se pueden clasificar en dos

clases:

e Basados en la transferencia de dtomos de hidrogeno, estos ensayos requieren
de un generador sintético de radicales libres, una prueba molecular oxidable y
un agente antioxidante, como el método TRAP. El mecanismo de manera
general es el siguiente:
1. Radical libre [ROO] + Antioxidante reducido [AH] = [ROOH] + Antioxidante oxidado[A].
2. Antioxidante oxidado [A] + Radical libre [ROO] = [ROOA].

e Basados en la reaccion por transferencia de electrones donde implica una
reaccion de oxidacion-reduccion “redox”, donde el oxidante es un indicador del
punto final de reaccion (Huang y Prior, 2005), como los métodos ABTS y DPPH.
El mecanismo de forma general es el siguiente:

Oxidante + Electrén de antioxidante [e’] = Oxidante reducido + Antioxidante oxidado.

1.4.1. Método ABTS

Es un método que mide la capacidad de los compuestos antioxidantes para captar el
radical catibnico ABTS* en un medio acuoso, formado a partir de su precursor el acido
2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico (ABTS), incorporando persulfato de
potasio. El radical es estable a temperatura baja, siendo de color verde-azul, se
decolora al ser reducido debido al poder reductor de la muestra. La capacidad
antioxidante es evaluada por la decoloracion medida a una longitud de onda 734 nm
en el espectrofotometro. Finalmente, la actividad antioxidante de la muestra se expresa

como TEAC: Capacidad Antioxidante Equivalente en Trolox (Martos, 2016). La
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reaccion de reduccion del radical ABTS con un agente antioxidante se muestra en la

Figura 8.
id - S 303-
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Figura 8. Reaccion de reduccion de ABTS (Martos, 2016).

1.4.2. Método DPPH

El método se fundamenta en que el radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo, de color
azul-violeta estable, tiene un electron desapareado, debido a la reaccién con una
sustancia antioxidante se va decolorando hacia amarillo por la captura del radical libre
como se observa en la figura 9. Finalmente, se mide la absorbancia
espectrofotométricamente a una longitud de onda de 515 nm. Se obtiene el porcentaje
de captacion de radicales libres por medio de una diferencia de absorbancias entre el

tiempo final e inicial (Reyes et al., 2014).

NO, NO,
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Morado .
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Figura 9. Reaccién de reduccion de DPPH (Huang y Prior, 2005).
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1.5. Técnicas analiticas

1.5.1. Espectrofotometria UV-VIS

La espectrofotometria de absorcion molecular es un método de analisis ampliamente
utilizado debido a que permite la identificacibn de compuestos fitoquimicos, se basa
en la absorcion de la radiacidén electromagnética por parte de los analitos en la zona
ultravioleta visible del espectro. Al incidir la radiacion sobre un compuesto, si tiene la
energia adecuada sera absorbida por dicho compuesto y la molécula pasara a un
estado excitado de mayor energia. La absorcion selectiva de radiacién de
determinadas longitudes de onda de los compuestos o analisis permite obtener el
espectro de absorcion caracteristico del mismo, de tal forma que proporciona
informacion sobre su composicion y estructura. En los equipos de haz simple, la
radicacion precedente de una fuente continua pasa a través de un monocromador que
actua como filtro éptico transmitiendo un haz de luz hacia la longitud de onda fija.
Posteriormente, la radiacion atraviesa una determinada distancia a través de la
disolucion en el interior de una cubeta o celda, esta puede ser de plastico, vidrio 0
cuarzo. Finalmente, la intensidad de radiacion emergente no absorbida se mide
mediante el detector que ofrece la medida en unidades de absorbancia (Faraldos y
Goberna, 2011).
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2. ANTECEDENTES

Los extractos de Citrus aurantifolia Swingle han demostrado que tienen un amplio

espectro de actividades bioldgicas ya que presentan actividad antibacteriana, antiviral,

antioxidante, analgésica, antiinflamatoria, antifangica (Loizzo et al., 2012) y contra

aflatoxinas (lglesias, 2012). Los extractos de frutos, cascara y hojas presentan

diferentes compuestos bioactivos dependiendo del tipo de extraccion, condiciones de

la muestra, lugar de origen y procesamiento; entre ellos destacan los flavonoides,

terpenos, taninos y saponinas (Cuadro 1).

Cuadro 1. Principales compuestos bioactivos en especies de lima.

de hoja de Citrus aurantifolia.

Autor y afo Titulo del trabajo Compuestos reportados
Cribado fitoquimico preliminar y )
Abdallah, , , n Saponinas, compuestos
antibacterial del extracto metanolico . _
2016 fendlicos y antraquinonas.

Evaluacion del potencial fitoquimico

colinesterasa.

o o _ Saponinas, flavonoides,

Akinnibosuny | y antimicrobiano de los extractos de _ _

_ ) ) esteroides, alcaloides,

Edionwe, hojas de Bryophyllum pinnatum L. y )

_ o taninos, azucares

2016 Citrus aurantifolia SW. y su efecto o

L reductores y glicosidos.
sinérgico.

Analisis comparativo de aceites | Limoneno, geranial, 6xido
esenciales de Citrus aurantifolia | de cariofileno, cariofilina,

Lawal et al., ) . . )

2014 Swingle y Citrus reticulata Blanco, de | 3, 7(14)-dien-6-ol, a-
dos localidades diferentes del estado | pineno y 2,6-dimetil-1,5,7-
de Lagos, Nigeria. octatrien-3-ol.

Evaluacion de los extractos de _ o
] ) _ | Flavonoides: apigenina,
. cascara y hojas de Citrus aurantifolia . _

Loizzo et al., L o rutina, quercetina,
por su composicion quimica Yy o

2012 o o | kaempferol, hesperidina y
actividades antioxidante y anti-

nobiletina.
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Jantan et al., | Composicién quimica de algunos | Geranial, limoneno 'y

1996 aceites citricos de Malasia. neral.

Epineno, terpinen-4-ol, p-
pineno, eterpineol, 6-3-

. _ careno, geraniol, mirceno,
Componentes volatiles del aceite de .
Ekundayo et _ _ o _ acetato de  geranilo,
la hoja de la lima nigeriana (Citrus | .
al., 1991 o limoneno, citronelol, p-
aurantifolia). )
felandreno, nerol, linalool,

geraniol, oxido de

cariofileno.

Algunos de los trabajos mas relevantes se describen a continuacion, dada la

importancia de sus contribuciones.

Lawal et al. realizaron un analisis de los aceites esenciales hidrodestilados de hojas
de Citrus aurantifolia Swingle y Citrus reticulata Blanco, encontrando que los
principales compuestos de Citrus aurantifolia de la localidad de ljanikin fueron 6xido
de cariofileno, cariofilina 3,7(14)-dien-6-ol, a-pineno y 2,6-dimetil-1,5,7-octatrien-3-ol,
mientras que en la muestra proveniente de lkotun se encontrd limoneno y geranial,
concluyendo que la variacibn de las composiciones quimicas de las muestras
estudiadas se pueden atribuir a: las condiciones climaticas, el tipo de suelo, estacion
del afio, ubicacion geogréfica, el método de extraccion y factores genéticos (Lawal et
al., 2014).

Loizzo et al. llevaron a cabo la extraccion quimica con metanol de hojas maceradas y
cascara de lima mexicana durante 48 horas, posteriormente realizaron extractos con
diferentes fracciones de hexano y evaluaron su actividad antioxidante e inhibicién de
la enzima anticolinesterasa. Encontraron que los flavonoides mas abundantes fueron
apigenina, rutina, quercetina, kaempferol y nobiletina. Los extractos de n-hexano
mostraron una buena actividad inhibidora de la acetilcolinesterasa. Por medio de
cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS) encontraron que los
compuestos principales fueron monoterpenos y sesquiterpenos (Loizzo et al., 2012).
16



Ekundayo et al. emplearon hojas secas de lima pulverizadas, para posteriormente
obtener un aceite esencial hidrodestilado con un rendimiento de 0.20%. En el analisis
HPLC-MS encontraron los siguientes constituyentes y su contenido: epineno (0.61%),
terpinen-4-ol (0.81%), p-pineno (5.83%), eterpineol (1.25%), 6-3-careno (0.67%),
geraniol (21.54%), mirceno (0.56%), acetato de geranilo (0.98%), limoneno (33.76%),
citronellol (0.42%), p-felandreno (1.81%), nerol (6.15%), linalool (1.93%), geraniol
(3.95%), 6xido de cariofileno (1.03%) (Ekundayo et al., 1991).

En otros trabajos, se reportan diferentes sistemas de extraccion, lo cual contribuye a
la identificacion de compuestos especificos, como en el caso de los extractos
realizados con etil-acetato, acetona, metanol y metanol:acetona, donde se
identificaron compuestos como el D-limoneno, D-dihidrocarvona, B-linalol, a-terpinol,
trans-a-bergamoteno, los cuales tienen un efecto contra cancer de pancreas
(Jayaprakash, 2009). En el caso del aceite esencial se reportd un 78% de inhibicion
de células de cancer de colon humano SW-480 (Jayaprakash, 2009), los glucésidos
de limonoides del aceite esencial de lima (178 D-glucopiranésido, 17-D-
glucopiranosido, acido 17-D-glucopiranésido y acido desacetilnomilinico 178 D-
glucopirandsido) tienen un efecto contra células de neuroblastoma SH-SY5Y y contra

cancer de mama (Poulose et al., 2005; Sunday et al., 2015).

Actualmente existe una gran cantidad de reportes sobre compuestos bioactivos
presentes en hojas, cascara y fruto de la lima, sin embargo, se desconocen aun los
acidos fendlicos que son importantes para la industria alimenticia por sus efectos
antimicrobianos y antioxidantes, ademas, la decoccion de la hoja de lima no tiene
reportes de los niveles de cafeina que presenta, los cuales son importantes para
recomendar un adecuado consumo entre la poblacion, por lo que este trabajo se centrd

en este tipo de compuestos bioactivos.

17



3. JUSTIFICACION

Las hojas de lima mexicana contienen compuestos bioactivos de gran utilidad en la
industria farmacéutica y alimenticia, cuya concentracion puede variar por diferentes
factores climéticos, geograficos, métodos de extraccion, condiciones de la muestra,
entre otros. El consumo de decocciones de hoja de lima se utiliza como un remedio
tradicional, por lo que es importante su evaluacion y una adecuada recomendacion de
su consumo. En este trabajo se establecieron las mejores condiciones del
procesamiento de las hojas, tiempo de extraccion con base en la concentracion de los
principales grupos de compuestos fendlicos y la actividad antioxidante que
proporcionan con el fin de obtener el mayor beneficio posible al consumir las bebidas
de hoja de lima. Asi mismo, la concentracion de cafeina es importante ya que no se
ha reportado en los extractos de hojas de lima mexicana hasta el momento, por lo que
el trabajo contribuird con datos cuantitativos para su preparaciéon y un adecuado
consumo. Ademas, dichos extractos podrian ser utilizados para aplicaciones

posteriores como agente inhibitorio y posible efecto contra células cancerosas.
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4. OBJETIVOS

4.1.

4.2.

Objetivo general

Extraer y caracterizar los compuestos fitoquimicos presentes en hojas de lima
mexicana (Citrus aurantifolia Swingle) probando diferentes sistemas de
extraccion y acondicionamiento de la materia prima para evaluar la capacidad

antioxidante de los compuestos extraidos.

Objetivos especificos

Establecer las condiciones de extraccion y acondicionamiento de la materia
prima.

Realizar las extracciones con los parametros establecidos e identificar y
agrupar compuestos mayoritarios por medio de espectrofotometria UV-VIS.
Cuantificar la concentracidon de compuestos fendlicos presentes en los
extractos por el método de Folin-Ciocalteu.

Medir y comparar la actividad antioxidante de los diferentes extractos de

hojas de Citrus aurantifolia Swingle por el método de ABTS y DPPH.

Determinar el contenido de flavonoides en hojas y en extractos de Citrus

aurantifolia Swingle que presentaron mayor actividad antioxidante.
Cuantificar el contenido de clorofilas en hojas y extractos de Citrus
aurantifolia Swingle de mayor actividad antioxidante.

Determinar la concentracion de cafeina en los extractos de Citrus aurantifolia

Swingle que presentaron mayor capacidad antioxidante.
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5. MATERIALES

5.1. Materia prima

Hojas de lima Citrus aurantifolia Swingle obtenidas del poblado de Tepexpan en el

Estado de México, México.

5.2. Reactivos

Etanol al 80% (v/v)

Reactivo Folin-Ciocalteu 1N
Solucion de Na2COs 7%

Acido galico

DPPH (diphenil-1-picrylhydrazyl)
Trolox 1 mM

Sal de diamonio (2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina)-6 sulfonato de amonio)
Peroxidisulfato de potasio
Acetona al 80% (v/v)

Quercetina

Solucion de NaNO:2 al 5%
Solucién de AICIs al 10%
Solucion de NaOH 1M

Ver anexo 1. Para preparacion de reactivos.

5.3.  Material y equipo

Material de laboratorio

Termobalanza (modelo LJ16, Mettler Toledo, EUA)

Liofilizadora (7754040, Labconco, EUA)

Centrifuga (modelo Allegra X-12R, Beckman Coulter, EUA)
Potenciémetro (modelo 920a, Orion Star, EUA)

Espectrofotometro (modelo Genesys 10-S, Thermo Spectronic, EUA)
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6. METODOLOGIA

En la figura 10 se presenta el diagrama general en el cual se indican las
determinaciones realizadas en este trabajo, todas se realizaron por triplicado y algunas

fueron realizadas tanto a las hojas como a los extractos obtenidos.

ACONDICIONAMIENTO DE
MATERIA PRIMA

A Z L Z L Z L 4
OBTENCION DE
EXTRACTOS A DETERMINACION DE CUANTIFICACION DE CUANTIFICACION DE
TEMPERATURA DE CONTENIDO DE HUMEDAD CLOROFILA FLAVONOIDES
EBULLICION
A 4 1 ¢ *
) . . CUANTIFICACION DE
ESCANEO DE ABSORCION DETERMINACION DE pH CUANTIFICACION DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
COMPUESTOS FENOLICOS (DPPH Y ABTS)
| ]
1
Y R 4
CUANTIFICACION DE CUANTIFICACION DE
CLOROFILA FLAVONOIDES
Y
CUANTIFICACION DE
CAFEINA

Figura 10. Diagrama general de trabajo.

6.1. Acondicionamiento de la materia prima

Las muestras de hojas de Citrus aurantifolia Swingle se obtuvieron del poblado de
Tepexpan en el Estado de México, México (latitud: 19.615315, longitud: -98.922138).
Las hojas frescas de lima se recolectaron y seleccionaron eliminando las que
presentaban algun dafio, después se lavaron para evitar la presencia de particulas de
polvo y materia extrafia. El total de hojas se dividié en tres grupos con el fin de conocer

el efecto de secado en las determinaciones y extracciones que se realizaron
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posteriormente, el primer grupo de hojas se manipul6 en estado fresco, el segundo se

secO a temperatura ambiente (Tamb) durante dos semanas y el ultimo se liofilizo.

6.2. Determinacion del contenido de humedad por el método de termobalanza

La humedad se determiné en hojas de lima frescas, secas y liofilizadas, esta técnica
se fundamenta en la pérdida de peso al secado, mediante un instrumento de humedad
gue emplea una balanza de torsion sensible para pesar la muestra y una lampara
infrarroja para secar. El procedimiento es el siguiente (DGN, 1982):
1. Soltar el sujetador del plato para muestra, asegurarse que el plato corra
libremente sobre su soporte, y que esté limpio y seco.
2. Ajustar al 0 y 100%.
Pesar 2 g de la muestra y distribuirla uniformemente en el platillo de la
termobalanza.
4. Con la fuente de potencia ajustada, bajar la tapa de la balanza. Después de
pasado un tiempo de 10 a 20 min, debera tomarse la lectura, y si permanece

estable durante 2 min se registrara como porcentaje total de humedad.

6.3. Extractos acuosos y etandlicos de hoja de lima

Es importante mencionar la diferencia entre decoccion, maceracion e infusién, ya que
son métodos de extraccion de compuestos fitoquimicos, en este trabajo se realizaron
decocciones de las hojas de lima, sin embargo, con fines comparativos en la
cuantificacion de compuestos fitoquimicos y actividad antioxidante se hace mencion

de diferentes extractos obtenidos por algunos de estos métodos (Fauron, 1994):
Decoccidén: Se aplica a algunas plantas con principios activos que no pueden ser

extraidos facilmente, la materia vegetal en pequefios fragmentos se lleva a ebullicién

durante un tiempo determinado, finalmente la mezcla se filtra.
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Maceracion: el método consiste en sumergir la materia vegetal en un disolvente a
temperatura ambiente durante un tiempo determinado, para finalmente filtrarse, es

empleado cuando las plantas tienen compuestos volatiles.

Infusién: se prepara triturando la materia vegetal, se coloca en agua caliente y se tapa
para después de un tiempo determinado de reposo filtrarse en caliente, sin requerir

mas calor.

El proceso de extraccion se muestra en la figura 11, para cada uno de los grupos de
hojas se realiz6 un extracto en agua y otro en etanol al 80%, para esto se pesaron 2 g
de muestra triturada y se agregaron en un vaso de precipitados con 50 mL del
disolvente en ebullicion, se manejaron 5 tiempos diferentes de tratamiento térmico para
cada uno de los extractos: a 2, 5, 7, 10 y 15 min, obteniendo finalmente 30 extractos
diferentes, después de enfriarse se les realiz6 la medicion de pH y almacenaron a 4°C

para realizar las siguientes determinaciones.

HOJAS
ACONDICIONADAS

A 2 k Z k 4

HOJAS FRESCAS HOJAS LIOFILIZADAS HOJAS SECADAS A Tamb

v

2 g DE MUESTRA
TRITURADA

1
A Z 4

50 mL DE ETANOL AL
80%

50 mL DE AGUA

[ ]
Yy

EBULLICION POR 2, 5, 7,
10 Y 15 min

v

ALMACENAMIENTO A 4
°C

Figura 11. Metodologia para la extraccion de agentes bioactivos de hojas de lima
mexicana.
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6.4. Cuantificacion de compuestos fendlicos por el método de Folin-Ciocalteu

El reactivo de Folin-Ciocalteu es una mezcla de fosfomolibdato y fosfotungstato,
utilizado en la determinacion de compuestos fendlicos. Este método colorimétrico se
fundamenta en la reduccién del acido fosfotungstomolibdico por los compuestos
fendlicos en solucion alcalina, originando Oxidos azules de wolframio (WsgOz23) vy
molibdeno (MosOz23), finalmente se mide la cantidad de sustancia que se requiere para
inhibir la oxidacién del reactivo (Escobar, 2010). La reaccién es la siguiente (Huang y
Prior, 2005):

Molibdeno (V1) + Electrones de antioxidante [e]= Molibdeno (V)

El método consiste en adicionar 650 uL del reactivo Folin-Ciocalteu 1N a 100 yL de
extracto y desarrollar la reaccion durante 5 min. Posteriormente, deben afiadirse 650
ML de Na2COs 7%, y agitar vigorosamente. La mezcla de reaccion se deja reposar
durante 90 min, posteriormente la absorbancia del compuesto desarrollado de color
azul se mide a 750 nm (lglesias, 2012). El contenido de fenoles totales se determina
mediante interpolacion en una curva tipo empleando acido galico como patrén y se
expresa en mg equivalentes de acido galico por gramo de muestra en base seca (mg
EAG/g B.S.).

6.5. Evaluacion de la capacidad antioxidante por el método ABTS

El radical ABTS* se obtiene tras la reaccion de ABTS con persulfato de potasio (2.45
mM, concentracion final) incubados a temperatura ambiente y en la oscuridad durante
16 h en refrigeracion. Una vez formado el radical ABTS* se diluye con etanol hasta
obtener un valor de absorbancia de 0.700 £0.02 a 734 nm (longitud de onda de maxima
absorcion). Las muestras se diluyen con etanol hasta que se produce una inhibicién
del 20 al 80% en comparacion con la absorbancia del blanco, después de afiadir 20
uL de la muestra a 980 uL de dilucion del radical ABTS™ se le determina la absorbancia
a 734 nm cada 60 s durante 5 min. Se emplea el antioxidante sintético de referencia
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Trolox para realizar una curva tipo de 1 a 6 pM. Los resultados se expresan en
micromoles equivalentes de Trolox por gramo de muestra en base seca (UM ET/g
B.S.), con la siguiente ecuacion se determina la diferencia de absorbancia (Kuskoski
et al., 2005):

A0 muestra — A5 muestra
A0 disolvente—A5 disolvente)
A0 disolvente

AA =

A0 muestra — (

Donde:
AO= absorbancia al tiempo 0 min.

Ab5= absorbancia al tiempo 5 min.

6.6. Evaluacion de la capacidad antioxidante por el método DPPH

El método emplea al 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH) en su forma radical, este
compuesto tiene una banda de absorcién a 515 nm que desaparece tras la reduccién
producida mediante un compuesto antirradical (Brand, 1995). La técnica se basa en la
medida de la absorbancia del radical DPPH 100 uM (3.9 mL) disuelto en metanol al
80%, a una longitud de onda de 515 nm. Se afiaden 0.1 mL de la muestra o patron, la
mezcla se homogeniza por inversion, y se mantiene en oscuridad durante 30 min. Las
medidas de absorbancia a 515 nm se realizan antes de afiadir la muestra y se realiza
una lectura mas a los 30 min. La concentracion de DPPH en el medio de reaccion se
calcul6 a partir de una curva tipo de Trolox ensayada de 10 a 80 uM. El antioxidante
sintético de referencia Trolox en disolucién de metanol al 80% para la curva tipo se
ensayo en las mismas condiciones, se empled la siguiente ecuacion para determinar
el porcentaje de inhibicion, los resultados se expresaron en micromoles equivalentes

de Trolox por gramo de muestra en base seca (UM ET/g B.S.) (Kim et al., 2002):
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. o, AO muestra — A30 muestra
Porcentaje de inhibiciéon = x 100
AO muestra

Donde:
AO= absorbancia al tiempo 0 min.

A30= absorbancia al tiempo 30 min.

6.7. Cuantificacion de flavonoides

Se realiz6 una extraccion de flavonoides para cada grupo de hojas de lima, ademas
de cuantificarse en los extractos acuosos y etandlicos, realizados con la finalidad de
comparar la concentracién de flavonoides en cada extraccion. Para la determinacién
de flavonoides en hojas se prepararon extractos con 10 mL de metanol acidificado al
1% con HCI 1N y 0.25 g de muestra, se sonicaron por 10 min, se centrifugaron a 4000
rpm por 10 min a temperatura ambiente, se agregaron 5 mL de metanol acidificado al
1% con HCI 1N y se sonicaron nuevamente por 10 min seguida de una centrifugacion
por 10 min a 4000 rpm, finalmente se complet6 el volumen con metanol acidificado a
20 mL. Para la determinacion de flavonoides en los extractos acuosos, etanolicos y
metandlicos se realizd una curva tipo de quercetina, se empled el ensayo colorimétrico
del cloruro de aluminio con algunas modificaciones como se indica a continuacién, se
depositaron 150 yL de extracto en tubos de ensayo, se agregaron 40 uL de solucion
de NaNO:2 (5%), se homogeneizo y se dejo reposar 5 min, se adicionaron 40 pL de
solucién de AICI3 (10%), se mezcld y se dejé reposar 1 min, se agregaron 250 uL de
solucién de NaOH 1My por ultimo se adicionaron 750 pL de agua destilada, se mezclo
y se realizo la lectura de absorbancia a 510 nm. Los resultados se expresaron como
mg equivalentes de quercetina/g muestra en base seca (mg EQ/g B.S.) (Martinez et
al., 2011).
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6.8. Cuantificacion de clorofilas

Se realiz6 la cuantificacion de clorofila a, b y total en las hojas de lima frescas, secadas
a temperatura ambiente vy liofilizadas, a 0.1 g de muestra triturada se le afladieron 2
mL de acetona al 80%, se homogeniz6 en un vortex a velocidad lenta durante 2 min,
se centrifug6 a 3500 rpm durante 5 min a 4 °C, el sobrenadante se filtr6 con ayuda de
papel filtro. Se transfiri6 a un matraz volumétrico de 10 mL, finamente el volumen se
completé con acetona al 80% y se realizaron lecturas a 648 y 663 nm. Para la
determinacién de clorofilas en los extractos acuosos y etandlicos se agregé etanol a
cada uno para obtener una solucion final al 95% de etanol. El contenido de clorofila
para cada disolvente se determina mediante las formulas mostradas en el cuadro 2
(Cedeiio, 2016):

Cuadro 2. Férmulas para cuantificacion de clorofilas.

Clorofila Formula
ggiojc;og.)gl.?/g Etanol al 95% Acetona al 80%
a (13.36*Assamm - 5.19*Assgnm) *- | (12.7*Ascanm - 2.69*Asasnm) *
b (27.43*Aeagnm - 8.12*Assanm) *% (22.9*As4snm - 4.68*As63nm) *%
Total (5.24*A663nm +22.24*Asagnm) *vlv (202 * Agasnm +V\i/3.02 * As3nm) * V
Donde:

V = volumen del extracto en mililitros
W = peso de la muestra en gramos

A = absorbancia

6.9. Determinacion de cafeina

Para la cuantificacion de cafeina se tom6 una alicuota de 50 mL de soluciéon de las
muestras. Esta alicuota se coloco en un embudo de separacion con 25 mL de

diclorometano. La cafeina se extrajo invirtiendo el embudo tres veces, ventilando el
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embudo después de cada inversion y evitando la formacion de una emulsién. La capa
de diclorometano se retiré a un matraz limpio y el procedimiento de extraccion se repitid
dos veces mas y las capas de disolvente de cada inversion fueron mezcladas, se midié
la absorbancia a 260 nm y la cuantificacion se realiz6 interpolando en una curva tipo

de cafeina a una concentracion entre 0 y 200 ppm (Jenway, 2014).

6.10. Analisis estadistico
Los datos se expresaron con una desviacion estandar. Se realiz6 andlisis de varianza

(ANOVA) de un factor usando un valor de significancia de a=0.01 utilizando las

herramientas de analisis de datos de Excel 2016 de Microsoft.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Determinacion del contenido de humedad en hojas de lima mexicana

En la figura 12 se muestran las hojas de lima empleadas con los tratamientos de
secado aplicados, asi como una muestra fresca; se puede observar que la hoja
liofilizada conserva su color y estructura en comparacién con la hoja secada a

temperatura ambiente que presenta degradacion del color y pérdida de la estructura.

Hoja fr"é;s,ca Hoja liofilizada Hoja secada a
temperatura ambiente

Figura 12. Hoja de lima mexicana de Tepexpan, Estado de México.

Una vez realizados los tratamientos de secado, se determiné el contenido de humedad

de hojas de lima frescas, secas Y liofilizadas en una termobalanza Mettler LJ16 como

se muestra en la Figura 13.

Figura 13. Determinacion del contenido de humedad por el método de la

termobalanza.
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En el Cuadro 3 se observa el porcentaje de humedad que se obtuvo para cada hoja,
de igual forma, se determind el porcentaje de soélidos en cada condicion para reportar

los resultados en base seca.

Cuadro 3. Determinacion del contenido de humedad en hojas de lima.

Hojas frescas Hojas secadas Tamb Hojas liofilizadas
% Humedad 60.49 £1.4 13.11 £0.57 11.58 £0.68
% Solidos 39.51+1.4 86.90 +0.57 88.42 +0.68

7.2. Determinacion de pH

Se realizaron mediciones de pH en los extractos acuosos y etanolicos de hojas de lima
frescas, secas Y liofilizadas para los diferentes tiempos de extraccion, se realizé un
promedio de pH de los extractos para cada sistema de extraccion como se observa en
la figura 14, donde se muestra que el pH de los extractos acuosos es ligeramente
acido, mientras gque los extractos etanélicos mantienen un pH cercano a la neutralidad,
esta determinacion indica de forma general el perfil de los compuestos que se extrae
por medio de los dos disolventes empleados, es muy probable que en los extractos
acuosos se encuentre una mayor cantidad de acidos fendlicos y en los extractos
etandlicos mayor presencia de alcaloides y flavonoides, debido a la afinidad por el
disolvente. En un trabajo de extractos hidroalcohdlicos de Lippia turbinata Griseb
presentaron datos de pH entre 6.82 y 6.9 (Nufez et al., 2006), en este trabajo se
encontraron valores similares, ya que el pH promedio de los extractos etandlicos de

hojas de lima se ubica entre 6.7 y 7.4.

s 15 74 7.0 6.7
S 6.1 56 I 59 .
S n 6.0 I - I
o2
£3 45
o £ 30 E. acuosos
jc:’- o : E. etandlicos
o 1.5

0.0

Frescas Secas Liofilizadas

Hojas de lima

Figura 14. pH de los extractos de hojas de lima.
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7.3. Barridos en espectro visible

Se efectuaron barridos de longitud de onda con un espectrofotometro UV-VIS Thermo

Spectronic, el escaneo de absorcién de cada extracto se realiz6 en el espectro

electromagnético de 200 a 700 nm, se identificaron los picos de maxima absorcion

indicando a que grupo de compuestos corresponderian para cada sistema como se

muestra en el cuadro 4.

Cuadro 4. Picos de maxima absorcion registrados en los extractos de lima mexicana.

Sistema Amax (Nm) Compuestos
Extractos acuosos 254 Flavonoides (quercetina-rutina)
de hojas frescas 323-329 | Acidos fendlicos (compuestos hidroxicinamicos)
263-269 | Flavonoides (kaempferol)
. 287-293 | Taninos y flavonoides
Extractos etandlicos T —
, 296 Acidos fendlicos
de hojas frescas T . . .
323-329 | Acidos fendlicos (compuestos hidroxicinamicos)
665 Clorofila a
Extractos acuosos | 272-278 | Acidos fendlicos (acido galico)
de hojas secas 317-320 | Acidos fendlicos
263-269 | Flavonoides (kaempferol)
Extractos etandlicos | 272-278 | Acidos fendlicos (acido galico)
de hojas secas 323-329 | Acidos fendlicos (compuestos hidroxicindmicos)
665 Clorofila a
254 Flavonoides (quercetina-rutina)
Extractos acuosos < . < . o
o 314 Acidos fendlicos (Acido cumaroilquinico)
de hojas liofilizadas — —
317-320 | Acidos fendlicos
. 287-293 | Taninos y flavonoides
Extractos etandlicos T — , .
o 323-329 | Acidos fendlicos (compuestos hidroxicinamicos)
de hojas liofilizadas -
665 Clorofila a

(Goémez, 2015; Gutiérrez et al., 2010; Santhanakrishnan et al., 2014; Waksmundzka-

Hajnos et al., 2008)
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De acuerdo con las longitudes de onda de maxima absorcién reportadas en la literatura
del cuadro 4, se puede discernir que en los extractos acuosos se extrajeron con mayor
afinidad los compuestos fendlicos como flavonoides y acidos fenélicos, mientras que
en los extractos etandlicos sobresalen la clorofila a y taninos. Sin embargo, los picos
en esta regidon no estan tan definidos por lo que se requiere un analisis mas especifico
como HPLC-MS.

En la figura 15 se muestran los barridos completos de los extractos, se observa que
cada sistema mantiene una tendencia semejante con los mismos picos de maxima
absorcion, de igual forma, conforme se aumentd el tiempo de tratamiento térmico
también aumenté la absorbancia, indicando que se extrajo mayor cantidad de
compuestos fitoquimicos con un mayor tiempo de exposicién a la temperatura de
ebullicion del disolvente. Al comparar entre extractos acuosos y etandlicos para un
mismo tipo de hoja se observa que en los extractos etandélicos hay un mayor nimero
de picos de absorcién, indicando mayor diversidad de compuestos en comparacion
con los extractos acuosos, sin embargo, las unidades de absorbancia de los extractos
acuosos son mas altas que en los extractos etandlicos debido a que los compuestos

fitoquimicos se encuentran en mayor concentracion.

Los barridos espectrales muestran la complejidad de los grupos de compuestos
fitoquimicos presentes en cada extracto los cuales son responsables de la actividad
antioxidante, por las unidades de absorbancia mostrada y los picos de maxima
absorcion se sugiere la presencia de compuestos fendlicos, terpenos y alcaloides. Se
observa de forma general que en laregion UV entre 200 y 280 nm no se tiene un patron
definido o estable ya que en ese intervalo los fenoles simples tienen su absorbancia
maxima (Martinez-Valverde et al., 2000), por lo que es necesario emplear otro método

para su cuantificacion.
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Extractos acuosos Extractos etandlicos

—— 2 min
——5min

—— 7 min
10 min
—— 15 min
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Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Hojas frescas

2 min
——5min
7 min
10 min

—— 15 min

Absorbancia

650
250
350
5
550
650

nm) Longitud de ond

o

(nm)

Hojas secas

2 min
—— 5 min
7 min
10 mi
—— 15 mi

Absorbancia

5
450
550
650

650 |

Longitud de onda (nm)

Hojas liofilizadas

Figura 15. Espectros de absorcion de los extractos de hojas de lima mexicana.
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7.4. Cuantificacion de compuestos fendlicos por el método de Folin-Ciocalteu

Después de realizar los barridos, se efectu6 la determinacion de compuestos fendlicos
en los extractos por el método de Folin-Ciocalteu, para esto se realizé una curva tipo

de acido galico mostrada en la figura 16.

0.35
0.3

0.25

o
N
®

0.15

Absorbancia

o
o

y = 0.5857x + 0.0125
0.05 R2 = 0.9822

0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05
Compuestos fendlicos (mg EAG/mL)

Figura 16. Curva tipo de acido galico.

Extractos acuosos

El analisis estadistico para el contenido de compuestos fendlicos entre los extractos
de hojas frescas, liofilizadas y secas a Tamb indicé que si existe diferencia significativa
en el contenido de compuestos fendlicos entre los extractos acuosos de las tres
muestras de lima mexicana con un nivel de confianza del 99% (a=0.01), dados los
valores de F=69.75 y Fc=5.15. Se determind que para los sistemas acuosos en los
extractos de hojas secadas a Tamb Se encuentran en mayor concentracion los
compuestos fendlicos, se muestra en la figura 17 que la concentracion Optima es de

165.0 mg EAG/g B.S. en hojas secas a Tampb cONn un tratamiento térmico de 15 min,
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seguido de los extractos de hojas frescas con 163.3 mg EAG/g B.S. a los 10 min y por
ultimo en los extractos de hojas liofilizadas se encontré un valor de 56.7 mg EAG/g
B.S. alos 10 min.
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Figura 17. Compuestos fendlicos en extractos acuosos.

Al analizar el efecto del tiempo de extraccién se observa que, en el caso de las tres
muestras de hojas de lima mexicana, a mayor tiempo de extraccion se obtiene un
mayor contenido de compuestos fendlicos, es decir, a los 2 min en decoccidon se
obtiene la menor cantidad de dichos compuestos, pero conforme aumenta el tiempo
se efectlia una mayor extraccion la cual es 6ptima entre los 10 y 15 min.

Por otro lado, se encontr6 mayor concentracion de compuestos fenélicos en las hojas
secadas a Tamb, debido a que estos compuestos se concentran durante la perdida de
agua en el proceso de secado. Por otro lado, en las hojas liofilizadas los compuestos
fendlicos se redujeron alrededor de una tercera parte de lo encontrado en las hojas
frescas, sin embargo, se esperaba que el contenido de compuestos fendlicos fuera
mayor por las caracteristicas reportadas en la literatura sobre el proceso de
liofilizacion, este efecto de disminucion en dichos compuestos ha sido observado de

igual forma en estudios sobre alimentos, por ejemplo, se ha reportado que la
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concentracion de fendlicos totales en maiz es menor en una muestra liofilizada que en
la muestra sin tratar (Asami et al., 2003), también se ha encontrado una reduccion de
dichos compuestos en jugo de uva liofilizado (Vashisth et al., 2011), asimismo, se ha
observado una disminucion en el contenido de fendlicos totales en mora liofilizada al
compararla con el fruto fresco, este comportamiento se atribuye a que los cristales de
hielo formados durante la congelacion de las muestras pueden conjuntamente facilitar
la extraccion de los compuestos fendlicos, ademas de la liberacion de enzimas

oxidativas que pueden degradar dichos compuestos durante el proceso (Tarin, 2015).

Finalmente, al comparar los resultados con los compuestos fendlicos encontrados en
infusiones de plantas, se ha reportado en té verde un valor de 2.09 y 6.08 g EAG/100g
B.S., mientras que para el té negro 2.30 y 4.32 g EAG/100g B.S.(Socaci et al., 2013),
por otro lado, en hojas de muicle y tejocote se han reportado 19.76 y 24.47 g EAG/100
g B.S. respectivamente (Ronquillo de Jesus, 2013), en el presente trabajo en hojas de
lima secas se encontr6 un valor de 16.49 g EAG/100 g, siendo un valor alrededor de
3 veces mayor que en té verde y té negro y se encuentra en un valor intermedio en
cuanto a los compuestos fendlicos de hojas de muicle y tejocote, por lo tanto, se puede
expresar que el contenido de compuestos fendlicos se encuentra dentro de la magnitud
esperada y este tipo de bebida aporta una cantidad importante de compuestos

bioactivos al consumirse.

Extractos etandlicos

El analisis estadistico para el contenido de compuestos fendlicos entre los extractos
de hojas frescas, liofilizadas y secas a Tamb, con un nivel de confianza del 99%
(a=0.01), indic6 que si existe diferencia significativa en el contenido de compuestos
fenolicos entre los extractos etandlicos de las tres muestras de lima mexicana con
valores de F=24.92 y F.=5.15. En los extractos etanolicos se obtuvo menor cantidad
de compuestos fendlicos que en los extractos acuosos, sin embargo, la concentracion
maxima para cada grupo de hojas se mantiene en el mismo orden; es decir, los

compuestos fendlicos en los extractos de hojas secas a Tamp S€ encuentran en una
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concentracion de 102.40 mg EAG/g B.S. a los 10 min, seguidos de los extractos de
hojas frescas con 61.38 mg EAG/g B.S. a los 15 min y por ultimo los extractos de hojas

liofilizadas con 57.80 mg EAG/g B.S. a los 10 min como se muestra en la figura 18.
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Figura 18. Compuestos fendlicos en extractos etanélicos.

Al comparar los tiempos de decoccién se encuentra que, al igual que en el caso de los
extractos acuosos, a un mayor tiempo de extraccion se obtiene mayor contenido de
compuestos fendlicos, observandose un ascenso paulatino en el contenido de dichos
compuestos del minuto 2 al 15, por lo que se diserta que se lleva a cabo una 6ptima
extraccion entre los 10 y 15 min.

Desde otra perspectiva, se sabe que, la solubilidad en una mezcla agua-etanol de los
compuestos fendlicos es generalmente mayor para compuestos difenoles y
polifenoles, explicando el hecho que en los barridos en el espectro de los extractos
etandlicos se haya observado un mayor nimero de picos de absorcion y ademas, en
este caso a diferencia de los extractos acuosos, el contenido de compuestos fendlicos
en las hojas liofilizadas no se ve drasticamente disminuido al compararse con los
extractos etanolicos de las hojas frescas, ya que no se encontré diferencia significativa

en el contenido de dichos compuestos en los sistemas de Optima extraccion, es decir,
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para el caso de la extraccion en agua de hojas liofilizadas se determinaron 56.68 +0.27
mg EAG/g B.S. y para la extraccion en etanol al 80% fueron 57.8 +1.53 mg EAG/g B.S.
Asimismo, se ha comprobado que la cantidad de compuestos fendlicos extraida es
proporcional al aumento de la temperatura (Mufioz et al., 2015), es probable que, en
los extractos acuosos se encuentra una mayor cantidad de compuestos fendlicos
debido a que la extraccion de hojas de lima se llevé a cabo al punto de ebullicion de
cada disolvente y como se sabe el agua tiene un punto de ebullicibn mayor al de etanol
al 80%.

En la figura 19 se comparan los resultados obtenidos con los reportados en las
referencias, se encontré que en hojas secas de granada china (Passiflora ligularis) se
determind un valor de 14.32 mg EAG/g B.S. (Cabrera et al., 2014), en hojas de hierba
del sapo (Eryngium comosum Delar f.) 154 mg EAG/g B.S. y en hojas de muicle
(Justicia spicigera Schult) 157.69 mg EAG/g B.S.(Ronquillo de Jesus, 2013), en los
extractos de hojas secas a Tamb en el presente estudio se encontré un valor de 102.40

mg EAG/g B.S., el cual esta dentro de las magnitudes que se han reportado.
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Figura 19. Contenido de compuestos fendlicos en extractos etandlicos de hojas.
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Es importante mencionar que la composicion de compuestos fendlicos varia por
diversos factores como la variedad de la planta, el suelo, la cantidad de materia
organica, cantidad y tiempo de aplicacion de fertilizantes, asi como la temperatura
donde crece el arbol, este ultimo factor tiene efectos tanto en la calidad interna de la
fruta como en la apariencia externa, en la textura y en el desarrollo del color superficial,
sin embargo, las caracteristicas genéticas tienen efectos sobre la variabilidad de los

compuestos bioactivos (Escobar, 2010).

7.5. Determinacion de actividad antioxidante por el método ABTS

La actividad antioxidante de los extractos permite conocer su poder reductor con el
cual se pueden obtener multiples beneficios, ya que tiene la capacidad de reducir el
estrés oxidativo y el dafio a biomoléculas (Avello y Suwalsky, 2006). En la figura 20 se
muestra la curva tipo de Trolox empleada para cuantificar la actividad antioxidante por
el método ABTS.
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Figura 20. Curva tipo de Trolox para ABTS.
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Extractos acuosos

El analisis estadistico para la capacidad antioxidante entre los extractos de hojas
frescas, liofilizadas y secas a Tamb indic los siguientes valores de F=33.93 y F¢=5.15
con un nivel de confianza del 99% (a=0.01), dados los valores se determina que si
existe diferencia significativa en la actividad antioxidante por el método ABTS entre los

extractos acuosos de las tres muestras de lima mexicana.

En la figura 21 se puede observar que por el método ABTS la mayor actividad
antioxidante se presentd en las hojas liofilizadas con 2761.7 uM ET/g B.S. a los 10
min, recordando que a este tiempo también se encontré el mayor contenido de
compuestos fendlicos, seguida de los extractos de hojas secas con 1826.5 uM ET/g
B.S. a los 5 min, mientras que las hojas frescas presentaron 1231.5 uM ET/g B.S. a
los 10 min. Las hojas frescas presentan menor actividad antioxidante por el método
ABTS y ésta aumenta paulatinamente del minuto 2 al 15, en el caso de la actividad
gue presentan las hojas secas, esta se mantiene de forma constante durante los
diferentes tiempos de extraccion y las hojas liofilizadas mostraron una alta actividad

antioxidante entre 5 y 10 min, viéndose disminuida a los 15 min.
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Figura 21. Actividad antioxidante de extractos acuosos de hoja de lima por ABTS.
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Al comparar la actividad antioxidante por ABTS en la figura 22 se muestra que en flores
de mastuerzo secas (Tropaeolum majus L.) la capacidad es entre 587.01 y 622.92 uM
ET/g B.S. (Lino et al., 2015), mientras que en hojas de lima seca en el presente trabajo
se cuantificaron 1826.5 uM ET/g B.S., siendo alrededor de 3 veces mayor la actividad

antioxidante de hojas de lima seca.
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Figura 22. Actividad antioxidante por ABTS en extractos.

Extractos etandlicos

El analisis estadistico para la actividad antioxidante entre los extractos de hojas
frescas, liofilizadas y secas a Tamb indicO que si hay diferencia significativa en la
actividad antioxidante por el método ABTS entre los extractos etandlicos de las tres
muestras de lima mexicana con valores de F=223.34 y Fc=5.15 y un nivel de confianza
del 99% (0=0.01). Dichos extractos al igual que en la determinacién de compuestos
fendlicos presentaron menor actividad antioxidante que los extractos acuosos, los
resultados para extractos etandlicos se presentan en la figura 23, la mayor actividad
antioxidante fue en los extractos de hojas liofilizadas con 1758.3 uM ET/g B.S. a los
10 min, seguido de las hojas secas a Tamb con 254.3 uM ET/g B.S. a los 15 min, por

ultimo las hojas frescas con 151.8 uyM ET/g B.S. a los 10 min. Estudiando el efecto del
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tiempo de extraccion, se muestra que, aungue la capacidad antioxidante no es
directamente ascendente conforme aumenta el tiempo, entre los 10 y 15 min se

mantiene la mayor actividad a diferencia del tiempo 2 min donde esta actividad es

menor.
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Figura 23. Actividad antioxidante de extractos etandlicos de hoja de lima por ABTS.

7.6. Determinacién de actividad antioxidante por el método DPPH

En la figura 24 se muestra la curva tipo de Trolox empleada para cuantificar la actividad

antioxidante por el método DPPH.
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Figura 24. Curva tipo de Trolox para DPPH.
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Extractos acuosos

El andlisis estadistico para la capacidad antioxidante por el método DPPH entre los
extractos de hojas frescas, liofilizadas y secas a Tamb, dados los valores de F=308.39
y Fc=5.15, indicaron que si existe diferencia significativa en la actividad antioxidante

entre los extractos acuosos de las tres muestras de lima mexicana.

En la figura 25 se muestra la actividad antioxidante presentada por los extractos
acuosos de hoja de lima, es importante mencionar que los extractos de hojas secadas
a Tamb SON las que presenta mayor actividad antioxidante con 9634 uM ET/g B.S. a los
15 min en ebullicién, seguida por las hojas liofilizadas con 8719 uM ET/g B.S. alos 15

min y finalmente los extractos de hojas frescas con 5941 uM ET/g B.S. a los 15 min.
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Figura 25. Actividad antioxidante por DPPH de extractos acuosos de hoja de lima.

Al comparar los resultados obtenidos en hojas secadas a Tamb CON 0Otros reportes de
hojas como se muestra en la figura 26, en hojas de Echinacea purpurea se ha
encontrado una capacidad antioxidante de 7500 uM ET/g B.S y en hojas de Juglans
regia de 11900 uM ET/g B.S. (Wojdylo et al., 2007), mientras que en promedio, en este

trabajo en el extracto acuoso de las hojas secadas a Tamb Se encontré una capacidad
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antioxidante de 9394 uM ET/g B.S., por lo que su actividad antioxidante se encuentra
en un valor intermedio. Sin embargo, también se ha reportado la actividad antioxidante
en infusiones, que como se observa en la figura 26 tienen una menor actividad que va
desde 130 uM ET/g B.S para Sauropus androgynus (Andarwulan et al., 2010), 200 uM
ET/g B.S. para Cosmos caudatus (Wong et al., 2006), hasta 782 uM ET/g B.S. para
Quercus calliprinos (Al-Mustafa y Al-Thunibat, 2008), es decir, la actividad antioxidante
de los extractos de hojas de lima secadas a Tamp €s de aproximadamente 10 a 70

veces mayor que los valores reportados para otras infusiones.
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Figura 26. Actividad antioxidante en hojas secas por el método DPPH.

También se calcul6 el porcentaje de inhibicion con fines comparativos, en la figura 27
se muestra la actividad antioxidante de infusiones en porcentaje de inhibicién por el
método DPPH, se observa que las hojas secas de lima presentan 79.89% de
inhibicién, muy similar a las infusiones con flores de jamaica (75.4%), y se encuentra
hasta 3 veces mayor que otras infusiones como las hojas de menta (27.95%) y Neem
(26.43%) (Martinez et al., 2017).
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Figura 27. Actividad antioxidante en % de inhibicibn de DPPH en extractos.

Extractos etandlicos

El analisis estadistico para la actividad antioxidante entre los extractos de hojas
frescas, liofilizadas y secas a Tamb, dados los valores de F=96.47 y Fc=5.15, indicaron
gue si existe diferencia significativa en la actividad antioxidante por el método DPPH

entre los extractos etanolicos de las tres muestras de lima mexicana.

En la figura 28 se muestra la actividad antioxidante de los extractos etandélicos de hojas
de lima, se observa que los extractos de hoja liofilizada presentaron mayor actividad
antioxidante con 2709 uM ET/g B.S. a los 15 min de tratamiento térmico, seguido de
las hojas secas a Tamb con 1854 pM ET/g B.S. a los 10 min y finalmente las hojas
frescas presentaron 1877 uM ET/g B.S. a los 15 min. Desde otro punto de vista, se
puede observar una relacion de la actividad antioxidante con el tiempo de extraccion,
como se ilustra, a los 2 min se manifiesta la menor actividad antioxidante, pero a un
mayor tiempo de decoccién, dicha actividad se ve aumentada de forma ascendente

hasta llegar a un 6ptimo de cuantificacion logrado entre los 10 y 15 min.
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Figura 28. Actividad antioxidante por DPPH de extractos etandlicos de hoja de lima.

En la figura 29 se comparan los resultados obtenidos con los reportados en referencias
para extractos etanodlicos de hojas secas, se observa que en promedio las hojas de
lima secadas a Tamb de este trabajo presentaron 1673.6 8 UM ET/g B.S., dicho dato es
aproximadamente 7 veces superior al compararlo con los extractos de Thymus vulgaris
gue presenta 222.4 uM ET/g B.S.(Chizzola et al., 2008), por otro lado, en el extracto
etandlico de hojas de Melissa officinalis L. se han reportado 480 uM ET/g B.S. (Lin et
al., 2012), sin embargo, también se han reportado valores de mayor actividad
antioxidante como el extracto etanélico de Anethum graveolens con 4400 uM ET/g
B.S., es decir, 2.6 veces mayor que la actividad encontrada para el extracto etandlico
de hojas de lima secas, de igual forma para Artemisia dracundulus se reportaron 3340
UM ET/g B.S. (Mariutti et al., 2008), por lo tanto, los resultados arrojados en este trabajo
se encuentran dentro de la magnitud esperada en cuanto a la capacidad antioxidante

para extractos etandlicos con un valor medio para este tipo de extraccion.
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Figura 29. Actividad antioxidante por DPPH de extractos etandlicos de hojas secas.

También se calculé la actividad antioxidante de los extractos etandlicos en porcentaje
de inhibicion de DPPH, en la figura 30 se muestra dicha capacidad antioxidante
comparada con los datos de referencias similares, se encontr6 que en muestras
liofilizadas de cascaras de citricos, el porcentaje de inhibicion de DPPH es ligeramente
menor que el de las hojas de lima, por ejemplo, la actividad antioxidante de cascara
de lima es de 57.71% (Escobar, 2010), mientras que en este trabajo se encontré una
inhibicion de 89.56%, por otro lado, en muestras de canela liofilizada se ha reportado
un 97.59% de inhibicién (Castafieda et al., 2008), siendo ligeramente mayor su

capacidad antioxidante que el de las hojas de lima liofilizada.
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Figura 30. Actividad antioxidante en % de inhibicion de DPPH en extractos etanodlicos
de diferentes muestras.
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7.7. Seleccion de los sistemas de mayor actividad antioxidante y compuestos
fendlicos

Con la finalidad de comparar los extractos acuosos y etanolicos para los tiempos de
mayor extraccion, se muestra en la figura 31 que para cada disolvente y para cada
tratamiento de hoja de lima los extractos acuosos presentan mayor contenido de
compuestos fendlicos y de actividad antioxidante (en la parte superior de la barra se
muestra el tiempo al que se obtuvo la mayor extraccion), esto debido a la solubilidad y
disponibilidad de los compuestos bioactivos en agua, de forma general, en los
extractos etanodlicos se obtuvo cerca de una tercera parte de lo cuantificado en el
extracto acuoso y como se muestra, su contenido esta relacionado con la capacidad

antioxidante que presentan.
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Figura 31, Sistemas de mayor extraccion para compuestos fenolicos y actividad
antioxidante.

Con las determinaciones del contenido de compuestos fendlicos y la actividad
antioxidante, fue seleccionado el tiempo de éptima extraccion para cada sistema de
extraccién (figura 32), es decir, de los extractos acuosos y etandlicos de cada grupo
de hojas se eligieron los seis extractos mostrados en el cuadro 5; a dichos sistemas
de extraccion se les determind la cantidad de flavonoides y clorofilas. Recordando que
se mantiene la relacion solido-disolvente de 2 g de muestra de hoja triturada en 50 mL

de agua o etanol al 80%, es decir, 1:25 (en peso/volumen)
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Cuadro 5. Seleccion del sistema de 6ptima extraccion.

Disolvente
Hojas Agua Etanol al 80%
Frescas 10 min 15 min
Secas 15 min 10 min
Liofilizadas 10 min 15 min

Figura 32. Extractos acuosos y etandlicos de mayor actividad antioxidante.

7.7.1. Determinacion de flavonoides

A los extractos que presentaron mayor actividad antioxidante y de compuestos
fendlicos se determind la concentracion de flavonoides, el resultado se reportdé como

mg EQ/g B.S., para esto se realizd la curva tipo de quercetina mostrada en la figura

33.
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Figura 33. Curva tipo de quercetina.
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La determinacién de flavonoides en las hojas de lima se realiz6 con metanol acidificado
al 1% con HCI 1N (Figura 34) para hidrolizar los enlaces éster de glicésidos en
aglicones y liberar los compuestos polifendlicos unidos o atrapados a la matriz vegetal,
debido a que el metanol destruye las membranas celulares permitiendo la extraccion
de este tipo de compuestos, ademas de provocar la despolimerizacion de compuestos
de alto peso molecular a compuestos de estructura sencilla (Martinez, 2010; Mattila et

al., 2000; Vidal, 1997), siendo este el sistema de Gptima extraccion para flavonoides.

o s

Figura 34. Extractos metandlicos de hojas de lima; a) fresca, b) seca y c) liofilizada.

Extractos acuosos y etandlicos

De acuerdo con el analisis estadistico para el contenido de flavonoides (a=0.01), en el
caso de las hojas resultaron valores de F=17.95y Fc=10.92, para los extractos acuosos
F=87.77 y para etandlicos F=153.42, siendo F:=10.92, se observo una diferencia

significativa en el contenido de flavonoides entre los extractos y hojas.

Durante la cuantificacion de compuestos fendlicos se observd que los extractos
acuosos presentaron mayor concentracion que los extractos etanélicos, en la presente
cuantificacion de flavonoides se observa el mismo resultado (Figura 35), debido a que
los flavonoides se caracterizan por ser compuestos polifendlicos solubles en agua,
indicando que en los extractos acuosos este grupo de compuestos se encuentran en

mayor proporcion.
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En contraste, el bajo contenido de flavonoides en los extractos etandlicos puede
deberse a que el etanol al 80% empleado como disolvente no es acidificado, de tal
forma que no se lleva a cabo la hidrolisis &cida ni la consecuente liberacion vy
solubilizacion de flavonoides como en el caso del metanol acidificado, siendo mas
evidente en los extractos de hoja seca, ya que en el extracto metandlico se
cuantificaron 4 veces mas que en el etandlico. Por otro lado, el contenido de
flavonoides en las hojas fue de aproximadamente 1.3 veces mayor que en los extractos
acuosos. Con lo disertado, el extracto en el que se efectué una optima cuantificacion
de flavonoides fue en el acuoso de hojas secas a Tamb con un valor de 46.1 mg EQ/g

B.S. el cual se obtuvo con un tiempo optimo de extraccion de 15 min.

60 STS ST8

50 46.1
— % 42.8
é 2: 40 37I.o
-é o 20 E. Acuosp
S 8 24%.8 231 24.0 E. Etanollfzp
8 o L I E. Metandlico
L é 20
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10 =
0
Fresca Seca Liofilizada

Extractos de cuantificacion 6ptima de hojas de lima

Figura 35. Cuantificacion de flavonoides en extractos de hojas de lima.

Al comparar los resultados obtenidos con los reportados en tés como se muestra en la
figura 36, se puede observar que los extractos acuosos de Citrus aurantifolia Swingle
de hoja seca vy liofilizada tienen una cantidad alrededor de 55 veces mayor que los
reportados en extractos similares. En el caso del extracto acuoso de hoja seca se
determinaron 46.1 mg EQ/g B.S. y para la hoja liofilizada 42.8 mg EQ/g B.S., mientras
que en extractos acuosos de diferentes variedades de naranja se han reportado
valores entre 0.51 y 1.46 mg EQ/g B.S. (Lagha-Benamrouche y Madani, 2013).
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Figura 36. Contenido de flavonoides en extractos.

Por otro lado, en un extracto de hojas frescas de Passiflora quadrangularis con etanol
al 70% se ha reportado un contenido de flavonoides de 11.76 mg EQ/g B.S. (Mufioz,
2016)., mientras que, en este trabajo, en el extracto de hojas frescas de lima con etanol
al 80% se encontrd un valor superior de 23.1 mg EQ/g B.S., es decir, alrededor de 2
veces mayor de P. quadrangularis. El contenido de flavonoides en hojas de lima se
puede comparar con el reportado en un extracto de semillas de calabaza en acetato
de etilo, donde se cuantificaron 54.74 mg EQ/g B.S. en Cucurbita mixta Pangaloy
52.77 mg EQ/g B.S. en Cucurbita maxima Duchesne (Valenzuela et al., 2014),
mientras que, en este trabajo en las hojas secas de lima se encontraron 54.3 mg EQ/g
B.S. y en hojas liofilizadas 55.8 mg EQ/g B.S., en este caso si se encuentra dentro de
la magnitud esperada para el contenido de flavonoides. Por lo tanto, los resultados
dependeran de la especie vegetal y el disolvente empleado para la extraccion, entre

otros factores.

Generalmente el contenido de flavonoides en el fruto es poco estudiado ya que es
menor su concentracion y se reduce aun mas durante su desarrollo, sin embargo, la
determinacion de los flavonoides se realiza en las hojas de los vegetales, ya que aqui
es en donde se encuentran principalmente debido a que se encuentran expuestas a la
radiacion UV y la planta produce dichos metabolitos como un mecanismo de proteccion

y defensa ante los depredadores, hongos y bacterias (Vargas et al., 2006), una alta
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concentracion de flavonoides en las hojas de lima indica que éstas han sido expuestas
a una elevada radiacion solar, debido a que las hojas son la parte de la planta que mas
recibe la radiacion por su amplia area de transferencia y su alta eficiencia de
interceptacion, ademas aqui es en donde se realiza la fotosintesis y produccién de
clorofila (Muinoz, 2016).

7.7.2. Determinacion de clorofilas

La clorofila es un compuesto fitoquimico esencial para la mayoria de los organismos
fotosintéticos, debido a que es la molécula mas eficiente encontrada en la naturaleza
para la captacion y recoleccion de la luz que después se libera en forma de energia
guimica, en ello radica la importancia de la cuantificacion de clorofila en hojas de lima
mexicana, para esto se empleo acetona al 80% debido a que los pigmentos clorofilicos
son insolubles en agua, pero si son solubles en disolventes organicos como la acetona
gue ademas inhibe a la enzima clorofilasa, responsable de la hidrolisis de las clorofilas

ay by sus correspondientes clorofilidas (Sommer-Marquez, 2013).

Para este analisis, se determind que si hay diferencia significativa en el contenido de
clorofilas entre las tres muestras de hojas con valores de F=32.18 y Fc=10.92, para los
extractos acuosos con valores de F=98.32 y F¢=10.92, mientras que para los
etandlicos F=106.07 y Fc=10.92.

La cuantificacion de clorofila a, b y total en los tres grupos de hojas de lima se muestra
en la figura 37, se observa que fue mayor la cantidad extraida de clorofila total en las
hojas liofilizadas con un valor de 2.03 mg/g B.S., seguida de las hojas frescas con 1.6

mg/g B.S. y las hojas secas a Tamb €n menor cantidad con 1.07 mg/g B.S.
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Figura 37. Contenido de clorofila en hojas de lima mexicana.

Durante la liofilizacidon se concentran y conservan algunos compuestos bioactivos que
confieren color y aroma a las hojas de lima como la clorofila en este caso, mientras
gue durante el proceso de secado a Tamb S€ observo una coloracion verde opaca, lo
cual se puede adjudicar a la degradacion de la clorofila a feofitina, que se puede dar
durante el almacenamiento prolongado (Barreiro y Sandoval, 2006). En la figura 38 se
muestra el diagrama general de la degradacion de clorofila, en donde se muestra como
el color verde de las hojas se convierte en un color verde oliva.
Fitol Mg2*

Clorofilasa CLOROFILA H+
(verde)

CLOROFILINA FEOFITINA
(verde brillante) (verde olivo)

Mg2t N\ fee Fitol
RBIDAS
(café)
A 4
Oxidacién CLORINAS Y Oxidacién
»| PURPIRINAS |«
(incoloro)

Figura 38. Esquema de degradacion de clorofila (Jara C., 2013).
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En estudios reportados para hojas frescas de limén se encontraron los siguientes
valores, para clorofila a se determinaron valores de alrededor de 0.46 mg/g B.S., en
clorofila b 0.43 mg/g B.S. y en clorofila total de 0.89 mg/g B.S. (Pérez, 2013), mientras
gue en este trabajo se obtuvieron 1.03 mg/g B.S. para clorofila a, 0.571 mg/g B.S. para
clorofila b y 1.601 mg/g B.S. para clorofila total, se puede observar que los valores de
clorofila a y total en hojas de lima mexicana son hasta 2 veces mayores que los
reportados para las hojas de limén.

Extractos acuosos

En el caso de los extractos acuosos como se muestra en la figura 39, la cantidad de
clorofila obtenida fue muy baja comparada con la que se encuentra en las hojas, ya
gue el extracto de hoja seca contiene el 1.55% vy el extracto de hoja liofilizada solo el
0.75% de la clorofila total contenida en las respectivas hojas, esto se debe a su baja
solubilidad en agua ya mencionada anteriormente, para el caso de las hojas frescas
fue tan baja la concentracion de clorofila que no se logré detectar por este método
espectrofotométrico, en contraste, de acuerdo a las determinaciones anteriores en
cuanto a la concentracion de compuestos fendlicos, se observé que los extractos
acuosos eran los Optimos para obtener una mayor concentracion, pero, se ha
demostrado que no lo son para la extraccion de clorofilas, en dichos resultados se
puede diferenciar la selectividad de cada disolvente por ciertos compuestos en
especifico.
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0 0.017

ng’ 0.016 0.015 Cloroﬂla a
I Clorofila b
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Figura 39. Contenido de clorofila en extractos acuosos de hojas de lima.
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Extractos etandlicos

El extracto etandlico con mayor cantidad de clorofila total es el extracto de hoja
liofilizada con 0.230 mg/g B.S., seguido del extracto de hoja fresca con 0.216 mg/g
B.S. y por ultimo el de hoja seca con 0.198 mg/g B.S. (Figura 40), es decir, los extractos
etanadlicos permiten obtener entre un 12 y 19% de la clorofila total que se encuentra en
las respectivas hojas, no obstante, esta cantidad es alrededor de 10 veces mayor que
la que se determind en los extractos acuosos, de tal forma que, los extractos etandlicos
resultan ser mas efectivos en cuanto a la extraccion de clorofila total, debido a su

solubilidad en el etanol al 80%.
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Figura 40. Contenido de clorofila en extractos etandlicos de hojas de lima.

7.7.3. Cuantificacion de cafeina

La determinacion de cafeina se realiz6 solamente en los dos extractos que presentaron
mayor actividad antioxidante y contenido de compuestos fitoquimicos, es decir, a los
extractos acuosos de hojas secas y liofilizadas con un tiempo de extraccién de 15y 10
min respectivamente, para esto se realizd una extraccion liquido-liquido del extracto

con diclorometano como se muestra en la figura 41.
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Figura 41. Extraccion de cafeina con diclorometano.

La importancia del estudio de la cafeina en los extractos realizados se debe a que este
compuesto es el estimulante mas empleado, el cual se extrae facilmente de las
semillas tostadas del café y de las hojas de vegetales con agua caliente ya que es
soluble en agua, el café contiene entre 1 y 2% de cafeina y el té de 2 a 3%. Por otro
lado, el efecto fisiolégico a través del cual actla la cafeina aun no se comprende por
completo, sin embargo, se sabe que estimula el sistema nervioso central desarrollando
estado de alerta (Durst y Gokel, 2007). Por otra parte, también es importante
mencionar algunos riesgos de su consumo, ya que puede producir nerviosismo,
desasosiego, insomnio, temblores y es adictiva, pues la interrupcion de su consumo
de forma repentina puede producir dolores de cabeza, fatiga, irritabilidad y trastornos
gastrointestinales (Wilmore y Costil, 2007). Para la cuantificacion se realizé la siguiente

curva tipo de cafeina.
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Figura 42. Curva tipo de cafeina.
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Los resultados obtenidos se muestran en el cuadro 6, siendo el extracto acuoso de
hoja de lima liofilizada el que contiene mayor cafeina con 0.910 mg/g muestra B.S. a
diferencia del extracto de hoja seca con 0.843 mg/g muestra B.S. La cafeina se
encuentra dentro de los compuestos no volatiles que se extraen con agua a ebullicién,
por lo tanto, el método de liofilizacién aplicado a las hojas promueve su concentracion
y conservacion, de tal forma que en el extracto de hoja seca a Tamb Se obtuvo un 8%
menos de cafeina que en el de hoja liofilizada.

Cuadro 6. Contenido de cafeina en extractos de hoja de lima.

Contenido de cafeina
Extracto acuoso

(mg/g muestra B.S.)

Hoja seca con 15 min en ebullicion 0.843

Hoja liofilizada con 10 min en ebullicién 0.910

Comparando los resultados obtenidos con los reportados en diversas infusiones, se
observa en la figura 43 que los resultados de este trabajo se encuentran dentro de la
magnitud reportada para diversas muestras, por un lado, tiene un menor contenido que
las hojas de Tilia cordata con 5.25 mg/100 mL, pero es ligeramente superior al

contenido de cafeina en hojas de Mentha piperita L. siendo de 2.53 mg/100 mL (Farcas
et al., 2013).

6.0 5.25
S E 40 3.2
SEo 2.93 '
.% S 2.53 2.61
o ~
2 20
0.0
Citrus auratifolia Citrus auratifolia Tilia cordata Mentha piperita  Hypericum
Swingle seca Swingle L. perforatum
liofilizada

Extractos acuosos
Figura 43. Contenido de cafeina en extractos acuosos.
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El Congreso Americano de Obstetras y Ginecdlogos recomienda para las
embarazadas consumir hasta 200 mg de cafeina al dia, la Clinica Mayo recomienda
para el publico en general de 200 a 300 mg de cafeina al dia, pero de 500 a 600 mg al
dia pueden causar una serie de problemas de salud, siendo que, en las personas con
insuficiencia hepatica y personas que toman medicamentos que inhiben la enzima
CYP1A2 (enzima cuya funcién es la eliminacion de cafeina en el cuerpo humano)
pueden tener un umbral de seguridad aiin mas bajo (Hernandez, 2017). Por lo anterior
era importante determinar los niveles de cafeina que se obtienen en las decocciones

de hoja de lima para no exceder los limites recomendados.
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8. CONCLUSIONES

e En el andlisis de compuestos por espectrofotometria UV-VIS se destacan los
acidos fendlicos y clorofilas como compuestos mayoritarios segun los maximos
de absorcion identificados.

e La cuantificacion de compuestos fendlicos indicé que se realiza una 6ptima
extraccién en los extractos acuosos de hojas secadas a temperatura ambiente
con un tratamiento térmico de 15 min.

e La actividad antioxidante se determind en los extractos, siendo el extracto
acuoso de hojas secadas a temperatura ambiente el que presentd mayor
actividad a un tiempo de 15 min.

e Se realiz6 la cuantificacion de flavonoides en hojas y extractos de lima
mexicana, siendo las hojas liofilizadas las que presentaron mayor contenido de
dichos compuestos, en el caso de los extractos fue el acuoso de hoja de lima
seca con 15 min en ebullicion.

e La cuantificacion de clorofilas en hojas de Citrus aurantifolia Swingle indico que
las hojas liofilizadas son las que presentaron mayor concentracion y en los
extractos fue el etandlico de hoja liofilizada con un tiempo en ebullicion de 15
min.

e La cuantificacion de cafeina indicé que el extracto con mayor contenido es el
acuoso de hoja liofilizada con un tiempo de ebullicién de 10 min.

e De acuerdo con el contenido de compuestos fitoquimicos y capacidad
antioxidante se recomienda realizar una extraccién acuosa de hojas secadas a
temperatura ambiente con un tratamiento térmico a ebullicion durante 15 min

para obtener los mayores beneficios posibles al consumirlo.
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10. ANEXO 1. PREPARACION DE REACTIVOS

e FEtanol al 80%

En un recipiente limpio se vierten 80.4 mL de etanol y se agregan 19.6 mL de agua

destilada por cada 100 mL de solucién.

e NaxCOszal 7%

Pesar 7 g de carbonato de sodio con una pureza de 99.9-100% y agregar 93 mL de

agua destilada por cada 100 mL de esta solucidén que se requieran.

e Metanol al 80%

Se colocan con 80.08 mL una pureza de 99.9% en un contenedor y agregar agua

destilada hasta completar un volumen de 100 mL.

e Radical ABTS*

En un matraz aforado de 10 mL colocar 0.0154 g de peroxidisulfato de potasio y 0.0264
g del reactivo de ABTS. Aforar y agitar vigorosamente. Se debe permitir que se
desarrolle el radical y que se estabilice guardando la solucién en refrigeracion durante

16 horas.
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