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RESUMEN

La investigacion y uso de plantas con principios bioactivos constituye para la industria
farmacoldgica, alternativas sostenibles y efectivas para tratar multiples enfermedades como
el cancer. Actualmente los diferentes tratamientos que se emplean para esta enfermedad
son poco efectivos y altamente citotoxicos. Durante un largo tiempo, el Jardin Botanico de
la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla ha realizado esfuerzos para investigar
cientos de especies nativas vegetales en la region del valle de Puebla, con el fin de reportar
SuUs usos etnobotanicos, compuestos activos quimicos predominantes y elucidar los
mecanismos hioquimicos por los cuales interactian directa e indirectamente sobre el
organismo humano, de manera que se cuente con un catalogo especifico y confiable acerca
de cada una de las especies vegetales. Lo anterior con el propésito de generar informacion
confiable util para los investigadores en este campo de la biotecnologia y para la sociedad

en general.

Dentro de estas especies se encuentra Quercus rugosa, un arbol perteneciente a los
bosques de encinos que constituyen una parte importante de la flora del valle de Puebla.
Esta especie contiene caracteristicas particulares en la pigmentacién de sus bellotas lo que
lo diferencia de las otras especies de encinos. Dentro de los usos etnobotanicos generales
de los encinos se encuentran la preparacion de infusiones y la creacién de ungiientos con
propiedades desinflamatorias; en la literatura dichas caracteristicas junto con las
propiedades organolépticas observadas, clasifican dentro de las biomoléculas llamadas
“flavonoides” las responsables de la actividad antiinflamatoria. A lo largo de este trabajo se
presenta un amplio marco teérico que abarca desde los recursos maderables, los
compuestos antioxidantes presentes en plantas, estrés oxidativo, su relacién con los
procesos bioquimicos en el organismo humano enfocado a distintos padecimientos. Se
discuten los resultados obtenidos en la extraccion y purificacion de fitoquimicos presentes
en las bellotas, su analisis cualitativo por CCF y su elucidacion espectroscopica. Finalmente
se reporta la determinacién de su potencial antioxidante que es posible relacionar a la

actividad antiinflamatoria.
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INTRODUCCION

Dentro de las especies vegetales nativas de México y de la regiéon poblana, surgen
diversos exponentes en el ambito de la fitoquimica como sustancias con uso tanto
medicinal como alimenticio; varios reportes de investigaciones del Jardin Botanico de
la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla sefialaron puntualmente diversas
particularidades en algunas especies de Quercus, entre las cuales el encino Quercus
rugosa, presenta en el interior de su bellota un color rojo violeta, pigmento generado

principalmente por la presencia de antocianinas, pigmentos de naturaleza flavonoide.

Figura 1 Hojas de Quercus rugosa. Arbol del Jardin Botanico de la Benemérita Universidad Autonoma de
Puebla.




El enriquecimiento del conocimiento general de los recursos naturales que existen en
nuestro pais es una labor con gran valor cultural, la implicacion de algunas propiedades
puede resultar interesante para diversos ambitos en el desarrollo de ciencia y tecnologia.
Un ejemplo destacable es la mundialmente famosa piel de nopal, elaborada con proteina
de nopal en nuestro pais, esta piel de uso textil fue galardonada a nivel mundial por LVMH,
MONTE-CARLO FASHION WEEK y Material ConeXion por representar un producto que no
solo posee alta calidad textil, sino también representa una alternativa ecolégica y amigable
con especies animales, obteniendo certificados de organismos como DAKKS, OEKO-TEX,
PETA, USDA ORGANIC. Para su elaboracién los productores solo han destacado o mas
indispensable por cuestiones comerciales, la cual consta de principalmente un triturado del
nopal, el procesamiento de las mezclas de extractos proteinicos junto con algodoén y la
tincién de la mezcla, posteriormente se realizan los acabados a los rollos de piel, tratamiento
quimico y secado, esto por obvias razones comerciales no esta detallado y solo se puede

encontrar en su sitio de internet: https://desserto.com.mx/desserto.

Existe una fuerte demanda para desarrollar nuevos productos de origen natural que
contengan propiedades terapéuticas destacables, que apoyen en el tratamiento de diversos
padecimientos y sus complicaciones; en muchos de los farmacos convencionales aplicados
hasta la actualidad comienza a desarrollarse tolerancia por parte de los patégenos, esto
ocasiona que se requieran dosis cada vez mas altas para alcanzar el efecto farmacolégico
y controlar padecimientos comunes, asi se promueve la resistencia microbiana y la
toxicidad medicamentosa como efecto secundario en el organismo sobremedicado.
(Gamboa-Gomez, 2017)

En la actualidad tenemos una extensa seleccidon de plantas mexicanas sefialadas por
diversos proyectos de investigacion que resumen las propiedades quimicas,
farmacologicas y antropologicas. Entre estos se pueden mencionar efectos
antiespasmaodicos, antisecretores, inhibidores selectivos de factores como el nf-kb

implicado en los procesos celulares inflamatorios, entre otros. (Heinrich, 2005)



https://desserto.com.mx/desserto

Las plantas y los hongos han desarrollado la capacidad de producir sustancias que no le
son esenciales para sobrevivir llamados metabolitos secundarios. Los metabolitos
secundarios son compuestos los cuales se derivan del metabolismo primario, no obstante,
son de limitada distribucion en el reino de las plantas que se restringe a un grupo
taxonémico particular, las plantas superiores. (Anaya Lang & Espinosa Garcia, 2006)

Los metabolitos secundarios son compuestos de bajo peso molecular con diferente
bioactividad, se producen como una defensa quimica ante las heridas y ataque de
microorganismos patdgenos o depredadores, dichos metabolitos actian matando o
restringiendo la invasion al resto de la planta. (Sepulveda-Jiménez, 2005). Los analisis para
la determinacién de presencia de estas sustancias en organismos vegetales son el objetivo

de la fitoquimica. (Martinez, 2005)

En los dltimos afios mas del 25% de los medicamentos utilizados provienen de las plantas
y otro 25% son derivados de productos naturales que posteriormente son quimicamente
modificados (Amin, 2009). Existe un gran interés en la investigacién y el uso de plantas
como posibles tratamientos, ya que so6lo se ha realizado bioprospeccion de compuestos
bioactivos en 5% al 15% de las 250,000 plantas de uso medicinal registradas (Amin, 2009).
En los dltimos afios, esta bioprospeccién ha crecido y ha favorecido la demanda de
farmacéuticos que provengan de plantas, a partir de la obtencién de sustancias bioactivas
de origen natural y/o por procesos de sintesis quimica. En la actualidad Estados Unidos de
América cuenta con un registro de 175 medicamentos, los cuales son utilizados en contra
del cancer y de estos el 75% son de origen natural (Cheuka, 2017). Ademas del uso
terapéutico de estas sustancias, también hay una bisqueda por sustancias que puedan ser
tiles como conservadores de origen natural, que gracias a sus propiedades ayuden a
retrasar la descomposicion de alimentos empacados ya sea retrasando su oxidacion o la
proliferacion de bacterias. (Ramos, 2019)

La literatura e investigacion que esta disponible acerca de los flavonoides es muy amplia,
este grupo se caracteriza por tener cada vez mas especificas funciones, por lo cual el simple
hecho de comprobar su presencia despliega una amplia serie de posibilidades de

aplicaciones e investigacion. (Gamboa-Gomez, 2017)

Los flavonoides son compuestos polifendlicos que se encuentran comunmente en frutas,




vegetales, nueces y granos; se pueden encontrar en forma libre o unidos a azlcares
formando heterésidos; poseen diversas propiedades benéficas para la salud del ser
humano, tales como actividad anticancerigena, antiinflamatoria, antiviral, antialérgica,
proteccion contra enfermedades del corazdon, ademas de propiedades antioxidantes
(Martinez-Valverde, 2000). (Ortega Ramirez, 2017)

Incluso algunos investigadores reportaron el rol que desempefian los flavonoides en
algunos receptores de células gliales para facilitar la diferenciacion celular, esto con la
esperanza de ser efectores positivos en algunas enfermedades neuronales, por ejemplo,

Alzheimer. (Espargaro, 2017)
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Figura 2 Flavonoides, a) Con sacaridos, b) libres.

Los flavonoides también tienen un gran interés en la industria alimenticia por sus
caracteristicas antioxidantes que sirven de conservadores, cominmente se les obtienen de
citricos, principalmente de la cascara de estos frutos, los tres tipos de flavonoides presentes
son: flavanonas, flavonas y flavonoles. Al ser compuestos que se consumen como
alimentos, continuamente se buscan fuentes naturales alternativas de estos compuestos
antioxidantes; en base a los antecedentes y el potencial evaluado, estudiar la Bellota de la
especie Quercus rugosa y sus propiedades permitira conocer de manera mas precisa su
campo de oportunidad como agente alimenticio y/o antioxidante, que puede desempeniar

un rol en diversas areas.




MARCO TEORICO

ESPECIE DE ENCINO: Quercus rugosa

Esta especie pertenece al subgénero Leucobalanus o encinos blancos y es muy abundante
en} los bosques de encino en México. La forma del arbol es perennifolio o caducifolio de 3
a 25 m de altura, diametro de 10 a 80 cm, sus hojas son ovadas a eliptico-obovadas o casi
suborbicular, de 4 a 15cm de largo, por 3 a 8cm de ancho, al madurar suavemente
engrosadas y rigidas, notablemente concavas por el envés, muy rugosas; haz lustroso y
glabro, envés de color ambar o rojizo (Bonfil C. , 2006). (Bonfil C. , 1998)

Poseen amentos masculinos de 3 a 7 cm de largo con muchas flores, tomentosos, periantos
sésiles; flores femeninas de 5 a 30, distribuidas a lo largo de un pedunculo largo, delgado
y pubescente. (Bonfil C. , 1998)

La corteza escamosa de color café grisaceo, la semilla es una bellota ovoide de 3 a 5¢cm de
largo por 1 a 2cm de didmetro, angosta y puntiaguda, se encuentra envuelta por una
cubierta rigida lisa. EI embrién esta formado en su mayor parte por los cotiledones que se
mantienen turgentes dentro del pericarpio y constituye una alta proporcién del total del peso
seco de la semilla (53 a 75 %) (Chavez, 1998) (Pérez Mojica, 2017) (Bonfil C. , 1998)




Figura 3 Espécimen de Quercus rugosa. Jardin Botéanico de la Benemérita Universidad Autbnoma
de Puebla.




Figura 4 Corteza de encino Quercus rugosa. Arbol en el Jardin Botanico de la Benemérita

Universidad Auténoma de Puebla.




BELLOTA: Quercus rugosa

Figura 5 Bellotas del encino Quercus rugosa, espécimen de la Benemérita Universidad Auténoma de
Puebla.

Es el fruto caracteristico de las especies del género Quercus son principal alimento para
ardillas y algunos animales montafieses como las cabras; su morfologia cambia segun su
especie, presentan distintas formas y colores. El uso que se le ha dado es en la elaboracion
de harinas para la produccion de pan, algunos asentamientos montafieses en la peninsula

Ibérica se alimentaban de ellas durante dos tercios del afo.

Nutrimentalmente las bellotas son comparadas con los cereales, con una extensa fuente
de carbohidratos, grasas y fibra, las bellotas pueden contener cantidades importantes de
proteinas, aminoacidos y vitaminas, la mayoria A 'y C; se ha comprobado las propiedades
antioxidantes de las bellotas, atribuyendo concentraciones de &cido tanico.




A pesar de que las bellotas que producen los encinos no son nutricionalmente tan ricas
como lo son algunas otras nueces comunes, Su aceite presenta algunas caracteristicas
bastante remarcables e interesante para el ambito industrial, conformado por un alto
contenido de &cidos oleicos y linoleicos primordialmente, con una media entre el 35 - 65%
y 24 — 50% respectivamente (Ozcan, 2007), que, en conjunto con su estabilidad oxidativa
principalmente dada por la presencia de acidos fendlicos, flavonoides y taninos presenta

propiedades similares que el aceite de oliva. (Raki¢, 2007)

Entender la anatomia vegetal de las bellotas nos acercara al reconocimiento de las partes
mas importantes al realizar la determinacién y el origen de sus metabolitos. (Vinha, 2016)

Figura 6 Partes elementales de la bellota para este estudio, 1) Pericarpio, 2) Tegumento, 3) Endospermo

Los niveles de compuestos bioactivos varian segun la parte de la bellota; cobmo se ha
demostrado en diversas investigaciones, los compuestos bioactivos de las avellanas se
concentran en mayor medida en su cascara y no en el endospermo, esto claramente
repercute en su capacidad antioxidante debido a los taninos que se contienen. (Vinha,
2016)




Componente contenido n Componente Contenido

Vitamina A 391U Vitamina C 0 mg
Calcio 41 mg Hierro 0.8 mg
Vitamina B6 0.5 mg Vltsalljrgirig 2 O pug
Magnesio 62 mg Proteina 69
Calorias 387 Lipido 24 ¢g
Sodio 0 mg Colesterol 0 mg
Glacido 41 g Potasio 539 mg
caturaco | 319 | polinsetnado | 469
Acido graso

: 159
monoinsaturado

Tabla 1 Contenido de componentes bioquimicos y minerales en 100 g de las bellotas de la familia “Fagaceae”.
(USDA-2019)

Figura 7 Bellotas de Quercus rugosa en el Jardin Botanico de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla.




En base a las caracteristicas generales de la bellota y su disposicién en las especies del
género Quercus, Quercus rugosa, se puede considerar como una fuente natural de
antioxidantes disponibles sin la necesidad de ser procesada, no existe un antecedente que
advierta sobre su consumo o algin metabolito secundario que participe en efectos

secundarios al ser consumida en humanos en cantidades considerablemente moderadas.

Esto es una ventana de oportunidad muy interesante que vale la pena resaltar y explorar,
en otras palabras, puede integrarse en cualquier proceso alimenticio e incluso de salud,

higiene y mantenimiento corporal sin ser nocivo para el organismo humano.

MECANISMOS BIOQUIMICOS DE REACCION A RADICALES LIBRES

Como su nombre lo indica, los compuestos antioxidantes se generan para combatir la
oxidacion, la cual es causada por factores ambientales, Los radicales libres son atomos o
grupos de &tomos que tienen un electrén desapareado o libre, por lo que son muy reactivos
ya que tienden a captar un electrén de moléculas estables con el fin de alcanzar su

estabilidad electroguimica. Una vez que el radical libre ha conseguido (Finkel, 2000)

Sustraer el electrén que necesita, la molécula estable que se lo cede se convierte a su vez
en un radical libre por quedar con un electrén desapareado, iniciandose asi una verdadera
reaccion en cadena que destruye las células. La vida media biolégica del radical libre es de
microsegundos, pero tiene la capacidad de reaccionar con todo lo que esté a su alrededor
provocando un gran dafio a moléculas, membranas celulares y tejidos. Un antioxidante es
una sustancia capaz de neutralizar la accién oxidante de los radicales libres mediante la
liberacion de electrones, los que son captados por los radicales libres. (Abeysinghe, 2007)
(Finkel, 2000)
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Figura 8 Especies quimicas donadoras de sustituyentes (antioxidantes) ceden un grupo, electréon o proton al

radical libre para formar una molécula con mayor estabilidad.

De manera natural en la mitocondria de las células vegetales se producen especies
reactivas de oxigeno y/o nitrégeno que son subproductos derivados de las reacciones que
se llevan a cabo por la fotosintesis y la respiracién celular, asi como también las producen
en condiciones de estrés; sin embargo, como respuesta a la acumulacion excesiva de los
radicales se activan proteinas reguladoras que pueden inducir una muerte celular
programada, a grandes rasgos, uno de los mecanismos para producir cierta resistencia a
los ambientes moderadamente estresantes las plantas poseen su propio sistema de
defensa antioxidante. (Al-Gubory, 2018)

Los sistemas de defensa de los organismos vegetales cubren un amplio espectro de
amenazas y esta constituido por diversos mecanismos moleculares que desembocan en la
produccién de metabolitos secundarios, son fitoquimicos con bajo peso molecular no
enzimaticos, entre ellos las vitaminas como el tocoferol y el ascorbato (vitamina Ey C
respectivamente), beta-carotenoides, compuestos polifendlicos y glutation. (Madhuijith,
2007)

Los metabolitos secundarios entran en funciébn contra amenazas que estresan a los
organismos vegetales, la radiacion ultravioleta, temperatura, salinidad del suelo y sequia,
por otro lado, factores como el clima, las estaciones del afio, calidad de sustrato, el grado
de madurez del organismo y las practicas de agricultura tienen una gran influencia en la

calidad de los antioxidantes generados por los organismos vegetales. (Al-Gubory, 2018)




Estos operan a través de mecanismos como: unibn a metales pesados, captacion del
oxigeno, conversion de hidroperdxidos a especies no radicales, absorcion de UV, etc.
(Alessandra Bocco, 1998)
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Figura 9 Sitios de unién para metales de transicién en flavonoides.

La actividad de los flavonoides como antioxidantes depende de las propiedades REDOX de
sus grupos hidroxilo y de la relacion estructural entre las diferentes partes de la estructura
guimica, constando asi cada polifenol con actividad antioxidante especifica, sin embargo,
en su estado nativo en frutas, la capacidad antioxidante no esta dada simplemente por la
suma de las capacidades antioxidantes de cada uno de sus componentes, sino también por
la interaccién entre ellos, lo que puede producir efectos sinérgicos o antagonicos.
(Abeysinghe, 2007)

Estos antirradicales actian principalmente en reacciones de terminacion de cadenas de
radicales libres. Impidiendo la oxidacién de lipidos y otras moléculas cediendo atomos de
hidrégeno de forma que se neutralizan los radicales libres. Como se observa en la siguiente
figura, un carbono de la cadena de un &cido graso poliinsaturado es atacado por una
especie reactiva de oxigeno, formandose un radical peroxi. La propagacion del radical
peroxi (ROO-) ataca a otras moléculas de lipidos. Las reacciones en cadena de los
radicales libres son interrumpidas por la interaccion de estos con otros radicales que al

conjugarse adquieren una gran estabilidad que los vuelve poco reactivos, estos se conocen




como antioxidantes, el compuesto es a-tocoferol, originando productos poco reactivos.
Cabe mencionar que las reacciones de las especies reactivas de oxigeno son catalizadas

por metales pesados y que algunos otros antioxidantes actian como agentes quelantes
que inhiben estas reacciones.

CH;s

CHs

OH  CHs e
OO'\) alpha-Tocoferol OoH

Radical con mayor estabilidad

Figura 11 Reaccion antioxidante del polifenol Alpha-Tocoferol en la oxidacién de los lipidos membranales
poliinsaturados.




COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fendlicos son sustancias que poseen por lo menos un anillo aromatico
unido a uno 0 mas grupos hidroxilo, incluyendo derivados funcionales (ésteres, glucésidos)
(M. St-Onge, 2005). Estos son en su mayoria metabolitos secundarios de las plantas que
les confieren cualidades tanto deseables como indeseables, efectian un papel importante
en el color, cualidades sensoriales y nutricias, asi como en las propiedades antioxidantes
de los alimentos, no estan presentes en alimentos provenientes de animales. Estos
compuestos consisten en dos grupos: flavonoides y acidos cinamicos, de los cuales, los

flavonoides son el grupo mas importante. (M. St-Onge, 2005)
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Figura 12 Estructura quimica de los flavonoides.

Algunos de los efectos de los polifenoles en la calidad de los alimentos son los siguientes:

1) Causan astringencia indeseable en algunas frutas y deseables astringencias en
sidras y vinos.

2) En el desarrollo del color final, sabor y aroma en productos como cocoa, en donde
la condensacion de los productos de las catequinas juega un papel importante.

3) La formacion de precipitados en jugos de manzana, cervezas y vinos se atribuye a
la interaccién de proteinas y polimeros fendlicos.

4) El desarrollo de decoloraciéon café debido a la oxidacion de sustancias fenodlicas
mediante enzimas polifenol-oxidasas.

5) La formacién de compuestos oscuros con el hierro debido a la accion secuestrante




de los fenoles dihidroxilicos y trihidroxilicos, lo que resulta en una apariencia

indeseable en alimentos enlatados. (M. St-Onge, 2005)

La naturaleza quimica de los flavonoides depende de la clase estructural, del grado de
hidroxilacién, de los sustituyentes que contenga, y del grado de polimerizacion (Martinez-
Valverde, 2000) (Danila Di Majo, 2005), estos son compuestos de bajo peso molecular que
comparten un esqueleto comun de difenilpiranosa (C6-C3-C6), formando por quince
carbonos distribuidos en tres anillos: dos anillos bencénicos de 6 carbonos (a y B),
conectados mediante un anillo heterociclico C que puede ser pirano o pirona (si tiene un
doble enlace en la posicion 4). La identificacion, cuantificacibn y extraccion de los
flavonoides ha despertado un gran interés debido a que se ha encontrado que poseen
propiedades benéficas para la salud del ser humano, tales como actividades
anticancerigenas, antiinflamatorias, antivirales, antialérgicas, proteccibn contra
enfermedades del corazon y propiedades antioxidantes que retardan los cambios oxidativos
en los alimentos, mejorando asi la calidad y el valor nutricional de estos. Todos estos
efectos en la salud los hacen iddéneos para incorporarlos a productos alimenticios
(internacional Patente n® 9916167, 1999). (Benavente-Garcia, 1997)

En plantas se han descrito mas de 5000 flavonoides naturales y en funcion de su estructura
gquimica se han clasificado en 6 grupos. Se incluyen: antocianinas, pigmentos responsables
de los colores rojos y azules de las frutas, jugos de frutos, vinos y flores; las catequinas, las
flavanonas y flavanonas glucosidicas encontradas en citricos y en la miel; y las flavanonas,
flavonoles y flavonol glucésidos encontrados en té, frutas, vegetales y miel. (Alessandra
Bocco, 1998)
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Figura 13 Estructura quimica de las flavonas, isoflavonas flavonoles, flavanoles, flavanonas y antocioanidinas.




CLASIFICACION DE FLAVONOIDES

e Flavonas: Se caracterizan por tener un radical en el carbono 13.

e Isoflavonas: Se caracterizan por tener radicales en los carbonos 9 y 10 y también
por la posicion del enlace de los anillos C y B que cambia del carbono 2 al 3.

e Flavonoles: Se caracteriza por tener un grupo hidroxilo en el carbono 3 y tener
radicales en los carbonos 13y 15.

e Flavanoles: Se caracteriza por tener grupos hidroxilo en los carbonos 3y 13y tener

un radical en el carbono 15.

e Flavanonas: Se caracteriza por tener radicales en los carbonos 13y 14.

¢ Antocianinas: Se caracteriza por haber perdido el grupo ceto en el carbono 4 y

contener una carga parcial positiva en el oxigeno de la posicion 1.

En los alimentos, los compuestos fendlicos estan conjugados con azlcares, como la
glucosa, galactosa, arabinosa, ramosa, xilosa o los acidos glucurdnicos y galacturénicos.
También pueden unirse con acidos carboxilicos, &cidos organicos, aminoacidos y lipidos.
(Almajano, 2009)

Este grupo de compuestos presenta un gran interés nutricional, diversas organizaciones
recomiendan su ingesta diaria por su caracter antioxidante y asi prevenir enfermedades

relacionadas con el estrés oxidativo. (Almajano, 2009)

Los compuestos fendlicos pueden actuar como donantes de hidrégeno o electrones a las
reacciones de terminacion que rompen el ciclo de generacion de nuevos radicales libres,
actuando como captadores de radicales, el radical fenoxil generado es menos reactivo,
porque se estabiliza por resonancia con los electrones w del anillo aromatico. (Almajano,
2009)




Los flavonoides pueden inhibir muchas de las quinasas, involucradas en la transduccién de
sefales celulares, su reactividad esta directamente relacionada a la posicién y nimero de
grupos hidroxilo en alguno de sus anillos y la saturacion de sus enlaces, y el sitio activo se

define por la disposicion de los grupos. (Woélle, 1996) (Heim, 2002)

CAROTENOIDES.

Los carotenos son un grupo de pigmentos color amarillo, naranja y naranja-rojo, tienen una
estructura basica poligénica de 40 atomos de carbono, formadas por ocho unidades de
isoprenos (CaoHse). Se tienen identificados mas de 600 carotenoides diferentes presentes
en la naturaleza, siendo el 3-caroteno el mas representativo de estos compuestos. Estos
compuestos son importantes en la nutricién por ser precursores de la sintesis de la vitamina
A en el cuerpo, una molécula de B-caroteno se convierte en dos moléculas de vitamina A

mediante reacciones de hidrélisis. (Delia B. Rodriguez-Amaya, 2008)

Han sido estudiados por su papel en la proteccion de diversas enfermedades como ciertos
tipos de cancer, enfermedades del corazén y la degeneracion macular relacionada con la
edad. Evidencia experimental sugiere que estos compuestos son importantes en la

proteccion de macromoléculas biolégicas contra el dafio oxidativo.

La busqueda de nuevos y mas eficientes antioxidantes al parecer va dirigida a los
carotenoides, que han demostrado que a través de su consumo puede disminuir la
incidencia de ciertas enfermedades. Ademas, representan una fuente de provitamina A, y
presentan una actividad antioxidante al actuar en la neutralizacion de especies reactivas de
oxigeno y nitrégeno producidas como parte del metabolismo celular. (Hu, 1995) Se han
aislado y caracterizado mas de 600 carotenoides, pero solo se sintetizan 20 especies en

nuestro organismo. (Wolle, 1996)

El mecanismo de accién de los carotenoides en la salud humana no se ha definido
claramente. Una posible hipétesis es que los carotenoides, no limitandose al B-caroteno,
sirven como un supresor superéxido O%« (forma altamente reactiva). Los carotenoides no

actlan solos en este proceso. Un mejor termino para cualquier efecto benéfico o adverso,




que se puede establecer a partir de los estudios epidemiolégicos es como “modulador
fisiologico. (Abeysinghe, 2007) (Cano, 2004)
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Figura 14 Estructura quimica de los principales carotenoides encontrados en una dieta comun.

ESTRES OXIDATIVO EN EL ORGANISMO HUMANO

El estrés oxidativo es causado por un desequilibrio entre la produccién de especies
reactivas del oxigeno y la capacidad de un sistema biolégico de decodificar rApidamente
los reactivos intermedios o reparar el dafio resultante. Todas las formas de vida mantienen
un entorno reductor dentro de sus células. Este entorno reductor es preservado por las
enzimas que mantienen el estado reducido a través de un constante aporte de energia
metabdlica. Desbalances en este estado normal redox pueden causar efectos téxicos a
través de la produccién de peréxidos y radicales libres que dafian a todos los componentes

de la célula, incluyendo las proteinas, los lipidos y el ADN. (Pal, 2020) (Finkel, 2000)
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Debe existir una respuesta reductora para las actividades que implican oxidacién en el
cuerpo, como pueden ser de muerte celular para células que no son viables o que tienen

defectos entre otras funciones.

En el ser humano, el estrés oxidativo y por ende las denominadas especies reactivas del
oxigeno (ERO) participan en los mecanismos etiopatogénicos primarios 0 en sus
consecuencias en mas de cien enfermedades de gran importancia clinica y social, como la
aterosclerosis, la enfermedad de Parkinson, encefalopatia mialgica, sensibilidad quimica
multiple, periodontitis, varicocele y la enfermedad de Alzheimer y también puede ser

importante en el envejecimiento.

Sin embargo, las especies reactivas de oxigeno pueden resultar beneficiosas ya que son
utilizadas por el sistema inmunitario como un medio para atacar y matar a los patégenos.
Las especies reactivas del oxigeno son también utilizadas en la sefializacién celular. Esta
es denominada sefializacion redox. (Gutteridge, 2018) (Cano, 2004) (Moris, 2017) (Ursini,
2016)
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Figura 16 Ejemplo de activacion de una via de trascripcion por condiciones de oxido-reduccion.

Una cinasa (Keapl) que es modificada por un electréfilo ayuda a que Nrf2 sea ubiquitinada
preparandola asi para ingresar al nucleo, participan PKC® y Akt mediante una fosforilacién
a Nrf2 asistiéndole en su transporte al interior del nucleo, la via finaliza con Nrf2 realizando
el acoplamiento al elemento EpRE. PKC9, Akt y los moduladores p21 que también son

activados por hidroperéxidos y electrdéfilos, en el caso del modulador negativo c-Myc se

reprime por la presencia de estos,. (Ursini, 2016)




ESPECIES RADICALARIAS: FUNCION Y DIVERSIDAD

El oxigeno representa la fuerza motriz para el mantenimiento del metabolismo y vialidad
celular al mismo tiempo que involucra un peligro potencial debido a las caracteristicas
electroquimicas de este atomo, los responsables de la formacion de intermediarios
parcialmente reducidos y dotados de una alta reactividad conocida como especies reactivas

de oxigeno. (Aggarwal, 2019)

La presencia de niveles basales de especies radicalarias en cierta medida ayuda a la célula
a regular una enorme diversidad de sefales, como cualquier sustancia se requiere su
presencia en niveles controlados para mantener el balance y la homeostasis de cualquier
organismo. Entre las principales moléculas que son producidas en los procesos celulares
de las células vegetales se diferencian en derivados de Oxigeno y Nitrogeno. Los radicales
libres son altamente inestables y generan reacciones en cadena (Cano, 2004). Algunos
ejemplos de tipos de radicales libres que se encuentran en la base de esas reacciones en

cadena son los siguientes:

O .

HIDROXILO DIOXIGENO OXIDO NITRICO

HIDROPEROXIDO PEROXIDO

Figura 17 Algunas especies de oxigeno presentes en diversas funciones propias del organismo humano.




Hidroxilo presente en los procesos enzimaticos mas comunes. el Dioxigeno; es captado por
el sistema respiratorio para llevarlo a las mitocondrias donde se utiliza para generar ATP
en la fosforilacion oxidativa. el Oxido Nitrico; subproducto de la conversiéon de L-Arginina a
L- Citrulina, modula la relajacién del masculo liso, neurotransmision, la citotoxicidad celular

inmune, entre diversas funciones de sefializacion intra e intercelular.

Hidroperdxido, Radical altamente reactivo, se encuentra en el aire que respiramos, y es
subproducto de algunas reacciones enzimaticas. Peréxido, agente muy reactivo

generalmente producida en fagosomas y se utiliza como agentes para atacar patégenos.

DANOS INTRACELULARES DEL ESTRES OXIDATIVO

Las especies de reactivas de oxigeno y nitrdgeno estan implicadas en distintas vias de
sefializacibn mediadas por receptores, asi como también algunas activadoras
transcripcionales, el estrés oxidativo supone una amenaza celular puede provocar
peroxidacion de lipidos, oxidacion de proteinas, dafio en acidos nucleicos, inhibicion
enzimatica e induccion de muerte celular programada, a pesar de tener una vida media in
vivo de algunos segundos todas las especies mostradas anteriormente son muy reactivas
causando estragos a nivel celular en practicamente todas las macromoléculas. (Al-Gubory,
2018)

El agua intracelular en presencia de iones de transicién metalicos puede convertirse en un
sistema de hidroxilos que ataca la produccién de energia en la célula. El hidréxido de cloro
es considerado un potente clorante que forma complejos de colesterol-clorohidrinas dentro
de la célula y a su vez estas destruyen la membrana celular dirigiendo una lisis y muerte
celular. Este compuesto por si solo destruye principalmente a las aminas primarias y grupos

sulfhidricos de grupos de proteinas y bases puricas del ADN. (Al-Gubory, 2018)




El 6xido nitrico es producido en cantidades basales en diversidad de células, generalmente
desempenfa un papel fundamental en el colapso vascular asociado con un shock séptico,
cuando la produccién es crénica se puede relacionar con distintos tipos de carcinomas y
condiciones de inflamacién incluyendo la diabetes, esclerosis mdltiple, artritis y colitis,
cuando las especies de dioxido y 6xido nitrico reaccionan forman una especie mas toxica
conocida como acido peroxinitrico el cual atraviesa membranas con gran facilidad, su
principal blanco son los 4cidos nucleicos que sufren modificaciones oxidativas en las bases
nitrogenadas y azUcares por igual, asi como afecta gran parte de las enzimas, tiene una
afinidad especial por los cluster de fierro-sulfuro en proteinas esenciales en procesos
criticos intracelulares, al mismo tiempo que son inactivadas se dispara la peroxidacion de
lipidos a nivel de las membranas en los liposomas de la célula. (Al-Gubory, 2018)
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Figura 18 Sistema de los deshechos y subproductos de algunas reacciones enzimaticas




Se involucran nitrégeno y oxigeno impactan en los procesos mitocondriales y en la
oxidacion de macromoléculas dentro de la célula generando dafos descontrolados dentro

del organismo hasta inducir la muerte celular (Novo, 2008)
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Figura 19 Esquema del equilibro de la homeostasis oxido reductiva del organismo.




Se destacan 3 principales razones para la generacion de especies reactivas exdgenas, la
malnutricion (Consumo de grasas, azUcar, sal en exceso, poco consumo de macro y
micronutrientes esenciales), los contaminantes ambientales (humo de cigarro, metales
pesados, particulas en suspension, sustancias radioactivas y pesticidas) y un estilo de vida
no saludable (Abuso de medicamentos y drogas como son el tabaco, alcohol, vida

sedentaria y falta de actividad fisica. (Koztowska A., 2017)

Se requiere un fino equilibro entre los niveles de especies reactivas enddgenas y
antioxidantes liberados de forma exbégena para mantener viable la homeostasis oxido-
reductivo de la célula, cuando existe un desequilibro se genera un dafio cellar de todas las
macromoléculas presentes incluyendo el ADN, las proteinas, lipidos e incluso repercute en
el funcionamiento de las mitocondrias. (Al-Gubory, 2018)

ESTRES OXIDATIVO Y LAS ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES

Las enfermedades cardiovasculares son un grupo de desoérdenes con relacién al corazéon y
arterias, incluyendo ataques al corazén, derrame cerebrovascular, hipertension,
enfermedad de arteria periférica, etc. (Al-Gubory, 2018)Las causas mas frecuentes de estas
enfermedades son los malos habitos alimenticios y un estilo de vida con vicios como
adiccién al cigarro, alcoholismo, falta de actividad fisica. Las muertes por causas de
enfermedades cardiovasculares encabezan a lista de las causas de muertes mas comunes
a nivel global, fueron 17.5 millones de personas las que murieron por enfermedades
cardiovasculares en 2012, que representan el 31% de las muertes a nivel global, % de las
muertes tomaron lugar en paises de mediano y bajo ingreso. (Al-Gubory, 2018)). Una dieta
saludable y bien balanceada es la forma mas eficiente de prevenir las enfermedades
cardiovasculares, productos derivados de plantas con fuentes importantes de polifenoles
que promuevan la salud cardiovascular, los flavonoles tienen un rango de propiedades de
proteccion cardiovascular modulando la producciéon de citocinas durante el proceso
inflamatorio. (Al-Gubory, 2018) (Tektonidis, 2015) . Los efectos benéficos de los flavonoles
sen las enfermedades cardiovasculares se pueden explicar parcialmente como facilitadores

de la vasodilatacién, mejorando la actividad de plaquetas y leucocitos.




ESTRES OXIDATIVO Y LA DIABETES TIPO 2:

Durante las ultimas tres décadas la epidemia de diabetes se ha vuelto de las mayores
preocupaciones de salud publica a nivel mundial, la Diabesidad es una combinacién de dos
grandes enfermedades, la Obesidad y la Diabetes, y se encuentra al frente de las
enfermedades no trasmisibles, se le denomina un sindrome metabdlico donde se pierde la
capacidad de metabolizar la glucosa debido a la ausencia de insulina, esta patologia se ve
drasticamente incrementado por los habitos del estilo de vida, la falta de ejercicio y la vida
sedentaria y los habitos alimenticios afectan directamente. En el afio de 1980 el nimero de
personas en el mundo superaba los 108 millones, la cifra casi se ha cuadriplicado para 2014
con 422 millones de casos diagnosticados, la prevalencia de la enfermedad en adultos de
alrededor de 18 afios de edad de creci6 de 4.7% a 8.5% desde 1980 a 2014. La Diabetes
Tipo 2 esta relacionada con reacciones de oxidacion catalizadas por de metales de
transicion (Wolff, 1993), los mecanismos que puede contribuir al aumento de dicho estrés
en pacientes diabéticos son diferentes en particular aquellos sujetos con un bajo control de
glicemia, esto crea una sinergia donde la glucosa en sangre produce el ambiente
electroquimico perfecto para la prevalencia de radicales libres que a su vez favorecen la

glucosilacion no enzimatica (Rodriguez Perén, 2001) (lbarra, 2006)

ESTRES OXIDATIVO Y EL CANCER:

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud se le denomina Céncer al proceso de
crecimiento y diseminacion incontrolado de células en cualquier parte del cuerpo, estas
células proliferan, se multiplican y crean un tejido llamado tumor que suele invadir al tejido
circundante y puede provocar metastasis en puntos distantes del organismo. Regularmente
el control del crecimiento celular se pierde al momento que se afectan los procesos
apoptéticos de las células sanas a nivel genético, perdiendo por dafios a su ADN la

capacidad de inducir su muerte natural programada. (Koztowska A., 2017)

A nivel mundial se proyecta para 2030 que el nimero de personas con Cancer seré el doble,
con mayor prevalencia a aparecer en paises con ingresos medios/bajos, cerca del 95% de

los casos diagnosticados de Cancer tienen como causa principal la exposicion a




contaminantes ambientales, en su diversidad se encuentran los metales pesados,
particulas en suspension, ozono, oxido de sulfuro, monéxido de carbono y O6xido de

nitrégeno, etc. (Koztowska A., 2017)

Esta fuertemente relacionado a los habitos del estilo de vida, con dietas altas en grasas,
azucares libres, sal, comida procesada, carne roja, tabaguismo, alcoholismo e inactividad
fisica. El costo econdmico para 2010 fue de 1.16 trillones de délares, donde la principal
fuente de prevencién ademas de un constante chequeo médico es la dieta, principalmente
se promueve a dieta balanceada y con contenido de antioxidantes, una de las dietas mas
seguidas en Europa es la dieta mediterranea por su alto contenido de agentes
quimiopreventivos como los son los polifenoles y carotenoides. (Koztowska A., 2017)

Entre la extensa diversidad de los agentes quimiopreventivos se encuentran los flavonoides
gue afectan en algunas etapas de la carcinogénesis, inhibicién de la proliferacion celular,
mejoramiento de los procesos de reparacion del ADN vy la evidente reduccion del estrés
oxidativo. Durante la fase de progresion los flavonoides inhiben la angiogénesis e inducen
la apoptosis y las acciones citotoxicas contra las células cancerigenas, sin embargo, uno
de los mecanismos méas importantes en los cuales los flavonoides interactdan es con las
enzimas responsables de metabolizar los sustratos que propician la activaciéon de la
carcinogénesis (especificamente CYP1Al y CyP1A2) con esto se protege contra el dafio
celular, también inducen la expresion de enzimas como glutation s-transferasa (GST) vy
UDP-glucoroniltransferasa (UDP-GT) las cuales detoxifican y eliminan carcinégenos del
cuerpo. Los efectos anticancerigenos inhibitorios de los flavonoides son explicados al inhibir
la expresion de genes dependientes de ciclinas o cinasas las cuales se sobre expresan en

células con cancer (Koztowska A., 2017).




ANTIOXIDANTES: ENZIMAS Y METABOLITOS

En las células humanas, la produccién de las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno se
llevan a cabo tanto por respuestas a lesiones como por procesos naturales del
mantenimiento celular, a su vez existe un mecanismo que se inicia con la presencia de los
enzimas que se encargan de biotransformar las especies reactivas en especies con mayor
estabilidad bioguimica, también entran en juego metabolitos secundarios que de alguna
forma contribuyen a detener el dafio provocado por los radicales.
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Figura 20 Procesos enzimaticos y antioxidantes en una célula humana.

Se muestra una célula con todo su abanico de agentes antioxidantes, vitaminas, complejos
de proteinas hasta organelos celulares que captan estos radicales las flechas sefialan
donde estos actlan principalmente. (Caballero, (2015).)Los antioxidantes pueden ser
definidos como cualquier sustancia que es capaz de aplazar, retardar o prevenir el

desarrollo de la oxidacion de los compuestos orgénicos (lipidos). Estos pueden inhibir o




retardar la oxidacion de dos formas: captando radicales libres, en cuyo caso se denominan
antioxidantes primarios; y secundarios cuando utilizan mecanismos que no estén
relacionados con la captacion de radicales libres. (Al-Gubory, 2018) Para evitar de manera
natural las de diversas enfermedades degenerativas como cancer, enfermedades
cardiacas, inflamacion, artritis, disfuncién cerebral (Praticd, 2000), aceleraciéon del
envejecimiento, etc. (Finkel, 2000).se utilizan los antirradicales (antioxidantes) que inducen
la inhibicién de la actividad de las especies reactivas oxigenadas. (Penny M Kris-Etherton,
2002)

Mas del 25% de los medicamentos utilizados durante los ultimos 20 afios se derivan
directamente de las plantas, mientras que otro 25% son derivados de productos naturales,
guimicamente modificados (Amin, 2009). Cabe mencionar que tan sélo entre el 5% al 15%
de las aproximadamente 250,000 plantas de uso medicinal, han sido investigadas para
compuestos bioactivos. Esto subraya el gran potencial de las plantas en la basqueda de
nuevos medicamentos. (Amin, 2009)

Dentro del estudio de las plantas, resalta la importancia de la fitoquimica, las técnicas de
colecta, identificacion y preparacion del material vegetal, las técnicas de extraccion, asi
como los analisis preliminares de los extractos, que permitira determinar su actividad
biolégica al encontrar la concentracién minima del extracto activo y determinar la estructura
del o de los compuestos activos, mediante pruebas quimicas y espectroscopia. Una
informacién muy importante es la que proporciona la herbolaria tradicional, pues describe
los usos terapéuticos que a nivel empirico se atribuye a las plantas. El estudio de las plantas
en las Ultimas décadas ha permitido encontrar nuevas moléculas con posibilidad de actuar
como nuevos farmacos. (Amin, 2009)

A nivel popular basta muchas veces con extraer los principios activos de: raiz, hojas, flores,
tallos, de acuerdo con los antecedentes encontrados, de la manera mas sencilla, como
puede ser por medio de una infusion o decoccién. En cambio, para analizar las propiedades
medicinales de una droga vegetal, en muchos casos se recurrira a métodos de extraccion
mas complejos, que permitan obtener métodos reproducibles, con cuantificacion de

principios activos en lo posible. (Amin, 2009)




TECNOLOGIAS RECURRENTES EN LA EXTRACCION DE COMPUESTOS
FITOQUIMICOS DE INTERES

Es vital la importancia de extraer los compuestos activos de una muestra vegetal para tener
una muestra con la que se pueda trabajar para determinar sus propiedades antioxidantes,
de manera tal que al asilarlo en un vehiculo liquido como puede ser el etanol se pueda
preservar sus propiedades de manera mas eficaz, se utilizan técnicas de extraccion solido-
liquido debido a que el material se presenta en forma de tejido vegetal solido, se utiliza un
vehiculo con afinidad electroquimica a las moléculas de interés y que al mismo tiempo tenga
el menor impacto sobre la estructura de los compuestos, de esta manera podemos
determinar de manera efectiva la capacidad antioxidante esto es porque la disponibilidad

de los moléculas cambia cuando estan dentro de los tejidos y células vegetales.

EXTRACCION SOLIDO-LIQUIDO.

Muchas sustancias biolégicas, asi como compuestos inorganicos y organicos, se
encuentran como mezclas de diferentes componentes en un sélido. Para separar el soluto
deseado, o eliminar un soluto indeseable de la fase soélida, ésta se pone en contacto con
una fase liquida. Ambas fases entran en contacto intimo y el sustrato se difunde desde
sélido a fase liquida, lo que permite una separacion de los componentes originales del
solido. Este proceso se llama lixiviacion liquido-sélido, o simplemente lixiviacion. La
operacion unitaria se puede considerar como una extraccion. Cuando la lixiviacion tiene por
objeto eliminar con agua un componente indeseable de un sélido, el proceso recibe el
nombre de lavado. En la industria de procesos bioldgicos y alimenticios, muchos productos
se separan de su estructura natural original por medio de una lixiviacion liquido-sélido.
(Geankoplis, 1998)En la lixiviacion de materiales solubles del interior de una particula por
accion de un disolvente, el proceso general consiste en los siguientes pasos: el disolvente
se trasfiere del volumen de solucion a la superficie del sélido para penetrarlo, el sustrato se
difunde en el disolvente desde dentro hasta la superficie de la particula y por ultimo se
dispersa por toda la solucion. Los numerosos fendmenos que se presenta en este proceso
hacen poco practico y casi imposible aplicar una teoria definida a la accién de lixiviacion.

En general, la velocidad de transferencia de componentes del sdélido hacia la solucion es




bastante rapida y la velocidad hacia el interior del sélido puede ser rapida o lenta.
(Geankoplis, 1998) La velocidad de difusién del soluto a través del sélido hacia la solucién
suelen ser la resistencia que controla el proceso global de lixiviacion y dependen de
diversos factores, tales como el tamafio de particula del sélido, la concentracién del
disolvente, la temperatura del medio, el tiempo de contacto, el nUmero de extracciones,
polaridad de disolvente y compuestos y la proporcion sélido-disolvente. (Geankoplis,
1998).La extraccion sélido-liquido tiene gran importancia en un gran nimero de procesos
industriales. El azlcar se separa por lixiviacion de la remolacha con agua caliente; los
aceites vegetales se recuperan a partir de semillas, como las de soya y algodon mediante
lixiviacion con disolventes organicos; el tanino se disuelve a partir de raices y hojas de
plantas. El té y el café se preparan mediante técnicas y equipo muy similares a los utilizados
en las verdaderas operaciones de lixiviacion. (Geankoplis, 1998) Las técnicas de extraccion
convencionales incluyen solventes organicos como el metanol, etanol, acetona,
isopropanol, éter etilico, acetato de etilo en una enorme variedad de proporciones acuosas,
dos de las extracciones mas usadas son extraccion tipo soxhlet y maceracion, durante la
extraccion soxhlet es comun altas temperaturas en lo solventes organicos (alrededor de su
punto de ebullicién) para reducir los tiempos de extraccion (4-12hrs), lo que ya representa
ciertas ventajas sin embargo las altas temperaturas tienden a generar una degradacion de
los fitoquimicos, la maceracion por otro lado usa solventes organicos a temperaturas bajas
0 ambientales (4-25°C) pero el periodo de extraccién se prolonga de 4-7 dias, también se
juega un papel importante en el pH para preservar los fitoquimicos estables. (Hoda, 2019)
Una alternativa novedosa de extraccion de compuestos antioxidantes es el uso de
irradiaciéon de microondas, lo que abre el abanico de posibilidades para la obtencion de
compuestos de interés y las ventajas de esta tecnologia para incrementar el rendimiento,
vida de anaquel y aprovechamiento de subproductos. Las nuevas técnicas de extraccion
superan con creces las antiguas, debido a que los tiempos de extraccion son muy cortos y
la utilizacién de solventes es minima o nula, los cortos periodos de extraccién minimizan la
oxidacion extracelular y la degradacién de los compuestos fendlicos, algunas de las mas
utilizadas actualmente incluyen asistencia con ultrasonido durante la extraccion, asistencia
de microondas, extraccion con fluidos supercriticos, extraccién con fluidos presurizados o

extraccién con agua subcritica y extraccion con alta presion hidrostética. (Hoda, 2019)




EXTRACCION

Método Soxhlet

Maceracion

Extraccion

fluidos

supercriticos

Extraccion con

agua subcritica

CARACTERISTICAS

Reflujo de solventes organicos
contra muestras de plantas a

punto de ebullicion

Larga incubacién de muestras
de plantas en solventes
organicos a temperaturas

controladas (4-25°C)

Alto poder de penetracion del
gas y fuerte densidad del
liquido permiten la extraccion
a través de los tejidos con

gran efectividad

Polaridad del agua similar a

solventes organicos en
condiciones subcriticas,
permite la extraccion de

compuestos polares

VENTAJAS

Proceso con
Instrumentacién
basica vy costes
efectivos

Extraccion de
compuestos
termolabiles e
instrumentacion
basica con costos
efectivos

Toxicidad del solvente
al minimo,
del

tejido vegetal y tiempo

asentamiento

de extraccion

del

tiempo de

Sin  toxicidad
solvente,

incubacion corto,
especial para
extracciones de

compuestos polares

Tabla 2 Extracciones para material vegetal y sus caracteristicas.

DESVENTAJAS

Degradacion de los
compuestos
termolabiles y toxicidad

del solvente

Baja concentracion de
extractos, periodos de
tiempo largos y

toxicidad del solvente

No se pueden extraer
compuestos apolares y
alto costo de
mantenimiento de los

equipos

No se pueden extraer

compuestos apolares




EXTRACCION

Extracciéon con alta

presién hidrostatica

Extraccion asistida con
ultrasonido

Extraccion asistida con

microondas

HPLC/FPLC/UPLC

CARACTERISTICAS

Usando alta presién hidraulica no
térmica mejora la permeabilidad
celular y mejora la extraccion del
solvente

Las frecuencias provocan que las
células imploten permitiendo que
el solvente penetre y se dispare
la extraccion de los compuestos

Se induce una vibracion
molecular que genera calor, que
genera la evaporacion del agua 'y
la explosion de la pared celular

Basadas en el diferencial de
afinidad entre varias moléculas

VENTAJAS

Toxicidad de solvente
minima, periodo corto de
incubacion, se puede
variar la polaridad del

solvente

Toxicidad de solvente
minima, corto periodo de
incubacién, bajo costo de
mantenimiento del
equipo

Extraccion selectiva en
base a polaridad, para
compuestos fotolabiles,
bajo tiempo de
incubacion

Aislamiento en tiempo
real de moléculas
individuales, alta
resolucion, cuantificable,
corto tiempo de
separacion

Tabla 3 Extracciones para material vegetal y sus caracteristicas.

DESVENTAJAS
Alto costo de
mantenimiento del

equipo, bajo rendimiento
fitoquimico

Proceso que carece de
homogeneidad y
reproducibilidad

Degradacion de
compuestos
termolabiles.

Baja cantidad del
compuesto aislado carga
de muestra muy
pequefia




EXTRACCION POR MICROONDAS (MW).

Este tipo de calentamiento utiliza las propiedades electromagnéticas de las moléculas, al
inducir un campo eléctrico en el medio redirige las moléculas hacia su polo correspondiente,
es decir, el dipolo en la molécula se orienta de acuerdo a su carga, por ejemplo cuando
tenemos una molécula como el agua que posee dos polos muy marcados, la parte de la
molécula con carga negativa que seria el oxigeno se orientaria hacia su carga
complementaria en el campo eléctrico inducido por el microondas, es decir el lado mas
“positivo” y viceversa, esta rotacion se dara de manera mas selectiva en cuanto las
moléculas posean caracteristicas dipolares bien definidas en su estructura molecular, esto

se le conoce como rotacion molecular dipolar.

Rotacion de Dipolos Conduccion Ionica

2N

o OJO®

Figura 21 Mecanismos de transferencia energética por microondas (Gaviria Pérez, 2019)

La frecuencia de onda utilizada en microondas convencional es de 2,45 GHz y el campo
intercambia de lugar sus cargas 5,000°000,000 de veces por segundo, lo que quiere decir
que a pesar de que las moléculas “alineen” sus cargas con el campo eléctrico inducido
rapidamente no les dara tiempo para hacerlo por completo por lo cual oscilaran entre una'y
otra posicion en ese intervalo de veces por segundo, a su vez las moléculas pequefias
como lo son cationes y aniones tienden a moverse por todo el campo eléctrico, de forma
gue los iones positivos o cationes se desplazan hacia el lado mas negativo del campo y

viceversa, creando friccion por su desplazamiento entre las demés moléculas, la intensidad




y especificidad de esta caracteristica depende del tamafo, carga, conductividad y su

interaccion con el disolvente.

Las principales diferencias entre el calentamiento convencional y el calentamiento por
microondas es también su uniformidad de la transferencia de energia, debido a que el
campo electromagnético es radiado uniformemente por todo el espacio de la sustancia,
mientras que el calentamiento por conduccion se realiza principalmente en la superficie de
contacto, la cual al ser modificada su temperatura distribuye la energia por conveccion en
toda la sustancia. También otra diferencia es la especificidad de transferir energia a las
moléculas, mientras que por microondas es alta su especificidad en moléculas con cargas
y dipolos, no es de la misma forma efectiva con materiales cristalizados o con una
distribucion de cargas mas equilibrada, por otro lado, el calentamiento por conduccion y
conveccion tiene baja especificidad transfiriendo asi la energia uniformemente entre

moléculas de diferentes caracteristicas electromagnéticas.

Rotacion de dipolos Rapido, directo, Sin inercia s

Conducciénde iones Time=60 Surface: temperature (T) Conveccion
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Figura 22 Diferencia entre calentamiento por conveccion y por MW.

Este mecanismo resulta interesante debido a que al trabajar con sustancias altamente
reactivas el tiempo de extraccion es un factor vital, la extraccion por microondas es una
alternativa que reduce significativamente el tiempo, con tiempos de extraccion de alrededor

de 5-10 minutos, comparado con las 4-8 horas de las extracciones convencionales, el




contacto e interaccidon del extracto con las condiciones ambientales practicamente se

descarta, manteniendo sus propiedades y mejorando la precision del resultado.

TECNICAS RECURRENTES PARA AISLAMIENTO DE SUSTANCIAS
FITOQUIMICAS.

CROMATOGRAFIA EN COLUMNA

La cromatografia es una técnica que permite separar los componentes de una mezcla. Esta
separacion se logra utilizando un sistema de dos fases: una fase estacionaria donde se
retienen los compuestos a separar y una fase movil que desplaza de forma diferencial los
compuestos a través de la fase estacionaria. En funcién de la naturaleza de las fases, se

pueden distinguir distintos tipos de cromatografia:

Cromatografia sélido-liquido: la fase estacionaria es un sélido y la movil un liquido.

e Cromatografia liquido-liquido: ambas fases son liquidos y en la estacionaria el
liquido se ancla a un soporte sélido.

e Cromatografia liquido-gas: la fase estacionaria es un liquido no volatil sobre soporte

solido y la fase movil un gas.

e Cromatografia sélido-gas: la fase estacionaria es un solido y la mévil un gas.

Para la separacién de compuestos organicos la cromatografia solido-liquido es las mas
utilizada debido a la gran diversidad de solventes existentes y las mezclas que se pueden
generar entre estos permite seleccionar las condiciones adecuadas para la eluciéon de un
compuesto en particular. Para llevar a cabo esta técnica de separacion la mezcla se
deposita sobre la fase estacionaria y la fase mdvil atraviesa el sistema desplazando los
componentes de la mezcla a distintas velocidades que dependen de la afinidad de estos
por cada una de las fases. Se denomina elucion a la migracion de los componentes de la

mezcla a lo largo de la fase estacionaria impulsados por la movil
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Figura 23 Elucién de los componentes de una mezcla.

Se utiliza una fase estacionaria, generalmente gel de silice o alimina neutra, en la cual se
soporta la mezcla de componentes a separar, en una columna de tipo bureta con un filtro
poroso en la parte inferior antes de la llave de paso, que tiene la funcién de impedir que
particulas de la fase estacionaria obstruyan el paso de la llave, después del filtro poroso se
afade la fase solida, en la parte inferior una capa del adsorbente limpio y después de esta
capa se afiade la fase solida que contiene la mezcla a separar, y en la parte superior se
aflade una capa de algodon de forma que se impida la perturbacion de la fase solida por la

adicion de la fase movil.

| — Fase movil
<+—— Algododn
" <+—— Fase Estacionaria

<+—— Filtro Poroso

Figura 24 Columna Cromatografica.




Una vez montado el sistema de separacion en columna cromatografica se agrega la fase
movil, o eluyente, y se permite que fluya hacia el fondo por efecto de la gravedad o por
efecto de alguna fuerza maovil, como es el caso de una bomba de aire. Los componentes
que se adhieren con menor fuerza a la fase solida descienden por la columna mas rapido y
requieren un volumen menor del eluyente para alcanzar el fondo y viceversa. Asi a medida
que el proceso de separacion avanza se forma una serie de bandas y la mezcla de los

compuestos se separa en sus componentes

La seleccion de la fase sélida normalmente se elige entre alimina y gel de silice, que son
oxidos metalicos polares que permiten la adherencia de la mezcla a separar, generando
una mayor adherencia de las sustancias mas polares, lo que en consecuencia hara mas

dificil su separacioén de la fase sélida y viceversa con los componentes mas polares.

CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (CCF)

La fase estacionaria (adsorbente) se encuentra depositada, formando una capa fina de un
espesor uniforme sobre una placa de vidrio, plastico o una lamina metalica. La mezcla para
analizar se deposita con un capilar a una pequefa distancia del borde inferior de la placa y
se introduce en una cuba donde esta la fase movil (eluyente), que ascendera a lo largo de
la capa por capilaridad fluyendo a los componentes de la mezcla a distintas velocidades, lo
que provoca su separacion. Cuando el frente del disolvente se encuentra aproximadamente
a 0.5 cm del borde superior, se saca la placa de la cuba, se marca hasta donde ha llegado
el eluyente y se deja secar para, a continuacion, proceder a la visualizacion de las manchas

correspondientes a los productos separados.




Figura 25 Aplicacion de la muestra y desarrollo de la placa de CCF.

Una vez terminada la CCF es necesario poder observar los resultados, en el caso de
compuestos con colores caracteristicos y notorios estos se observan con facilidad, pero en
el caso de los compuestos que no tienen estos colores se necesita de un medio de
revelacion, existen diversos métodos para visualizar las machas correspondientes a cada

uno de los componentes de la mezcla, los métodos mas comunes son:

Con luz UV (ultravioleta): Las placas suelen llevar incorporado un indicador fluorescente
que adsorbe luz UV y emite luz visible. Cuando se cromatografia sustancias que absorben
en el UV donde se encuentran el compuesto no absorbe el indicador y como resultado se

puede observar una mancha que indica su presencia.

Con un agente revelador: se emplea cuando las sustancias no absorben radiacién UV. El
revelador reacciona con los productos absorbidos dando lugar a compuestos coloreados,
algunos ejemplos son el acido sulfarico en etanol para azucares y esteroides, ninhidrina

para aminoacidos y yodo para compuestos insaturados y aromaticos.

Durante el desarrollo de esta técnica, se puede obtener el valor de una propiedad
caracteristica de cada uno de los compuestos, la cual se denomina Rf (factor de retencion),

que representa la relacion entre las distancias recorridas por un compuesto y por el




disolvente desde el origen del cromatograma, como podemos observar en la siguiente

ecuacion:

Distancia recorrida por el compuesto

e T el e A €))

Distancia recorrida por el disolvente

Cada compuesto con las siguientes condiciones cromatograficas: adsorbente, disolvente,
temperatura, entre otros, tiene un valor constante y caracteristico de Ry. sin embargo, solo
se pueden establecer comparaciones entre los de Rf dos compuestos cuando los dos se
efluyan juntos en la misma placa. La distancia recorrida por el compuesto se mide desde el
centro de la mancha y se calcula el valor del Rf.

Frente del
disolvente
X
Y " Ryg)> Rya ===>B menos polar que A
Xg Ree = —
A Y
Xa Origen

Figura 26 Determinacion de Rf de dos compuestos Ay B.

El empleo de esta técnica tiene una gran variedad de aplicaciones dentro de las cuales se

pueden destacar:

e Determinar el nimero de componentes de una muestra: en base al nimero de manchas

observadas, esto se debe realizar con diversos eluyentes.
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Figura 27 Separacion de dos componentes Ay B de una mezcla. (a) Eluyente poco polar (b) Eluyente de

polaridad adecuada (c) Eluyente muy polar.

e Comprobar la pureza de un compuesto: se observara una sola mancha, se debe

comprobar que solo hay una mancha utilizando distintos eluyentes.

e Determinar la identidad de dos compuestos: mediante el calculo del Rt se puede
determinar si dos manchas corresponden al mismo compuesto, pero se debe tener
precaucion, dado que el valor de Rf iguales o practicamente iguales para dos manchas
en una misma placa no garantizan inequivocamente su identidad, para resolver esto en
la misma placa hay que realizar una CCF de una mezcla de los compuestos cuya

identidad se quiera comprobar.
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x—X XX
A B A M B

Figura 28 Comprobacion de la no igualdad de dos compuestos Ay B.




e Seguir la evolucion de una reaccion: se puede monitorear el avance de una reaccién
en funcién del tiempo, realizando CCF en una misma placa, los reactivos y la mezcla

de reaccion.

Reaccién: A + B —» C

(X o
@) c®
A MR B A MR B

Figura 29 Evolucién de una reaccion entre dos compuestos A 'y B (reactivos) para dar lugar a un compuesto C.

MR: Mezcla de reaccion.

e Se prueban diversos eluyentes hasta observar cual permite una mejor separacién

de los componentes de la mezcla.

e Monitorear en funcion a la cantidad de eluyente que ha pasado por el soporte sélido,

esto es los compuestos que han sido eluidos.
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Figura 30 Andlisis de las fracciones (1, 2,3...8) de una Cromatografia en Columna. M: mezcla antes de llevar a

cabo la cromatografia en columna.

Nota: Los eluyentes a utilizar en cromatografia en columna se seleccionaran de aquellos

con mejor resolucién en cromatografia de capa fina.




JUSTIFICACION

La necesidad de contar con mayores opciones de sustancias antioxidantes de origen
natural para su uso en la prevencion de padecimientos degenerativos (envejecimiento, dafio
celular por estrés oxidativo, cancer, etc.) incentivé la busqueda de sustancias presentes en
especies poco estudiadas como lo son los encinos. La especie de encino Quercus rugosa
nos interesd debido a que se existe poca informacién en la literatura, y debido a su
caracteristica pigmentacion puede ser una posible fuente de compuestos antioxidantes. Se
conoce que frutas con la misma pigmentacion poseen polifenoles, y se estima que la
concentracion de estos en esta bellota es elevada. La determinacion del perfil fitoquimico
de la bellota de Q. rugosa, asi como la identificacion de los compuestos presentes permitira

evaluar su potencial medicinal.




OBJETIVOS

Generales:

Aislar e identificar los compuestos presentes en la pigmentacion de la bellota de Quercus
rugosa implicados en la actividad antioxidante.

Particulares:

Determinar la presencia de compuestos fendlicos en la bellota del encino Quercus rugosa
mediante el andlisis del perfil fitoquimico.

Aislar los componentes o metabolitos presentes en la bellota del encino Quercus rugosa,

por medio de cromatografia en CF y columna tipo flash.

Cuantificar los compuestos fenélicos totales por metodologia Folin-Ciocalteu

Analizar su capacidad antioxidante por metodologia DPPH y cuantificarla.

Identificar por RMN los metabolitos presentes en los extractos de los diferentes disolventes.




DESARROLLO EXPERIMENTAL

Ensayos de
aislamiento
de
compuestos

Identificacion
de
compuestos

Extracciones
Preparacién con diversos
de muestras solventes y

Evaluacion Evaluacién de

fitoquimica fenoles
totales y
capacidad

antioxidante

por

cromatografia
(columnay
preparativa)

fendlicos en
extractos por
RMN

(lavado, metodologias de presencia
pesado, (microondas, de

maceracion, flavonoides

trituracion)
soxhlet)

Figura 31 Diagrama de flujo experimental.

EQUIPOS
Espectrofotometro

Los resultados de las absorbancias fueron medidos por el espectrofotometro Beckman
Coutler DU 720 del laboratorio de la Dra. Maura Cardenas

en la Facultad de Medicina de la Benemérita Universidad

Auténoma de Puebla

Figura 32 Representacion grafica del espectrofotometro.




Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)
se obtuvieron en un equipo Bruker de 500 MHz para la
obtencion de experimentos de 1D (*H, 3C), utilizando
cloroformo deuterado (CDCIls) conteniendo tetrametilsilano
(TMS) como referencia interna. Los desplazamientos
guimicos se expresan en ppm (8), las constantes de

acoplamiento (J) se expresan en Hertz (Hz).

Figura 33 Resonancia Magnética Nuclear Bruker de 500 MHz.

Microondas Focalizado.

Para las extracciones asistidas por microondas, se utilizo
un reactor de microondas focalizado Anton Paar
MonoWave 300 utilizando viales con sellado a presion. La
temperatura y presion de las reacciones que se llevaron a
cabo se midieron Unicamente con los instrumentos de

medicion internos del equipo (termémetro infrarrojo).

Figura 34 Representacion grafica del microondas focalizado.




MATERIALES Y REACTIVOS

Muestra vegetal de bellotas de Quercus rugosa.

Placas comerciales de gel de silice grado 60 de 0.2 mm de espesor ALUGRAM Xtra SIL
G/UV Macherey-Nagel

Columna cromatogréfica

Soportes universales

Estufa de induccion

Equipo de extraccién soxhlet

Sistema rotavapor

Céamara de revelado uv

Sistema de revelado para CCF

Espectrofotometro

Equipo de laboratorio: gradillas, pinzas, matraces

Parafilm

Sistema de vacio: bomba de vacio de diafragma V-700 marca Buchi
Mortero

Placas de cromatografia preparativa

Picnémetro

Papel filtro

REACTIVOS

H>SO,4 al 50% con HO

Hexano

Acetato de Etilo

Etanol

Acetona

Metanol

Isopropanol

Cloruro de Metileno

Agua

Reactivo de Folin-Ciocalteu Sigma Aldrich F9252
Reactivo DPPH Sigma Aldrich D9132
Cloroformo deuterado (CDCls)

Gel de silice de 230-400 mallas MN Kieselgel 60 de Macherey-Nagel, Alemania




METODOLOGIA Y PROCEDIMIENTO GENERAL

RECOLECCION DE MATERIA PRIMA VEGETAL

La recoleccion de las bellotas fue hecha en el JARDIN BOTANICO UNIVERSITARIO, de la
Benemérita Universidad de Puebla en las coordenadas 19°00'02.4"N 98°11'51.9"W de dos
especimenes de 5y 7 metros de altura sanos, con nimeros de acceso U19980032A y
U19980032D, en cuatro fechas: 5 de octubre, 6 de octubre y el 8 de octubre del 2015y la
ultima recoleccion en noviembre del 2019 (para los estudios de Folin y DPPH). Se debe
seguir un protocolo de manejo para la muestra recolectada, principalmente para evitar que
se contamine con agentes externos al ambiente de recoleccion y que se pueda a maltratar
los tejidos por mecanismos fisicos. Se realizé una recoleccion de las bellotas in situ,
recogiendo las bellotas en buen estado, es decir que no se encontraban dafiadas o en
estado de descomposicidn, también se hizo una recoleccion directamente desde la clpula
de las muestras que estaban a un nivel donde se pueden recoger por una persona, se

realizaron en plena luz del dia y en dias donde no hubo lluvias.

Figura 35 Muestra representativa de las bellotas recolectadas.

RECUPERACION DE COTILEDONES EN RELACION CON EL PESO
FRESCO

Al momento de obtener las bellotas se limpiaron muy bien en seco con un pedazo de tela
absorbente, para quitar suciedad como tierra, insectos y ramas que pudiesen estar

presentes al momento de recoleccién, mediante un equipo vernier se procede a hacer las




mediciones de largo de bellotas, de diametro de estas, y con una balanza analitica se
pesaron individualmente para obtener el peso total, y posteriormente se les retird la

céscara, debido a que se requiere conocer el rendimiento en peso descontando la cascara.

Figura 36 Bellotas sin cascara.

ALMACENAMIENTO DE MATERIAL VEGETAL

Las muestras se aislaron de luz mediante papel aluminio y del viento mediante una bolsa
plastica para ser resguardadas en un equipo de refrigeracion, permitiendo que mediante la
temperatura conserve el producto vegetal en estado de latencia, la bolsa plastica es para

aislarlo de la humedad que se pueda generar en el sistema refrigerante.

PESADO Y TRITURADO

Se trituraron las bellotas para disminuir el tamafio de particula y aumentar la superficie de
contacto y nos permita extraer sus compuestos de manera mas eficaz. Se evaluaron dos
maneras de preparacion para el material vegetal triturado en mortero: la primera solo
considerando la parte interna de la bellota, sin pericarpo; la segunda preparacion se realizé
triturando la bellota completa, la cual Unicamente se usoé en los ensayos de solubilidad

iniciales presentados a continuacion, sin embargo, se conservo la primera forma de




preparacion descartando el pericarpo (cascara) de la bellota para todos los siguientes
ensayos. Solo en la prueba de Shinoda se usaron cortes histolégicos especificos para

determinar la concentracion de flavonoides en cada corte.

Figura 37 Mortero con material vegetal de las bellotas triturado.




PRUEBAS DE SOLUBILIDAD

Figura 38 Se realizaron las pruebas de solubilidad en una gradilla con tubos de ensayo.

Se realizaron pruebas para evaluar la solubilidad del contenido de las muestras de bellotas
en diferentes concentraciones de disolvente a distintas temperaturas, como se describe a
continuacion:

Se utilizé el material vegetal triturado del mortero, se pesoé por cada tubo un 1gr de muestra
triturada, que estaba conformada por todas las partes de la bellota, posteriormente se

agregaron 10 mL de cada disolvente en el orden siguiente:

DISOLVENTES:
1. Metanol
Etanol
Isopropanol
Cloruro de Metileno
Cloruro de Metileno + Acetona
Agua
Acetato de Etilo
Hexano

© © N o gk 0D

Acetona




Se dejaron en reposo (maceracién) las muestras con el disolvente para realizar la
extraccion a temperatura ambiente (25°C) durante un par de dias, y consistié Unicamente
del disolvente en contacto con el material vegetal triturado; para evitar las interferencias, se
cubrié con papel parafilm la parte superior de cada tubo para evitar la contaminacion de la

muestra y la evaporacion del disolvente.

SELECCION DE SISTEMA PARA PURIFICAR POR CROMATOGRAFIA DE
CAPA FINA

De acuerdo a las caracteristicas del extracto seleccionado respecto al contenido de
metabolitos transferidos al disolventes, se buscé un sistema por el cual se pudieran eluir y
desplazar de manera diferencial sus componentes, es decir, no nos funcionaria un sistema
gque sea tan fuerte en su constante dieléctrica como lo es el agua y que al momento de
desplazar los grupos de moléculas a través del soporte de gel de silice los arrastre por igual,
por el contrario se requiere un sistema el cual esté en una mediania ideal para poder
aprovechar las diferencias de afinidad de estas sustancias con la fase estacionaria y
separarlas de manera mas precisa. A continuacion, siguiendo los procedimientos generales
descritos por las lineas de investigacién desarrolladas en el Laboratorio de Investigacion
del Jardin Botanico de la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla, se propusieron dos
mezclas, una de solventes con bajas polaridades como lo son el hexano y acetato de etilo
y otra con solventes con alta polaridad como lo son el cloruro de metileno y el etanol, en las

siguientes proporciones:

SOLUCIONES UTILIZADAS:

e Sistema 5:5 Acetato de Etilo: Hexano
e Sistema 8:2 Cloruro de Metileno: Etanol

Una vez establecidas estas mezclas como la fase movil de la CCF se procedio6 a realizar
las cromatografias correspondientes en capa fina, comparando su afinidad con todos y cada

uno de los extractos obtenidos en la extraccion por maceracion.




EMPACAMIENTO PARA EXTRACCION CON METODOLOGIA SOXHLET

Posteriormente al triturado de las bellotas se pesaron en una balanza analitica hasta tener
la muestra de 30 gramos; utilizando papel filtro se “empacé” el sustrato en una especie de
caja bien apretada, se sujet6 con aguja e hilo cosiendo los bordes para evitar que el material
solido escapara, se utilizé6 aproximadamente 400 cm? de papel filtro para cada paquete
envolviéndolo en un cuadrado de 5¢cm X 10cm las dimensiones especiales para poder entrar
dentro de la camara destinada a tener el sustrato en el equipo soxhlet.

EXTRACCION METODO SOXHLET

Se monto el sistema en un soporte universal con pinzas de 3 dedos, se colocando la parrilla
de induccién para alimentar con energia térmica a un matraz con solvente, este a su vez
esta conectado a un refrigerante con recirculacién de un equipo enfriador-recirculador (que
contiene anticongelante y agua para ayudar a la condensacion del disolvente). El material
vegetal de la bellota seca y molida se coloc6 en un cartucho de papel filtro en el reservorio
del equipo Soxhlet con disolvente, durante el tiempo suficiente para observar el punto de
quiebre. Se realizan los “quiebres” que sean necesarios (cada vez que se vacia el contenido
del sifén, es un “quiebre”), a una temperatura de 40°- 60° C. Al término de este tiempo, se
recuperd y guardd el disolvente con el extracto. Los extractos que se obtienen
respectivamente se concentraron en el rotavapor para la recuperacion del disolvente que

puede volver a ser utilizado, y obtencion del extracto del material vegetal.




Figura 39 sistema de extraccion por método soxhlet.

Vemos a la izquierda el sistema montado y a la derecha un acercamiento a la cAmara donde
contiene el empaque del sustrato y también su mecanismo de punto de quiebre, que le

permite recolectar la extraccion y regresarla al matraz de calentamiento.

Figura 40 Sistema rotavapor

Aqui se coloca el matraz sin bala de agitacion y se procede a secar el solvente mediante
temperatura y presion baja, para poder conservar el extracto sin solvente.




PURIFICACION DE SUSTANCIAS POR COLUMNA CROMATOGRAFICA
TIPO FLASH

Se juntaron los extractos de las anteriores extracciones en un solo matraz, diluyendo el
extracto en MeOH por ser un solvente muy polar, ya que queremos diluir nuestro extracto
en el menor volumen posible. Se agregd gel de silice al matraz hasta el nivel del volumen
de la solucién. Se concentrd el matraz en un equipo rotavapor, quedando el extracto

adsorbido en el gel de silice seco.

Figura 42 Evaporacion del disolvente restante y secado del gel de silice por medio de un equipo

rotavapor.

El gel de silice se sac6 del matraz y se coloco en una columna de vidrio, dejando debajo de

esta una capa de silice limpia de aproximadamente 12 cm.




Figura 43 A la columna se le hace pasar hexano (disolvente no polar) para ayudar a eluir la muestra.

Al sistema de cromatografia en columna tipo flash se incorporé una bomba de aire al
sistema para generar presion y asi separar mas rapido los compuestos. Se fue agregando
el sistema de disolventes para eluir la muestra a través de la fase estacionaria (gel de silice)
segun se vean retenidos los compuestos presentes. Se recolecté cada fraccion de sistema
gue atravesaba la columna en una gradilla de tubos de ensayo y se realizo el monitoreo de
dichas fracciones por CCF para verificar su pureza y que la separacion se llevo a cabo; las
fracciones que contenian el mismo compuesto puro se recolectaron en un matraz para
llevarlo a evaporar en el rotavapor. Se utilizé un sistema polar conformado por 8 partes de
CH.Cl; y 2 de EtOH.




Figura 44 Gradilla donde se recolecto las fracciones de la cromatografia en columna.

Durante la recoleccion de las fracciones del sistema eluyente, se observaron muchas
sustancias juntas —lo cual es frecuente que ocurra- indicativo de que no se logré una buena
separacion, hecho que dificultaba su purificacion. Algunas fracciones que lograron
separarse puras, al identificarse después de un tiempo se descomponian, lo que nos llevo
a concluir que los factores externos afectan los compuestos de manera directa: luz, aire.
Los compuestos presentes en nuestras muestras vegetales son sensibles a la luz y el aire,
por lo que cuidamos y controlamos dichos factores (condiciones) en las extracciones

posteriores para poder determinar sus condiciones ideales y facilitar su identificacion.

Los compuestos puros se identificaron por medio de cromatografia en capa fina y se
concentraron en un equipo rotavapor a sequedad. Para realizar la verificacion del contenido
de compuestos en cada muestra concentrada, se agregé un poco de disolvente polar
(MeOH) para confirmar las muestras, sin embargo, pero se observaba en casi todos los

casos excepto uno, en el cual se descomponen las muestras en mas compuestos.




CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA PREPARATIVA

Por las dificultades que representa lograr la separacion por cromatografia en columna sin
que las fracciones recolectadas se descompongan, se decidié utilizar un método de
separacion alternativo para aislar los productos en un menor tiempo mediante
cromatografia en capa fina preparativa. Se utiliz6 como muestra la extraccion de la columna
con Acetato de Etilo, y esta se aplico a una placa de cromatografia preparativa soportada
en vidrio (20 cm X 20cm), la cual cuenta con la misma fase estacionaria de gel de silice,
pero con un grosor mayor a las soportadas en aluminio de las placas de CCF, lo cual
permite que esta.

El procedimiento es similar al que se realiza con las pequefias tiras cromatogréficas: se
traz6 una linea de partida por encima del nivel del solvente y ahi se aplico la muestra; se
utiliza una cuba especial para hacer correr la placa, se realizan dos con el mismo extracto,

y utilizando como fase mavil sistema 7:3 Acetato de Etilo/ Hexano.

Figura 45 Placa de cromatografia dentro de la cuba cromatogréfica.

Al finalizar la cromatografia se utilizé una lampara de luz ultravioleta para revelar las zonas
donde se encontraban analitos puros y proceder a la recuperacion mediante raspado de
esas zonas. El gel de silice con la muestra pura fue filtrado por medio de un embudo con
una cama de gel de silice limpia y cloruro de metileno para eluir el contenido, después se

evaporo el solvente en un evaporador rotatorio.
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Figura 46 Diagrama del proceso realizado con cada uno de los analitos obtenidos.

EXTRACCION DEL MATERIAL VEGETAL POR MICROONDAS

Este procedimiento de extraccion aprovecha que el calentamiento con microondas no es
un proceso de conveccion o conduccion, es un calentamiento dieléctrico. La metodologia
de extraccion no convencional fue desarrollada en un microondas focalizado marca Anton
Paar, modelo Monowave 300, donde las extracciones fueron llevadas a cabo en un vial
cerrado neumaticamente a presion, y monitoreada la presion y la potencia de salida

entregada; la temperatura fue monitoreada por un sensor infrarrojo.

El enfriamiento del vial fue realizado con aire seco comprimido. Se utilizaron viales de 10
mL de vidrio borosilicato con septa. Se examin6 y disefio el experimento a manera de
preservar los antioxidantes contenidos en las muestras, ya que era imperativo utilizar una
metodologia de mayor rapidez para evitar la descomposicién o formacion de subproductos

por la interaccion de los analitos.

El procedimiento general consistié en colocar 1.85gr y 2.61 de triturado sin corteza de las




bellotas de la especie Quercus rugosa en 5 mL del disolvente en este caso Metanol. Las
condiciones del ensayo fueron 170°C y agitacién a 600rpm, tiempo de 3 minutos. Al finalizar

este tiempo se obtuvo el extracto asistido por microondas.

Figura 47 Equipo de extraccion asistida por microondas Microwave Sintesis Reactor — Monowave 300.

Laboratorio del Jardin Botanico del Instituto de Ciencias BUAP.

Después de concluida la extraccion se colocaron los viales en el rotavapor para
evaporar el Metanol durante aproximadamente 20 minutos cada uno, asegurandonos la

evaporacion de todo el disolvente.

DETERMINACION DE DENSIDAD Y PORCENTAJE DE EXTRACCION

Se utilizé un picnémetro de 10ml a temperatura ambiente (25°C) para poder usar esta
medida se tuvo que diluir el extracto en proporcion 1:5, todo se pesé en una balanza

analitica por triplicado minimamente.




Consistié basicamente en obtener las densidades del solvente sin extracto y el solvente con
extracto, para conocer la diferencia en densidades y asi determinar el peso del total de los
componentes extraidos en cada extracto. Para concretarlo se tomaron los pesos de un
picnémetro de 10 ml vacio, lleno con Etanol y lleno con el extracto diluido, se tomé el valor

empirico del Etanol ya que éste se encontraba al 78% con 22% de agua.

H Dilucion 1:5 H H

Extractos

Extractos diluidos

Figura 48 Dilucion de los extractos.

|l

Picnometro Picndmetro Extracto
vacio con Etanol diluido con
Etanol

Figura 49 Pesos indispensables para conocer el peso del extracto.

RELACION DE CONSTANTE DIELECTRICA Y PORCENTAJE DE
EXTRACTO EN EQUIPO SOXHLET

Se hizo un estudio para relacionar la cantidad de peso del extracto final con diferentes
disolventes utilizando la misma cantidad de sustrato, esto se realizé principalmente para

seleccionar de manera preliminar el disolvente mas conveniente para extraer flavonoides




mediante el sistema soxhlet y al mismo tiempo para caracterizar por medio de resonancia
magnética nuclear los extractos para conocer la proporcion de los grupos que contienen,
es decir; las moléculas mas polares como carbohidratos son altamente solubles en
disolventes como el agua, y en un ejemplo inverso los compuestos menos polares como lo
son los aceites esenciales son mas afines a ser disueltos por solventes menos polares
como el hexano, asi se cred una correlacién del peso del extracto con la constante
dieléctrica del disolvente (Masschelein-Kleiner, 2004) , con la cual podemos también grosso

modo crear un espectro de la proporcién de moléculas que estan contenidas en el sustrato.

Se utilizaron los siguientes disolventes: hexano, éter etilico, acetato de etilo, cloruro de
metileno, acetona, etanol, metanol y agua. La extraccién se hizo con un equipo Soxhlet
durante 6 horas con 20 gr de Muestra y protegiendo el equipo soxhlet con un recubrimiento
de aluminio para evitar la degradacién. Se evaporo el disolvente en el sistema rotavapor y
al tener una muestra lo mas seca posible se peso el contenido, todo esto se realizd por

triplicado.

METODOLOGIAS ESPECTROSCOPICAS: CUALITATIVAS Y
CUANTITATIVAS.

ELUCIDACION ESPECTROSCOPICA POR RMN

La técnica de resonancia magnética nuclear se realiz6 con los extractos obtenidos
anteriormente con hexano, éter etilico, acetato de etilo, cloruro de metileno, acetona, etanol,
metanol y agua; tomando una pequefia muestra con una espatula y diluyéndolo en
cloroformo deuterado (CDCIs) vy filtrandolo para evitar que particulas sélidas quedaran
suspendidas. Todas las muestras se llevaron en tubos especiales para RMN, los cuales
son de cuarzo de con un diametro de 5 mm, y los experimentos se realizaron en el
Laboratorio de Resonancia Magnética Nuclear del Instituto de Ciencias de la Benemérita
Universidad Autonoma de Puebla por medio de un equipo Bruker de 500MHz y se realiz6

un estudio de Protén (*H) para cada extracto y también uno de Carbono (*3C).




DETERMINACION DE FENOLES TOTALES POR REACTIVO DE FOLIN-
CIOCALTEU

El ensayo Folin-Ciocalteu se utiliza como medida del contenido en compuestos fendlicos
totales en productos vegetales. Se basa en que los compuestos fendlicos reaccionan con
el reactivo de Folin-Ciocalteu, a pH basico, dando lugar a una coloracion azul susceptible
de ser determinada espectrofotométricamente a 765 nm. Este reactivo contiene una mezcla
de wolframato sddico y molibdato sédico en &cido fosférico y reacciona con los compuestos
fendlicos presentes en la muestra. El 4cido fosfomolibdotingstico (formado por las dos
sales en el medio de color amarillo, al ser reducido por los grupos fendlicos da lugar a un
complejo de color azul intenso, cuya intensidad es la gue medimos para evaluar el contenido

en polifenoles.
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Figura 50 mecanismo de la reaccion de Folin-Ciocalteu.

El mecanismo de reaccién es una reaccién redox, por lo qgue ademas puede considerarse

también, como un método de medida de la actividad antioxidante total.

La oxidacion de los polifenoles presentes en la muestra causa la aparicion de una coloracion
azulada que presenta un maximo de absorcion a 765 nm, y que se cuantifica por
espectrofotometria en base a una recta patron de acido gélico (Figura 3). Se trata de un

método preciso y sensible, que puede padecer numerosas variaciones, fundamentalmente




en lo relativo a los volimenes utilizados de la muestra a analizar, concentracion de reactivos

y tiempo de reaccion. (Garcia Martinez, 2015)

¢ Se afiadi6 a cada tubo 100 uL de reactivo de Folin-Ciocalteu después se prepar6 un
gradiente de concentracion de Acido Galico 6 mg/ml donde la concentracion se
ordend desde 0.6 ug/uL hasta 2.7 ug/uL por duplicado como se muestra en la tabla

e Se prepararon las muestras de los extractos diluidos 1:5 por duplicado y con
distintas concentraciones, se introdujeron 20, 50 y 100 uL de los respectivos
extractos

e Se incubd por 2 horas en condiciones sin luz

e Se mide la absorcién de las disoluciones a 760 nm en el espectrofotometro.

1 2 3 4 5 3 7 8

A 100uL:100ul OulL:B0 00 0 0 00 40uL:60 00 0 0 00 B0UL:40 00 0 30 00 80 0 00
B 100uL:100ul OulL:B0 00 0 0 00 40uL:60 00 0 0 00 B0UL:40 00 0 30 00 80 0 00
C

D 20uL:B0uL:100ul | S0ul:50ul:100ul | 100ul:100ul 20uL:80uL:100ul |S0uL:S0uL:100ul | 100uL-100ul

E 20uL:B0uL:100ul | S0uL:50ul:100ul | 100ul:100ul 20uL:80uL:100ul | S0uL:S0uL:100ul | 100uL-100ul

F

G

H

Figura 51 Preparacion de gradilla para Folin-Ciocalteu, en gris el control negativo, en azul la curva de

calibracion con acido galico, en naranja el extracto 1 y en verde el extracto 2.

CAPACIDAD ANTIRRADICALARIA DPPH

La medicién de la capacidad antirradicalaria por DPPH consiste en una interaccion del
analito y el radical libre DPPH, el cual por diferentes mecanismos descritos a continuacion
se reduce en forma de la molécula DPPHH, en un espectrofotometro se mide la absorbancia
de la molécula DPPH a la longitud de onda (515nm) y se va observando un cambio en la
absorbancia al grado en el cual la molécula de DPPH haya sido reducida, lo cual se mide a
diferentes concentraciones del analito para poder recolectar los datos en curva de inhibicién

gue relacione la concentracion de analito y la reduccion del radical libre.
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Figura 52 Radical libre DPPH

DPPH' + (AH)n » DPPH-H + (A)n

Figura 53 reaccion principal donde AH es un antioxidante que dona los atomos de hidrégeno lo que da como

resultados radicales con estructuras moleculares relativamente estables. (Skowyra, 2014)
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Figura 54 vemos los 3 tipos de reacciones llevada a cabo en esta metodologia.




En la figura anterior tenemos la molécula de Eugenol, un compuesto con caracteristicas
antioxidantes, el cual al entrar en contacto con la molécula de DPPH le dona un proton, a
continuacién vemos que del resultado se deriva (1) la donacién de un segundo protén, (2)
la dimerizacién de los radicales fenoxilos (3) una molécula de DPPH se acompleja con el
radical fenilo , cabe remarcar que el mecanismo 2 y 3 son solo posibles en moléculas con

la posicion orto o para libres. (Brand-Williams, 1995)

En esta ocasion se hizo por triplicado del extracto #2 ya que era el mas optimo en cuanto a

las condiciones del cuidado que se le dio en el almacenado y extraccion.

1. Se monta la placa de trabajo (ELISA) con 100uL de Metanol en cada pozo a utilizar,
solo en la fila (a) del pozo 3 al 8 se colocaron 200 uL de extracto 2 diluido 1:10, es
decir con una concentracion de 0.06371 ug/uL
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Figura 55 disposicion para el ensayo en la placa de 96 pozos

2. Se realiza dilucion de la siguiente forma en todas las columnas, tomando 100uL del

pozo en la fila (a) y resuspendiendo el contenido en el pozo (b), después se repite

el procedimiento tomando 100uL de la fila (b) y se resuspenden en el pozo (c) asi

consecutivamente hasta llegar a la fila (h), se realiza ordenadamente y por cada

columna, es decir (al-bl-cl-dl-el-fl-gl-hl)separado del orden (a2 - b2 -

c2 —d2 - e2 -2 — g2 -h2) hasta llegar a la columna numero 8
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tomar 100

100 metanol

pasar los 100
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Figura 56 procedimiento de dilucion de las columnas

3. Alfinal nos quedamos con estos volumenes expresados en uL para cada pozo.

4. Se agregan 100uL de DPPH a cada uno de los pozos sombreados en azul en la

1 2 3 4 5 6 7 8
100 metanol 100 metanol 100 ext 2 100 ext 2 100 ext 2 100 ext 2 100 ext 2 100 ext 2
50 metanol + | 50 metanol + | 50 metanol+ | 50 metanol + | 50 metancl + | 50 metanol +
100 metanol | 100 metanol S0ext2 S0ext2 S0ext2 S0ext2 S0ext2 S0ext2
75 metanol + | 75 metanol + | 75 metanol+ | 75 metanol+ | 75 metanol + | 75 metanol +
100 metanol | 100 metanol 25ext2 25ext2 25ext 2 25ext2 25ext2 25ext2
87.5 metanol +|87.5 metanol +[87.5 metanol + [87.5 metancol +|87.5 metancl +|87.5 metanol +
100 metanol | 100 metanol 125ext 2 125ext2 125ext2 125ext2 125ext 2 125ext 2
93.75 metanol | 93.75 metanol [ 93.75 metanol | 93.75 metanol | 93.75 metanol | 93.75 metanol
100 metanol | 100 metanol +6.25ext2 +6.25ext2 +625ext 2 +625ext2 +625ext2 +6.25ext2
96.875 96.875 96.875 96.875 96.875 96.875
metanol + metanol + metanol + metanol + metanal + metanol +
100 metanol | 100 metanol 3.125ext 2 3125ext2 3125ext 2 3125ext 2 3.125ext2 3.135ext 2
98.43 metanol | 98.43 metanol | 98.43 metanol | 98.43 metanol | 98.43 metanocl | 98.43 metanol
100 metanol | 100 metanol | +1.5625ext2 | +1.5625ext2 | +1.5625ext2 | +1.5625ext 2 | + 1.5625ext 2 | + 1.5625 ext 2
99.21 metanol | 99.21 metanol [ 99.21 metanol | 99.21 metanol | 99.21 metanol | 99.21 metanol
100 metanol | 100 metanol +0.78ext2 +078ext2 +078ext2 +078ext2 +078ext2 +078ext2

Figura 57 volimenes estimados en la placa de 96 pozos, expresados en uL

siguiente figura




1 2 3 4 5 6 7 8

al| 100 metanol 100 metanol 100 ext 2 100 ext 2 100 ext 2 100 ext 2 100 ext 2 100 ext 2
50 metanol + | 50 metanol + | 50 metanol+ | 50 metanol + | 50 metanol + | 50 metanol +
b| 100 metancl | 100 metanol S0ext2 S0 ext 2 S0ext2 S0ext 2 S0ext2 S0ext2
75 metanol + | 75 metanol + | 75 metanol + | 75 metanol + | 75 metancl + | 75 metanol +
| 100 metanol 100 metanol 25ext2 25ext2 25ext2 25ext2 25ext2 25ext2
87.5 metanol +|87.5 metanol +|87.5 metanol +[87.5 metanol +|87.5 metancl +|87.5 metanol +
d| 100 metancl | 100 metanol 125ext2 125 ext 2 125ext 2 125 ext 2 125ext2 125 ext 2

93.75 metancl | 93.75 metanol | 93.75 metancl | 93.75 metanol | 93.75 metanol [ 93.75 metanol

e| 100 metancl 100 metanol +625ext2 +625ext2 +6.25ext2 +6.25ext2 +625ext2 +6.25ext2
96.875 896.875 968.875 96.875 96.875 96.875

metancl + metanol + metanol + metanol + metanol + metanol +

f| 100 metanol 100 metanol 3.1235ext 2 3125 ext 2 3.125ext 2 3.125ext 2 3.125ext 2 3125ext 2

98.43 metancl | 98.43 metanol | 98.43 metancl | 98.43 metanol | 98.43 metanol [ 98.43 metanol
g 100 metanol 100 metanol | +1.5625ext2 | +1.5625ext2 | +1.5625ext 2 | +1.5625ext 2 | + 1.5625ext 2 | + 1.5625ext 2

99.21 metanol [ 99.21 metanol | 99.21 metancl | 99.21 metanol | 99.21 metanol [ 99.21 metanol
h| 100 metancl | 100 metanol +078ext2 +0.78 ext 2 +0.78ext2 +0.78 ext 2 +078ext2 +0.78 ext 2

Figura 58 sombrado en azul los pozos a los cuales se les afiade 100 uL del reactivo DPPH

5. Se consideran los nuevos volumenes totales para considerar las nuevas

concentraciones en los tubos que contienen 100uL de DPPH

1 2 3 4 ] 6 7 8
a 100 ul 200 ul 100 uL 200 ul 100 uL 200 uL 100 uL 200 uL
b 100 ul 200 ul 100 uL 200 ul 100 uL 200 uL 100 uL 200 uL
c 100 ul 200 uL 100 uL 200 uL 100 uL 200 uL 100 uL 200 uL
d 100 ul 200 uL 100 uL 200 uL 100 uL 200 uL 100 uL 200 uL
e 100 ul 200 uL 100 uL 200 uL 100 uL 200 uL 100 uL 200 uL
f 100 ul 200 ul 100 uL 200 ul 100 uL 200 uL 100 uL 200 uL
g 100 ul 200 ul 100 uL 200 ul 100 uL 200 uL 100 uL 200 uL
h 100 ul 200 uL 100 uL 200 uL 100 uL 200 uL 100 uL 200 uL

Figura 59 volumenes totales de cada pozo.

En la figura anterior necesitamos saber los volimenes totales para tomar en cuenta las

nuevas concentraciones, ya que al agregar 100 uL quedarian diluidas 1:2, es decir, en los




pozos sin DPPH el gradiente de uL de extracto 2 partia de 100uL en los pozos (a) hasta
llegar a 0.7812 uL en los pozos (h), ahora con los pozos donde fueron afiadidos 100uL de
DPPH el gradiente parte desde 50 uL de extracto 2 en los pozos (a) hasta 0.39 uL en los

pozos (h).

6. Se incuba por 30 minutos a temperatura ambiente, cubriéndolo de luz con una

pelicula de aluminio y se lee a 515 nm con espectrofotometro Beckman Coutler

7. Los resultados tienen que procesarse, a los valores de absorbancia de los pozos
con metanol y Extracto 2 deben restarse a los valores de absorbancia de los pozos
que contengan DPPH.

Pozo de reaccion (DPPH+ Extracto 2+Metanol) — Pozo de blanco (Extracto 2 + Metanol)

Eso nos daria como resultado la medicién exclusiva de la concentracién de DPPH, la cual
estard relacionada con el valor respectivo de concentracion de Extracto 2.

DETERMINACION DE GRUPOS FLAVONOIDES POR REACCION DE
SHINODA Y H2SO4

Para esta prueba se realizardn 5 soluciones preparadas a 10ml, se macera 1 gramo de
materia vegetal del corte histolégico en Etanol y después se calienta la muestra a 60°C por
10 minutos, las muestras seran constituidas por las siguientes secciones de la bellota.

A. 1 gr de Tegumento

B. 1 gr de Pericarpo

C. 1 gr de Endospermo

D. 0.33gr de Tegumento + 0.33gr de Pericarpo + 0.33gr de Endospermo




E. Nada (control negativo)

Se realiza el calentado de las muestras y se toman dos tubos con 3ml cada uno, a un tubo
se le hace la prueba de Shinoda (Mamani Mayta, 2017), se le agrega una viruta de
magnesio y 0.5 ml de HCI concentrado, después se reportan las coloraciones, al otro tubo
se le realiza una prueba con H,SO4 (una gota de solucién al 50% con agua) y se reportan

los tonos de colores.

El ensayo se considera positivo cuando el alcohol amilico se colorea de amarillo, naranja,
carmelita o rojo, intensos en todos los casos. (Bermejo de Zaa, 2014)




DISCUSION DE RESULTADOS

RECUPERACION DE SUSTRATO (interior) EN RELACION CON EL PESO
FRESCO

Se identificé un pigmento de interés en la parte interna de la bellota, se trata de un pigmento
que se adhiere en las superficies y que con la exposicién al ambiente (aire) cambia de color

(se oxida) teéricamente es un compuesto de naturaleza antioxidante.

1.65cm 2.95cm

Tabla 4 promedio de dimensiones de las bellotas

Tabla 5 Pesos de bellotas para realizar un
promedio del peso de las bellotas en gramos por

medio del método de minimos cuadrados

Haciendo un ajuste por minimos cuadrados, la relacion promedio del peso de sustrato entre
el peso fresco es del 70.39% esto quiere decir que, del total del peso recolectado, este es

el peso realmente utilizable para la obtencidén de los metabolitos de interés.




PRUEBAS DE SOLUBILIDAD

METANOL - Se observa una extraccion amarillenta de
forma ligera a lo largo del tubo, concentrado en su mayoria
en la parte de abajo, el soluto y el extracto tienen
densidades mayores que el solvente.

ETANOL - Se observa una extraccion amarillenta, el soluto
y el extracto tienen mayor densidad que el solvente, se

observa una tonalidad menos concentrada que el tubo 1

ISOPROPANOL -ElI compuesto amarillo tiene mayor
presencia que en el tubo 1y 2, solo que se diferencia en el

solvente una tonalidad rosa-anaranjada

CLORURO DE METILENO - El soluto tiene menor densidad
que el solvente y se establece muy levemente el solvente

con pequeiias particulas, no se observa algun extracto.

Figura 60 Tubos de ensaye de pruebas de solubilidad.




CLORURO DE METILENO + ACETONA- Se observa
perfectamente un extracto de menor densidad que el solvente,
diferenciado de la solucion por un color marrén, el sustrato tiene

mayor densidad que el disolvente.

AGUA- El solvente con un compuesto rosa- anaranjado a lo largo
de él, el soluto es mas denso que el solvente. La cascara tiene una

estructura poco comprimida que flota sobre el disolvente

ACETATO DE ETILO - Se observa poca coloracion de un extracto
amarillo, sin embargo, también se observa una tonalidad
anaranjado- morado muy leve, el soluto es mas denso que el

disolvente.

HEXANO -Se observa ausencia de extracto, el solvente adquirié
una tonalidad anaranjado-morado muy leve, el soluto tiene mayor

densidad que el disolvente.

ACETATONA - Se observa un extracto con mayor concentracion
en la parte inferior del tubo, asi como una tonalidad de amirrollo-
anaranjado del solvente, la densidad del soluto es mayor a la del

solvente.

Figura 61 Tubos de ensaye de las pruebas de solubilidad.

X




SELECCION DEL SISTEMA PARA PURIFICAR POR CROMATOGRAFIA
DE CAPA FINA

SISTEMA 5:5 SISTEMA 8:2

Figura 62 resultados de la CCF de metanol, etanol, isopropanol, cloruro-acetona, agua, acetato,

hexano; de izquierda a derecha.

Se selecciond un solvente por su especificidad al extraer, es decir si observamos la figura
anterior en el sistema 5:5 podemos ver que la mayoria de compuestos quedan “en medio”
del recorrido por la fase estacionaria, en cambio en el sistema 8:2 no observamos
compuestos sino hasta el final del recorrido de la muestra por la fase estacionaria, esto
quiere decir que los componentes al ser menos polares, con un sistema de baja polaridad
como lo es el 5:5 tiene la misma intensidad en la afinidad con todos ellos, sin embargo al
aumentar la polaridad del sistema de la fase movil podemos concluir que las pequefas
diferencias de afinidad con el nuevo sistema mas polar hace que tanto se separen mejor
como que se desplacen de una manera mas “ordenada y espaciada” que es ideal para su
recuperacion total. Por lo que se ha decidido optar por el sistema mas polar el 8:2 cloruro

de metileno y etanol respectivamente.

EXTRACCION EN SOXHLET (alcohol etilico)

Una vez terminada la extraccion, se observé cuando la concentracion de solvente parecia
no llevar mas soluto (coloracién tipica de los fenoles) y se retird, se secé en el rotavapor y
luego se peso en la balanza analitica, restando el peso del matraz.




El peso del extracto fue de 0.43 gr esto quiere decir que si se utilizaron cargas de 30gr
podemos decir que el extracto fue del 1.4% mediante este procedimiento, lo que nos permite
comparar la efectividad con nuevas técnicas y poner en la balanza las ventajas y
desventajas de trabajar con ella. En este caso en particular, una de las desventajas de
trabajar con compuestos antioxidantes y equipos de extraccion lenta como lo es el soxhlet,
es que, a través del proceso, muchos factores pueden dafar la calidad del extracto,
digamos el contacto con el aire interno del sistema y altas temperaturas durante
aproximadamente 8 horas, por lo que se debe tomar en cuenta estos factores en caso de

compuestos sensibles.

PURIFICACION DE SUSTANCIAS POR COLUMNA CROMATOGRAFICA

Durante 3 dias se utilizé le sistema para obtener una sustancia pura, sin embargo, dada la
situacion de la alta sensibilidad de los compuestos obtenidos, se optd por realizar otra

extraccién en diferente sistema y polaridad.
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Figura 63 Las placas se Figura 64 extracto total de la

revelaban siempre a luz UV. columna.

Se realiz6 un cambio al procedimiento, sustituyendo el sistema de la columna
cromatogrlifica por uno de menor polaridad; este se conforma por 7 partes de Acetato de

Etilo y 3 de Hexano.




Figura 65 Placa de CCF de compuestos “aislados” que se foto-degradan.

Duranfe 73 dias de purificacion se logré tener solo un compuesto puro repitiendo los mismos
pasos anteriores, después de esto se cambi6 de sistema por solventes enteros
Diclorometano, Etanol, Acetato de Etilo y Metanol. Ahora vertiendo el total de 600 ml de
solvente a través de la columna, a excepciéon del MeOH que solo se corrieron por el sistema
200 ml.

CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA PREPARATIVA

Se revel6 al UV las zonas de compuestos puros, posteriormente se procedid araspar estas
zonas con mucho cuidado para remover el gel de silice con el compuesto y diluirlo en
Cloruro de metileno (tridestilado) Se raspé cuidadosamente la zona con el analito, luego se
recuperé el gel de silice y en un embudo se vierte para después diluir los compuestos y

depositarlos en un matraz.
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Figura 66 El resultado de la cromatografia en capa fina preparativa, de lado izquierdo se ve la

placa en luz ultravioleta




Figura 67 recuperacion de todos los analitos separados.

Incluso después de utilizar este método algunos analitos se descompusieron, por lo cual
comprobamos los que estaba completamente puros, obteniendo un total de 5 analitos puros

mediante esta técnica

Figura 69 Como se puede observar en

la placa se muestra como algunas

Figura 68 Analitos puros.

muestras se descompusieron.




A pesar de los multiples esfuerzos para purificar el extracto de flavonoides es casi imposible
hacerlo sin degradar los compuestos mediante el uso de gel de silice, esto se explica debido

a su naturaleza acida que afecta enormemente.

RELACION DE CONSTANTE DIELECTRICA Y PORCENTAJE DE
EXTRACTO EN EQUIPO SOXHLET

Constante

2

Eter Etilico 4.3 1.1

Acetato de etilo 6.02 1

Cloruro de metileno 8.93 0.5

20. ? 1

245 1.3

Metanol 32.7 1.2

Agua 80.1 11.7

Tabla 6 Relacion peso de extracto-constante dieléctrica del disolvente.

Aqui podemos observar el % de peso del extracto de diversas fases, asi como la constante
dieléctrica de cada compuesto, de lo cual podemos intuir la naturaleza polar de los
componentes de la bellota, en este caso vemos presencia tanto de compuestos no polares,
como de elementos polares, sin embargo descartando al agua (por la obviedad de que
extrae casi cualquier glucésido de cualquier naturaleza) , observamos que la tendencia es
de compuestos no polares en su mayoria, esto nos habla también un complejo contenido

de aceites vegetales y biomoléculas (metabolitos primarios).




IDENTIFICACION DE GRUPOS POR RMN.

Una vez gue se obtuvieron los extractos, estos se llevaron a sequedad en el rotavapor. El
contenido del extracto se llevé al alto vacio, se tomé una muestra y se disolvié en cloroformo
deuterado (CDCIs) y se coloc6 cada muestra en un tubo de RMN. Se realizé la
caracterizacion de los extractos por Resonancia Magnética Nuclear de H. A continuacion,
se muestran los espectros de RMN de *H a 500 MHz de los primeros 3 disolventes, donde
se observan sefiales mlltiples e intensas en la regién de 5 ppm; en el espectro de *C se
distinguen sefiales entre 120 y 140 ppm, caracteristicas de dobles enlaces, en particular de
estructuras derivadas de los anillos aromaticos de flavonoides. En el espectro de *C del
extracto de éter etilico, se observa una sefial en 170 ppm caracteristico para un C de C=0
de flavona. En el espectro de *C del extracto de hexano, se observan las sefiales para los
anillos aromaticos en 130 a 140 ppm y el C del carbonilo de flavona en 173 ppm.

5.
]

Figura 71 Espectro de RMN de 'H a 500 MHz en CDCls del extracto de éter etilico.

Figura 70 Espectro de RMN de *3C a 125 MHz en CDCIs del extracto de éter etilico.




" - _“ ‘ - i “ — - — - — ‘ -.--- : /;\‘\ _ ~ .'llwl‘hk S . 4,"1‘\_ _,fi ‘\”\t\j ‘\\77 _7;’“’ “\ /‘ \\,.J" .1‘\_‘ - -_"JL

Figura 73 Espectro de RMN de 'H a 500 MHz en CDCls del extracto de hexano.

0.
14982

68,892

173,244

Figura 72 Espectro de RMN de '3C a 125 MHz en CDCIs del extracto de hexano.

El espectro de RMN de *H a 500 MHz del extracto de AcOEt, se observan sefiales mltiples
e intensas en la regién de 4 a 5 ppm que pueden pertenecer a glucésidos; en el espectro
de RMN de 3C se distinguen sefiales entre 60 y 70 ppm, caracteristicas de carbonos base
de oxigeno (C-OH, C-O-C), y sefiales en la regién alrededor de 130 ppm que son
desplazamientos caracteristicos de estructuras derivadas de los anillos aromaticos de
flavonoles o sus glucidos. En el espectro de *C del extracto de éter etilico, se observa una

sefial en 170 ppm caracteristico para un C de C=0 de flavona.




ANl

Figura 75 Espectro de RMN de 'H a 500 MHz en CDClIs del extracto de acetato de etilo.

Figura 74 Espectro de RMN de 3C a 125 MHz en CDCIz del extracto de acetato de etilo.

En los espectros de 'H de los extractos en donde vamos aumentando la polaridad, se
pueden observar la presencia de sefiales en la region de 7 a 8 ppm, caracteristicas de
compuestos aromaticos, asi como sefiales de hidrégenos unidos a grupos hidroxilos, de
igual manera en el espectro de 1°C se puede observar la presencia de carbonos aromaticos
y carbonos cuaternarios que son base de grupo carbonilo; y a campo mas alto se destacan

carbonos base de oxigeno, lo que confirma la presencia de compuestos flavonoides en

estos extractos.
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Figura 76 Espectro de RMN de 'H a 500 MHz en CDCls del extracto de etanol.

Figura 77 Espectro de RMN de 'H a 500 MHz en CDCls del extracto de metanol.

Figura 78 Espectro de RMN de 3C a 125 MHz en CDCls del extracto de metanol.




En los espectros de RMN de 'H del extracto en agua, se pueden observar la presencia de
sefales en laregion de 4 a 5 ppm, caracteristicas de compuestos con protones unidos a C-
O de glucésidos, asi como sefiales de hidrogenos unidos a grupos hidroxilos. Resaltan las
sefiales que se observan en el limite de la ventana espectral en 12 ppm, que puede
pertenecer a un protén del OH de un C adyacente a carbonilo de flavona. En el espectro de
RMN de *C no se acumulé el experimento el tiempo suficiente para observar las sefiales.
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Figura 80 Espectro de RMN de '3C a 125 MHz en CDCls del extracto de H20.




Por medio de estos métodos espectroscépicos como la RMN y las pruebas cualitativas,
permiten proponer estructuras quimicas como flavonoides de nucleo flavona y flavanona.
Para acercarnos mas a la estructura real se tendria que evaluar con reactivos de

desplazamiento quimico en RMN y de esta manera confirmar dichas estructuras quimicas.

La identificacién y caracterizacion estructural de flavonoides y sus conjugados aislados de
material vegetal, como compuestos Unicos o como parte de mezclas de productos naturales
estructuralmente similares, crean algunos problemas debido a la presencia de formas
isoméricas de agliconas flavonoides y sus patrones de glicosilacién. Un nimero de métodos
analiticos se utilizan para la caracterizacion de flavonoides. En muchos casos, analisis de
resonancia magnética nuclear (RMN) (*H y 3C) son necesarios para la identificacion
inequivoca de compuestos desconocidos; otros métodos instrumentales (espectrometria de
masas, espectrofotometria UV e IR) aplicada para la identificacién de los compuestos
organicos no proporcionan la informacién necesaria para responder a todas las cuestiones
estructurales. Utilizacion de estandares durante analisis y comparacion de tiempos de
retencién, asi como propiedades espectrales, especialmente cuando los compuestos son

presentes en una mezcla, es critico.

EXTRACCION ALCOHOLICA POR MICROONDAS

La extraccion asistida por microondas tiene varias ventajas, que han sido bien establecidos
desde el primer informe de Ganzler (Ganzler, 1986) y la tecnologia ha evolucionado bien
con el tiempo, con sistemas desarrollados para la quimica analitica y la extraccion de

muestras.

En comparacion con los métodos convencionales de extraccion, la extraccion por
microondas puede llevar mucho menos tiempo. Por ejemplo, la extraccién soxhlet toma al
menos 1 hora y a veces 12-24 h para la mayoria de las extracciones, y consume mucho

solvente, la extraccién por microondas toma alrededor de 10 minutos o0 menos, lo que




reduce significativamente el tiempo necesario para extraccion, que es un factor muy
importante en caso de aplicaciones de la quimica analitica (Chen, 2007). Los periodos de
extraccion prolongados y la exposicion a alta temperatura -en el caso de soxhlet- pueden
afectar significativamente la calidad del extracto. Los compuestos termolabiles se pierden
durante el proceso, lo que conduce a menores rendimientos. Pero en caso de la extraccion
por microondas, como el proceso es mas rapido, el rendimiento de los compuestos
bioactivos es generalmente mayor y comparable a los métodos de extraccion modernos
como la extraccion de liquido presurizado, la extraccion de liquido supercritico y extraccion
subcritica. Otro inconveniente de la extraccién convencional es que influye en la integridad
de los glucésidos flavonoides durante extraccibn prolongada afectando asi la
reproducibilidad y estabilidad (Stalikas, 2007), mientras que la degradacion de los

flavonoides se previene durante la extraccion por microondas (Kothari, 2010)

Se obtuvo una solucién viscosa de color marrdn rojizo y se decant6 el contenido del vial sin
arrastrar particulas soélidas a otro vial limpio para llevarlo a sequedad en rotavapor, se
colocaron en viales ambar y se guardaron en un refrigerador de laboratorio, a una
temperatura de alrededor de 3°C — 7°C y los viales fueron recubiertos con aluminio para
evitar la foto-degradacion.

Figura 81 vial del equipo de extraccién por microondas con la muestra en sélido al fondo.




A veces, si la configuracion del equipo utilizado lo permite, el proceso de extraccion asistido
por microondas es apoyado por alta presion, que mejora significativamente la eficiencia del
proceso de extraccion, es el caso del ensayo que realizamos, el equipo del que disponemos
en el laboratorio funciona con viales sellados neuméticamente. (Lan, 2003)

En extraccion asistida por microondas a alta presion, la tasa de aumento de temperatura y
presion del sistema esta relacionada con la capacidad del solvente para absorber energia
de microondas, su calor especifico y su calor de vaporizacion. La combinacion de la
tecnologia de microondas y la presién se han realizado con éxito para la extraccion de
ginsenosidos (Chen, 2007)y muestra potencial para la extraccion de flavonoides, como es
posible constatar en nuestros ensayos. En la grafica de la Figura 64, podemos apreciar, en
las condiciones de extraccion, al alcanzar la temperatura que programamos en el método
desarrollado, la presién que alcanzamos en la muestra es de 8 bares, y esta presion se
mantiene constante mientras se aplica potencia y se mantiene la temperatura programada
(200 °C), por lo que podemos confirmar que la extraccion se realiza a presion y temperatura
constantes en los 5 minutos que dura el calentamiento. Esto mejor6 el porcentaje de
extraccion, redujo el tiempo en el cual la muestra esta expuesta a alta temperatura, y el uso

de disolvente utilizado.
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Figura 82 . Grafica de microondas en la obtencion del extracto de las bellotas de Q. rugosa

En general, los procesos de extraccion asistidos por microondas son mejor o
comparables con la extraccién por métodos convencionales. La optimizaciéon de los
parametros del proceso y uso de las tecnologias modernas o facilitadoras pueden mejorar
significativamente la eficiencia de la extraccion. Por tanto, para la mejora de la extraccion
de flavonoides, todavia hay mucho por explorar en términos de extraccion parametros y
tecnologias del proceso. (Wang, 2008)

DETERMINACION DE DENSIDAD Y PORCENTAJE DE EXTRACCION

Peso del picnémetro vacio = 12.4633 gr

Peso de Etanol = 8,348645 gr/10ml




Peso Extracto 1(1:5) = 8.45979167 gr

Peso solo Extracto 1(1:5) = 0.11115 g/10ml

Peso Extracto 2(1:5) = 8.476066607 gr

Peso solo Extracto 2(1:5) = 0.127425 gr/10ml

Peso del sustrato inicial 1: 1.85 gr

Peso del sustrato inicial 2: 2.61 gr

Volumen de extracciéon (MW): 5mL

DENSIDAD PORCENTAJE DE EXTRACCION

Extracto 1| 0.55575 g/10ml 15.02%

Extracto 2| 0.637125 gr/10ml| 12.20%

Tabla 7 Densidad de Extractos y porcentaje de extraccion.

PORCENTAJE DE EXTRACCION PROMEDIO = 13.61%

Este procedimiento fue necesario para poder comparar las concentraciones de los extractos
en los siguientes experimentos, de no tenerlos seria practicamente imposible determinar
objetivamente su potencial antioxidante y composicién fendlica, también nos aclara el
panorama del porcentaje de extraccion, cabe recalcar que este analisis no se tenia previsto
durante las extracciones en microondas, por lo cual se diluyeron los extractos y perdimos
la oportunidad de pesar los extractos secos, para solventar esta situacion decidimos medir

su densidad y asi calcular el peso de los componentes extraidos.




DETERMINACION DE FENOLES TOTALES POR REACTIVO DE FOLIN-
CIOCALTEU

Se calculdé una recta relacionando la concentracion/absorbancia del Acido Galico para

extrapolar los resultados de los extractos a equivalentes de acido gélico

Concentracion ug 0 0.6 0.9 1.2 1.5 1.8 21 2.4 2.7
PROM 0.2805 2.479 2.633 2.681 2.612 2.7685 2.75 2,773 2.7735

Figura 83 resultados absorbancias de curva de calibracion

Curva de calibraciéon
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Figura 84 Curva de calibracion logaritmica de acido galico.

se utilizé en este caso una ecuacién logaritmica ya que se ajustaba mejor a los datos y al
proceso que se da, a diferencia de la lineal se apega mas a la realidad ya que existe una

concentracion en donde la absorbancia llega a un tope maximo, el cual seria 2.6169
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EXTRACTO 1

y = 0.5648In(x) + 0.1867
R2=0.9815 e

1 2 3 4 5
Concentraciéon de Extracto 1

Tabla 8 correlacion concentracion/Absorbancia de extracto 1.

EXTRACTO 2

y = 1.0255In(x) + 0.2416 ®
R2=0.9897 et

1 2 3 4 5 6

Concentracion de extracto 2

Tabla 9 correlacion concentracién/Absorbancia de extracto 2.




Las concentraciones de stock del extracto 1 y 2 se disolvieron 1:5 para este ensayo, por lo
tanto, como resultado del ensayo de densidad pasaron de 0.055 g/mL y 0.0637 g/mL
respectivamente a las concentraciones finales de 11.1 mg/mL para el extracto 1y 12.742
ug/mL para el extracto 2, a lo cual en la metodologia se tomaron 20, 50 y 80 uL por lo tanto
resultaron las concentraciones que se muestran en la tabla siguiente relacionadas con el

promedio de sus absorbancias.

1.2742 3.1855 6.371

0.2715 0.686 1.1905 0.532 1.3325 2.196

Tabla 10 Resultados de folin-ciocalteu

Mediante las ecuaciones obtenidas se calcul6 cual seria la concentracion de cada extracto
gue lograria la misma absorbancia que 1mg/mL de acido gélico, por lo que se utilizé la
ecuacion para obtener el valor de absorbancia.
En la ecuacion:

y =0.1693 In(x) + 2.6169

se sustituy6 la x por el valor de la concentracién que buscamos (1), queda:

y =0.1693 In(1) + 2.6169 y= 2.6169 (valor de absorbancia)




se despej6 la ecuacion para obtener la concentracion
y=m*n(x)+b > x=et®m
con lo que se sustituyeron las variables de las dos curvas
Extracto 1 x = @(2:6169-0.1867)/0.5648)
x =11.69 mg/mL para el Extracto 1
Extracto 2 X = @(26169-0.2416)/1.0255)

X = 6.296 mg/mL para el Extracto 2

polifenoles totales equivalentes
por miligramo de Acido Galico

120%
100%
80%
60%
40%

20%

o 5% ass8% 12.22%

Acido Gélico Extracto 1 Extracto 2 Quercus rugosa prom

Figura 85 Polifenoles totales equivalentes a miligramo de acido galico.




CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR METODOLOGIA DE DPPH

Figura 86 Placa de 96 pozos donde se realiz6 el ensayo de capacidad antioxidante por metodologia de radical

oOm —h D o0 o W

DPPH.
1 2 3 4 5 6 7 8
0.07 2.68 4.647 5.874 4.874 4.604 4.702 5.246
0.062 2.667 4.776 4,755 5.378 4.704 5.873 4.407
0.057 2.753 4,28 4.55 4.406 5.377 4.793 4.605
0.081 2.761 3.003 4.757 2.559 4.213 2.444 3.997
0.074 2.774 1.79 3.907 1.436 3.979 1.466 3.665
0.075 2.776 1.023 3.479 0.881 3.468 0.8 3.237
0.055 2.686 0.575 3.182 0.471 3.152 0.584 3.071
0.06 2.703 0.355 3.012 0.369 3.014 0.356 2.957

Figura 87 resultados de las absorbancias del experimento a 515 nm.




PROM 1 PROM 2 [Ext2] (3,5,7) |ABS PROMEDIO(3,5,7) |[Ext2] (4,6,8) | ABS PROMEDIO{4,6,8)
a 0.06675 2.725|6.371 ug/uL 4.741(3.1855 ug/ulL 5.241333333
b 2.1855 ug/ul 5.342333333|1.5927 ug/ul 4.622
c 1.5927 ug/uL 4.493|0.7963 ug/ulL 4.844
d 0.7963 ug/uL 2.668666667|0.3981 ug/ul 4.322333333
e 0.3981 ug/ful 1.564|0.199 ug/uL 3.850333333
f 0.199 ug/ul 0.901333333/0.0995 ug/uL 3.394666667
g 0.0995 ug/ful 0.543333333|0.0497 ug/ul 3.135
h 0.0497 ug/uL 0.36(0.0248 ug/ul 2.994333333

Figura 88 Promedios de las absorbancias y concentracién de extracto 2.

A diferencia del estudio de folin-ciocalteu, en este ensayo se utilizaron lineas de tendencia
rectas para obtener ecuaciones de rectas, esto se realizé porgue se tomé un intervalo muy
reducido de la curva logaritmica, sin embargo, al recrear la curva de inhibicién se realiz6 la

grafica en base logaritmica.

Absorbancia de blanco (ruido de metanol y ext

2)
5
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1 e y = 2.6693x + 0.3602

¢® R?=0.9926
0
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4 1.6 1.8

Concentracion de Extracto 2

Figura 89 Grafica de absorbancia del “ruido”.

Se descartaron dos datos de las filas (a y b) para mejorar la R de la ecuacién, mediante la




sustitucion de valores en la ecuacion es posible restar absorbancias, esto para solucionar

el problema de la diferencia de concentraciones de la manera mas precisa.

Absorbancia neta de la reaccion de DPPH
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Concentracion de Extracto 2

Figura 90 Absorbancia neta del experimento.

A la absorbancia neta se le sustrajo la absorbancia del ruido producido por los demas
compuestos en la reaccion, se omitieron los primeros dos valores de las filas (a y b) para

mejorar la R de la ecuacion.




Tabla 11 Tabla donde se sustrajo absorbancia del ruido de la absorbancia total, y se obtuvo la absorbancia de

DPPH.

x (ug/ul)

ABS RUIDO

ABS NETA

ABS DPPH

6.371

17.3663103

18.1116645

0.7453542

3.1855

8.86325515

10.62733225

1.7640771

1.59275

4.61172758

6.885166125

2.27343855

0.796375

2.48596379

5.014083063

2.528119275

0.398188

1.42308189

4.078541531

2.655459638

0.199094

0.89164095

3.610770766

2.719129819

0.099547

0.62592047

3.376885383

2.750964909

0.049773

0.49306024

3.259942691

2.766882455

0.0248

0.42639864

3.2012676

2.77486896

Curva de inhibiciéon del radical DPPH
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Figura 91 Curva de inhibicién del radical DPPH, este grafico fué modificado en el eje x con base logaritmica.

Se realiz6 con los datos obtenidos anteriormente.

Con la gréfica de la curva de inhibicibn obtenemos su ecuacion y se determind la
concentracion de Extracto 2 con la cual es posible secuestrar la mitad de los radicales
DPPH (Ic50).




Tomando en cuenta que la absorbancia cuando la concentracion del extracto tiende a 0 ug
es de 2.7828, lo que inferimos que cuando se encuentra al 50% inhibido, responderia a el
valor de absorbancia 2.7828/2 = 1.3914

Sustituyendo las variantes de la ecuacién de la grafica
y = mx+b X = (y-b)/m

x =(1.3914 - 2.7828) / (-0.3198) x=4.35ug/uL  Extracto 2 Ic50 = 4.35 ug/uL

DETERMINACION DE GRUPOS FLAVANOIDES POR SHINODA Y H2SO4

Cuando no hay interferencia de pigmentos no flavonoides, el material vegetal se puede
ensayar directamente; por ejemplo, Si los pétalos blancos de una flor se ponen amarillos
en presencia de vapores de amoniaco, deben contener flavonas y/o flavonoles. Las
chalconas y las auronas viran de amarillo a rojo. Los pétalos que contienen antocianinas
viran a rojo intenso en presencia de amoniaco. Las flavonas y flavonoles se disuelven en
acido sulfarico concentrado y originan soluciones fuertemente amarillas. Las flavanonas
dan colores anaranjados o guinda a rojo azuloso. Los datos reportados para estas pruebas
nos indican la presencia de flavanonas en el tegumento, en el pericarpo no existe presencia

de flavonoides, en el endospermo existen concentraciones bajas de flavanonas.




Solucién | Color(H2SO.)
A ROSA FUERTE CON
PRECIPITADO
OSCURO
B CAFE OXFORD SIN
PRECIPITADO
C NARANJA OPACO
I CON PRECIPITADO
D PRECIPITADO
SALMON Figura 92 Resultado del ensayo de Shinoda,
Coloraciones de cada corte histologico: a))
Tabla 12 Resultados del ensayo de H2SOa. Tegumento, b) Pericarpo, ¢) Endospermo, d)
mezcla e) control negativo.
L Color
Solucién (SHINODA)
A ROSA FUERTE
AMARILLO
C ROSA CLARO
b SALMON
Figura 93 Resultado del ensayo de H2SOa,
E NADA Coloraciones de cada corte histolégico a)

Tegumento, b) Pericarpo, c¢) Endospermo, d)
mezcla e) control negativo.
Tabla 13 Resultados de ensayo de Shinoda.

Los datos reportados para estas pruebas nos indican la presencia de flavonoides en el
tegumento, en el pericarpo no existe presencia de flavonoides, en el endospermo existen

concentraciones bajas de estos.




Los compuestos fendlicos son unos de los principales metabolitos secundarios de las
plantas en las que desarrollan diversas funciones, como la proteccion frente a condiciones
externas estimulos que pueden provenir de un ataque. Se encuentran en casi todos los
alimentos de origen vegetal aportando color, sabor amargo, astringencia y/o aroma, siendo
su distribucion muy diversa dentro de las plantas (hojas, flores, frutos, semillas, tallos,
raices). Los compuestos fendlicos, especialmente los flavonoides, poseen diferente
actividad biolégica, pero las mas importantes son la actividad antioxidante y la antitumoral.
Nuestros hallazgos nos muestran la presencia inequivoca de estos compuestos, que

podran ser de utilidad en diversas areas de aplicacién.

CONCLUSIONES

La presencia de los principios bioactivos en los extractos acuosos y organicos de la bellota
de Quercus rugosa se identifico satisfactoriamente por medio de cromatografia en capa fina
(CCF), y se confirmé mediante las pruebas fitoquimicas correspondientes. En la primera
etapa de la investigacion se trabaj6é con el extracto etandlico y se buscoé el aislamiento de
sus compuestos para asi conocer los compuestos mayoritarios. Sin embargo, esta
metodologia no era la adecuada para tratar los compuestos debido a que son labiles, por
lo que se realizaron extracciones selectivas que permitieron caracterizar los compuestos

presentes en cada uno de los extractos.

Se identificé la presencia de flavonoides en las muestras de bellota, y si bien los metabolitos
presentes tiene una excelente capacidad antioxidante, su poca disponibilidad -dados los
factores de ciclos de cosecha, peso de la bellota, peso del tegumento, peso de la cosecha-
resulta ser una opcion poco rentable; sin embargo, la escasez que presenta la obtencién
puede suponer una mezcla antioxidante muy valorizada en el mercado, ya que su

capacidad antioxidante reportada en este trabajo de tesis fue muy alta y de gran relevancia,




lo que sugiere que podrian ser una alternativa util y sustentable para la extraccion de
compuestos antioxidantes. Debido a los resultados obtenidos, seria muy interesante
realizar estudios similares en otras especies del género Quercus cuya bellota no tiene el
color rojizo violeta para conocer si la actividad antioxidante es similar a la detectada en esta
especie o si es diferente, lo que sin lugar a dudas seria de gran interés en el género y una

guia para la obtencion de productos naturales antioxidantes.

GLOSARIO
A
Afinidad electroquimica: o afinidad quimica también puede referirse a la tendencia de
un atomo o compuesto para combinarse por unareaccidbn quimica con atomos o

compuestos de composicion distinta.

Agua subcritica: Se considera que el agua esta en estado subcritico cuando se encuentra

en estado liquido entre los 100°C y 374°C.

Alta presion hidrostética: es la presion que se somete un cuerpo sumergido en un fluido,

debido a la columna de liquido que tiene sobre él.
Angiogénesis: La angiogénesis es el proceso fisiolégico que consiste en la formacion de
vasos sanguineos nuevos a partir de los vasos preexistentes formados en la etapa

temprana de la vasculogénesis.

Anticancerigena: Relacionado con la prevencion o el retraso de la aparicion del cancer.



https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81tomo
https://es.wikipedia.org/wiki/Reacci%C3%B3n_qu%C3%ADmica

Antiespasmadico: es un medicamento que ayuda a combatir las contracturas, calambres y

convulsiones en el cuerpo.

Antiinflamatorio: sustancia que reduce la inflamacién (enrojecimiento, inflamacién y dolor)

en el cuerpo.

Antioxidantes: Sustancia que impide la formacion de 6xidos.

Antisecretor: sustancias disminuyen la formacién de acido del estobmago.

Antiviral: Los antivirales son un tipo de farmaco usado para el tratamiento de infecciones

producidas por virus.

Antropoldgico: Es un término de origen griego compuesto por las palabras anthropos, que
quiere decir 'hombre' o 'humano', y logos, que quiere decir 'conocimiento’ o 'ciencia’. La
antropologia estudia los fenbmenos humanos, por lo que toma en cuenta tanto las

sociedades originarias y antiguas como las presentes.

Apoptosis: es una via de destruccion o muerte celular programada o provocada por el

mismo organismo, con el fin de controlar su desarrollo y crecimiento.

Astringencia: El adjetivo astringente permite calificar a aquello que provoca en la lengua

una sensacion que combina la amargura y la sequedad.

Bases puricas: se encuentran en los acidos nucleicos (tanto DNA como RNA) son la

adenina y la guanina.

Bellota: Fruto de la encina, el roble, el alcornoque y otros arboles, comestible, pequefio y



https://medlineplus.gov/spanish/musclecramps.html
https://definicion.de/adjetivo/

alargado, cubierto por una piel fina, fuerte y flexible, de color marrén claro y cascara dura y

rugosa en uno de sus extremos.

Biomasa: Cantidad de productos obtenidos por fotosintesis, susceptibles de ser
transformados en combustible Gtil para el hombre y expresada en unidades de superficie y

de volumen.

Caducifolio: hace referencia a los arboles o arbustos que pierden su hoja durante una parte
del afio, la cual coincide en la mayoria de los casos con la llegada de la época desfavorable,

la estacién mas fria (invierno).

Campo eléctrico: EI campo eléctrico es un campo fisico que se representa por medio de un
modelo que describe la interaccion entre cuerpos y sistemas con propiedades de naturaleza

eléctrica

Caracteristicas electromagnéticas: propiedades que describen la interaccion de particulas

cargadas con campos eléctricos y magnéticos.

Caracteristicas electroquimicas: propiedades que describen el estimulo eléctrico y la
reactividad quimica de un sistema. Mas concretamente, los mecanismos es decir de la

oxidacion y de reduccion en una reaccion.

Carcinogénesis: Conjunto de fendmenos que determinan la aparicion y desarrollo de un

cancer.




Carcinomas: Tumor maligno que se forma a partir del tejido epitelial de los 6rganos.

Cardiovascular: EIl término cardiovascular se refiere al corazén (cardio) y a los vasos

sanguineos (vascular). El sistema cardiovascular comprende: Las arterias.

Carotenoides: los carotenoides son pigmentos organicos del grupo de los isoprenoides que

se encuentran de forma natural en plantas y otros organismos fotosintéticos

Cinasa: En bioquimica, una cinasa o quinasa es una enzima que cataliza la transferencia
de grupos fosfato de moléculas donadoras de fosfato de alta energia a sustratos

especificos.

Citocinas: Las citoquinas son proteinas pequefias que regulan la funcion de las células que

las producen sobre otros tipos celulares.

Cluster de fierro-sulfuro: Lugares especificos en las proteinas donde se encuentran

aminoacidos.

Céncavas: Una superficie que tiene una curvatura hacia adentro, siendo su parte central la

mas hundida o deprimida.
Cotiledones: Hoja primera que, sola o junto a otra u otras, se forma en el embrién de una
planta fanerégama, modificada especialmente y que en algunos casos acumula sustancias

de reserva

Cromatografia: Método de andlisis que permite la separacion de gases o liquidos de una

mezcla por adsorcion selectiva

Cronico: Que esta muy arraigado o se tiene desde hace mucho tiempo.




Diabetes: Enfermedad crénica e irreversible del metabolismo en la que se produce un
exceso de glucosa o azUcar en la sangre y en la orina; es debida a una disminucién de la

secrecion de la hormona insulina o a una deficiencia de su accion.

Ecosistemas: Sistema biolégico constituido por una comunidad de seres vivos y el medio

natural en que viven.

Efectos sinérgicos: Accion conjunta de varios 6rganos en la realizacion de una funcion

concreta.

Electréfilo: Un electréfilo es un reactivo quimico atraido hacia zonas ricas en electrones
que participa en una reaccion quimica aceptando un par de electrones formando un enlace

con un nucledfilo. Ya que los electréfilos aceptan electrones, ellos son acidos de Lewis
Electron desapareado: Un electron desparejado o electrén desapareado es aquel que no
tiene su espin compensado por otro electron de espin opuesto en el mismo atomo. Visto de

otro modo, son aquellos que se encuentran solos en un orbital, que se dice que esta

semiocupado.

Elucion: Es el proceso de extraer un material de otro lavando con un solvente.

Encefalopatia mialgica: Enfermedad caracterizada por una profunda fatiga, anormalidades

del suefio, dolor y otros sintomas que empeoran con el esfuerzo.

Encinares: Terreno poblado arboles de encinos.




especie endodgena: Se denomina vegetacion o flora endégena a las especies autoctonas o

nativas

Esteres: Son compuestos organicos derivados de petréleo o inorganicos oxigenados en los

cuales uno o0 mas grupos hidroxilos son sustituidos por grupos orgénicos alquilo.

fase estacionaria: Material que permanece dentro de la columna cromatografica durante
la cromatografia y que retiene algiin componente de la muestra, posee una gran area
superficial y puede ser un sélido o un liquido dispuesto sobre un sélido que actia como

soporte.

fase mévil: Es un fluido que puede ser liquido, gas o fluido supercritico que se usa como
portador de la mezcla y que se hace pasar a través de la columna cromatogréfica y

la fase estacionaria. Origen: lugar fisico donde se coloca la muestra al principio.

Fitoquimico: Son compuestos quimicos producidos por las plantas, estos generalmente
juegan un papel en el crecimiento de la planta o en su defensa contra competidores,

patégenos o depredadores.

G

Glicemia: Es la cantidad de glucosa o azlcar en la sangre y es una de las fuentes de energia

para nuestro cuerpo, sobre todo para las células.

Glucésidos: Son moléculas compuestas por un glicido y un compuesto no glucidico. Los

glucésidos desempefian numerosos papeles importantes en los organismos Vivos.




Heterdsidos: Son moléculas compuestas por un glucido y un compuesto no glucidico. Los

glucésidos desempefian numerosos papeles importantes en los organismos vivos.

Hidroperoxidos: Los hidroperéxidos o peroxoles son compuestos que contienen el grupo
funcional hidroperéxido. Sila R es organica, los compuestos se denominan hidroperdoxidos
organicos. Dichos compuestos son un subconjunto de perdxidos organicos, que tienen la
formula ROOR.

Homeostasis: Es una propiedad de los organismos que consiste en su capacidad de
mantener una condicién interna estable compensando los cambios en su entorno mediante

el intercambio regulado de materia y energia con el exterior.

Jardin Botanico: Un jardin botanico es un tipo de jardin destinado al audio, conservacion y
divulgacion de la diversidad de las especies vegetales. Los jardines botanicos son por lo
general instituciones habilitadas por un organismo que puede ser publico, privado o

asociativo, aunque en ciertos casos la gestion puede ser mixta.

Leucocitos: Célula globosa e incolora de la sangre de los animales vertebrados que se

encarga de defender el organismo de las infecciones.

Lipido: Los lipidos son un conjunto de moléculas organicas, que estan constituidas
principalmente por carbono e hidrégeno y en menor medida por oxigeno que integran
cadenas hidrocarbonadas alifaticas o aromaticas, aunque, también pueden contener

fésforo, azufre y nitrégeno.

Lisis celular: Es el proceso de ruptura de la membrana celular de células o bacterias que




produce la salida del material celular, provocado por lisinas.Todas las células tienen una
membrana hecha de fosfolipidos que separan el contenido celular del ambiente

extracelular.

M

Macromoléculas: Una macromolécula es una molécula de gran tamafo creada
comunmente a través de la polimerizacion de subunidades mas pequefias. Por lo general,
se componen de miles, 0 mas, de atomos. Pueden ser tanto organicas como inorganicas y

las mas comunes en bioguimica son biopolimeros y grandes moléculas no poliméricas

Mecanismos etiopatogénicos: el término etiopatogenias (Etiologia + Patogénesis) hace

referencia a las causas y mecanismos de como se produce una enfermedad concreta.

Metabolismo: Es el conjunto de reacciones bioquimicas y procesos fisicoquimicos que

ocurren en una célula y en el organismo.

Metabolitos secundarios: los compuestos quimicos sintetizados por las plantas que
cumplen funciones no esenciales en ellas, de forma que su ausencia no es letal para el

organismo, al contrario que los metabolitos primarios

Metales pesados: los mas importantes son: Arsénico (As), Cadmio (Cd), Cobalto (Co),
Cromo (Cr), Cobre (Cu), Mercurio (Hg), Niquel (Ni), Plomo (Pb), Estafio (Sn) y Cinc
(Zn). Metales téxicos son aquellos cuya concentracion en el ambiente puede causar dafios

en la salud de las personas.

Mitocondria: las mitocondrias son organulos celulares eucariotas encargados de suministrar
la mayor parte de la energia necesaria para la actividad celular. Actdan como centrales

energéticas de la célula y sintetizan ATP a expensas de los carburantes metabdlicos.




Morfologia: es la disciplina encargada del estudio de la estructura de un organismo o
caracteristicas. Esto incluye aspectos fisicos de la apariencia externa, asi como aspectos

de la estructura interna del organismo como huesos y 6rganos.

Muerte celular programada: es la muerte de una célula como resultado de eventos dentro
de una célula, como la apoptosis o la autofagia. La MCP se lleva a cabo en un proceso

biolégico, que generalmente confiere ventaja durante el ciclo de vida de un organismo.

O

Oxidacion: se da cuando un elemento o compuesto pierde uno o mas electrones.
Generalmente, cuando una sustancia se oxida (pierde electrones), otra sustancia recibe o
capta dichos electrones reduciéndose. Este es el mecanismo basico que promueve las

reacciones de 6xido-reduccién o redox.

Pedunculo: rabillo que sostiene un capitulo o una inflorescencia unifloral y, posteriormente

a su fecundacion, su fruto. En dicho caso, es entonces una mera prolongacion del tallo

Perennifolio: el término perennifolio procede del latin perennis, duradero, perenne, y de
folium, hoja. Esta flora también recibe el nombre de sempervirente o siempreverde ya que,

pese a que existe en zonas de estaciones frias, siempre mantiene el follaje.pa

Periantos sésiles: piezas de la flor que en conjunto forman el caliz; suelen ser verdosos y

tienen una funcién protectora; junto a los pétalos de la corola forman el perianto. sésil:




sentada, carente de peciolo en el caso de las hojas o de peduinculo o pedicelo en las flores

Plaquetas: las plaquetas o trombocitos son pequefios fragmentos citoplasmaticos,
irregulares, carentes de nucleo, de 2-3 um de didmetro, derivados de la fragmentacion de

sus células precursoras, los megacariocitos.

Polaridad quimica: es una propiedad de las moléculas que representa la separacion de las
cargas eléctricas en la misma molécula. Esta propiedad esta intimamente relacionada con
otras propiedades como la solubilidad, el punto de fusion, el punto de ebullicion, las fuerzas

intermoleculares, etc.

Radicales libres: es una especie quimica, caracterizada por poseer uno 0 mas electrones
desapareados. Se forma en el intermedio de reacciones quimicas, a partir de la ruptura
homolitica de una molécula y, en general, es extremadamente inestable y, por tanto, con

gran poder reactivo y de vida media muy corta.

Shock séptico: es una enfermedad que se produce cuando una infeccion provoca una
hipotension arterial peligrosa. Esta afeccion puede producirse por cualquier tipo de bacteria.
El cuerpo responde de manera inflamatoria a las toxinas, lo que puede provocar dafios en

los 6rganos.

Sistema inmunitario: es una compleja red de células, tejidos y 6rganos. Juntos ayudan a su

cuerpo a combatir infecciones y otras enfermedades




Solucién: es una mezcla homogénea a nivel molecular o iénico de dos o mas sustancias
puras que no reaccionan entre si, cuyos componentes se encuentran en proporciones
variables. También se puede definir como una mezcla homogénea formada por un

disolvente y por uno o varios solutos.

Soluto: El soluto es la sustancia que se disuelve en otra sustancia. Por ejemplo: el azUcar

que se disuelve en agua.

Solventes organicos: son compuestos organicos volatiles que se utilizan solos o0 en
combinacién con otros agentes, para disolver materias primas, productos o materiales
residuales, utilizandose como agente de limpieza, para modificar la viscosidad, como
agente tensoactivo, como plastificante, como conservante o como portador de otras

sustancias que, una vez depositadas, quedan fijadas y el disolvente se evapora

Suelos erosionados: suelos que han sido dafiados en su composicion de nutrientes, agua

0 microbiota.

Sustratos: la base, materia o sustancia que sirve de sostén a un organismo, ya sea vegetal,
animal o protista, en el cual transcurre su vida; el sustrato satisface determinadas
necesidades basicas de los organismos como la fijacién, la nutricién, la proteccion, la

reserva de agua,

Taninos: Sustancia muy astringente, que se extrae de la corteza de algunos arboles, como
el castafio o el roble, y se emplea principalmente en el curtido de pieles y en la elaboracién

de ciertos farmacos.

Técnicas de espectroscopia: Son aquellas en las que el analito sufre procesos de




absorcién, emision o luminiscencia. El resto corresponde a técnicas no espectroscopicas.

Termolabiles: que se destruye al alcanzar una temperatura mas o menos elevada

Turgentes: se denomina turgencia al fendbmeno que ocurre cuando una célula se dilata
debido a la presién ejercida por los fluidos y por el contenido celular sobre las paredes de

la célula.

Ubiquitinada: adjetivo para sefialar la modificacién de una molécula por parte de la célula,
la ubiquitina puede asociarse a proteinas y marcarlas para su destruccién, obteniéndose

productos que bien pueden ser Utiles para la célula o deshechos.

Usos etnobotanicos: las relaciones entre los grupos humanos y su entorno vegetal, es decir

el uso y aprovechamiento de las plantas en los diferentes espacios culturales y en el tiempo

\Y

Vasodilatacién: es un proceso fisiol6gico que se lleva a cabo en los vasos sanguineos
como consecuencia de otros factores o por la administracién de medicamentos, lo que
conlleva a un aumento en el tamafio del conducto arterial o venoso, es decir el flujo

sanguineo se incrementa
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