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1. Introduccién

Persea americana, comunmente conocido como “"aguacate pera", "aguacate
mexicano”, o0 "aguacate",esampliamente cultivado en las regiones tropicales y
subtropicales del mundo por sus frutos comestibles y para usos econdémicos y

terapéuticos (Oluwole et al., 2011)

La historia del aguacate en México, de acuerdo a los antecedentes, podemos
mencionar que en un inicio en la épocaprecolombinaya realizaban seleccion de frutos
de aguacate encaminados a obtener los de mayor tamafio y de semilla pequefia, sin
embargo, desde el descubrimiento de América permanecié desconocido hasta finales
del siglo XIX, cuando se produjo el acontecimiento que marcé la expansion de la
primera industria productora de aguacate con la introduccién de la variedad Fuerte a
California, en 1911, con material procedente de Atlixco, Puebla(Sanchez et al.,
2001).

El aguacate, (P.americana Mill.), en México y Centroamérica esta incorporado a la
dieta de la poblacion desde hace muchos siglos, y muy posteriormente a la
colonizacion llegé a otros puntos fuera del continente, y en estos ultimos afios
Europa y Asia empiezan a importar aguacate en forma creciente. El aguacate
pertenece a la familia Lauraceae y en la actualidad el géneroPersea contiene
alrededor de 85 especies, y la mayoria se encuentran desde el sur de los Estados
Unidos (P. borbonia) hasta Chile (P. lingue) (Sanchez et al., 2001).

El aguacate es un arbol mediano o grande, a veces hasta de 20 m de altura (Figura
1A). Sus hojas perennes (FiguralC) son mas largas que anchas y con la punta
alargada, de color verde oscuro arriba y palidas abajo, cuando se estrujan son
olorosas. Las flores se encuentran en la unién de la hoja con el tallo y son de color
crema-verdusco. Los frutos, en forma de pera (Figura 1B), son verde oscuro, muy
carnosos y aceitosos, con una semilla (Figura 1D) que mide de 5 a 6cm de
largo(Mexicana, 2009).



Figura 1. El aguacate (Persea americana Mill.) A) Arbol,B) fruto, C) hojas y D) semillas.

México es uno de los paises con una amplia diversidad de aguacates y existen al
menos 20 diferentes especies relacionadas con este fruto. Esta gran variabilidad
puede ser debida a diferentes condiciones ambientales presentes a lo largo y ancho
del territorio nacional, mecanismos que hanpotenciadoel cruzamiento con otros tipos,
incrementando la variabilidad genética y por ende ampliandola adaptacion a un
mayor numero de ambientes (Sanchez et al., 2001).



Los aguacates son ricos en &cidos grasos insaturados, vitaminas C, B, E y otros
nutrientes. También son una fuente abundante de fibra dietética y potasio. La parte
comestible de la fruta contiene altas cantidades de acidos oleicos, linoleicos,
linolénico y a-acidos que son valiosos componentes de la dieta humana (Kosinska et
al., 2012).

Es la semilla la parte de la planta de la que se tiene méas informacion quimica. Esta
contiene un aceite fijo en el que se han detectado los esteres 5- y 7-dehidro-
avenasterol, campesterol, colesterol, estigmasterol y [B-sitosterol; asi como el a-
tocoferol. Otros componentes de la semilla son los flavonoides catequina y el epi-
isdbmero, persea gratissima biscatequina y persea proantocianidina, el heterociclo de
oxino-2-tridecinil-furano; el sesquiterpeno acido absicico; alquenos y alquinos y
alquinos de cadena corta. En las hojas se han detectado los flavonoides (Figura
2)catequina, epicatequina, cianidina, procianidina-1, A-2, B-l, B-2, B-3, B-4, B-5, C-I,
D-l, D-2, Ey G y quercetina. La cascara del fruto contiene los flavonoides catequina y
glucosil-para-cumarato y galactésido de cianidina, procianidinaB-l, B-2, C-I, Ey G; el
componente fenilico estragol. En el fruto se han identificado los sesquiterpenos
acidos absicico, dihidro-faseico y su glucésido y el alcaloide de isoquinolina y del
indol 5-hidroxi-triptamina(Mexicana, 2009).
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Figura 2. Constituyentes quimicos de la hoja del aguacate(Persea americana).

El aguacate se ha destacado por sus diferentes usos: medicinales utilizando hojas,

cascaras, semillas y corteza, extraccion de aceites, el cual se le compara con el

aceite de oliva; ademas se utiliza como materia prima en la fabricacién de shampoo y

cosméticos como cremas, aceites y peliculas protectoras y limpiadoras de la piel.

Pero la principal forma de utilizacion del aguacate es el consumo de la fruta en fresco

o pulpa procesada en forma de guacamole, situacion muy favorable en la dieta del

ser humano considerando el alto valor proteinico de esta fruta, y lo mas importante

es que no contiene colesterol (Anacafé, 2004).



Ademas de sus propiedades sensoriales agradables, el consumo de productos
derivados del aguacate ha alcanzado una considerable atencién debido a su alto
valor nutritivo y han reportado beneficios para la salud, incluyendo la actividad contra
el cancer. Sin embargo, muy pocos estudios son enfocados a la composicion

fitoquimica del aguacate(Rodriguez et al., 2011).

Kosinska et al. (2012) mencionan que existe un interés actual en el uso de
subproductos de la industria alimentaria como una fuente potencial de antioxidantes

naturales o ingredientes alimentarios funcionales.

Hurtado et al (2011) nos dice que la fraccion fendlica del aguacate no se ha
estudiado en profundidad hasta el momento.



2. Justificacion

Chiapas es un estado rico en recursos naturales, con una amplia vegetacion que
hasta hoy en dia no ha sido explorada en su totalidad. En Chiapas muchas especies
de plantas son usadas de manera artesanal como medicina tradicional. Sin embargo,
hay pocos estudios que documenten la actividad que tienen las plantas sobre

diversas enfermedades.

Hoy en dia, existe un interés creciente sobre fitoquimicos como alternativas a las
sustancias sintéticas que se utilizan comUnmente en la industria alimentaria,

farmacéutica y cosmética(Rodriguez et al., 2011).

Las plantas poseen una extensa variedad de compuestos. Entre ellos los polifenoles
gue en muchos estudios se han reportado los efectos beneficiosos a la salud
humana, en especial a enfermedades cardiovasculares. Los efectos de los
polifenoles son fundamentalmente consecuencia de sus propiedades antioxidantes
(Quifiones et al., 2011). Dentro de las plantas que se usan como remedios caseros
encontramos al aguacate (Persea americana). Este ha sido usado para curar
enfermedades como diarreas y contra organismos como hongos, bacterias y
parasitos.Se han reportado propiedades antitumorales en pacientes infectados con el
virus de Epstein Barr, y actividad antibidtica frente a las especies de
bacterias Staphylococcus aureus y Sarcina lutea, ademas de otros reportes en contra
de enfermedades(Mexicana, 2009).Es por ello que la identificacion de los polifenoles
en esta planta es muy importante, ya que podriamos encontrar una relaciéon con el

contenido de estos compuestos y sus efectos benéficos.



3. Caracterizacion del area

Este proyecto de residencia profesional fue realizado en los laboratorios de
Biotecnologia y Analiticay Biologia Molecular del Instituto Tecnologico de Tuxtla
Gutiérrez, Chiapas, el cual se encuentra ubicado en la carretera Panamericana
Km21080.

3.1 Politicas y normas

Ser una oferta educativa tecnoldgica suficiente a nivel superior y postgrado, en las
modalidades escolarizadas y abiertas, con perfiles profesionales acorde a los retos

de todas las regiones del pais.

Compartir con la poblacion en general los beneficios de conocimiento, la cultura
cientifica y tecnolégica; en particular, proporcionar al publico, con la finalidad de
coadyuvar al modelo de desarrollo que el pais reclama, para alcanzar el bienestar

social que demandamos los mexicanos.

3.2 Objetivos de la instituciéon

Promover el desarrollo integral y armoénico del educando con los demas, consigo
mismo y con su entorno, mediante una formacion intelectual que lo capacite en el
manejo de los métodos y los lenguajes sustentados, en los principios de identidad

nacional, justicia, democracia, cultura, que le permiten una mente y cuerpo sanos.

3.3 Servicios que presta la institucion

o Atender la demanda de educacion superior y postgrado con alta calidad nacional
e internacional en las areas industriales, agropecuarias y de servicios, en todas
las regiones del pais, como la forma de auspiciar el desarrolla regional. Se
imparten 8 carreras a nivel Licenciatura, las cuales son: Ingenieria Bioquimica,

Ingenieria Eléctrica, Ingenieria Electrénica, Ingenieria Industrial, Ingenieria



Mecanica, Ingenieria Quimica, Ingenieria en Gestion Empresarial e Ingenieria en
Sistemas Computacionales. Ademas se oferta el posgrado con la Maestria en
Ciencias en Ingenieria Bioquimica y la Maestria en Ciencias en Ingenieria en

Mecatronica.

o Hacer de cada uno de los institutos Tecnolégicos un instrumento de desarrollo
mediante una estrecha y permanente retroalimentacién con la comunidad, en
especial entre los sectores productivos de bienes y servicios, sociales, publicos y

privados.

o Promover y convocar a los sectores productivos y educativos de cada localidad
para generar y otorgar apoyos materiales y financieros adicionales, requeridos en

la operacion de los planteles.

o Compartir con la comunidad la cultura cientifica tecnologica y humanista, asi
como la recreacion y el deporte, mediante los diversos foros y medios con que se

cuenta el sistema.

o Oferta de perfiles profesionales que integran las necesidades especificas
regionales, para que el egresado contribuya de manera satisfactoria al desarrollo

de cada comunidad, en especial a la planta educativa.

o Actualizar de manera permanente al personal docente y administrativo, para

favorecer el desarrollo arménico entre toda la comunidad tecnoldgica.

3.4 Descripcion del Departamento de Ingenieria Quimica y Bioguimica

Este departamento se encarga de planear, coordinar, controlar y evaluar las
actividades de docencia, investigacion y vinculacion en las areas correspondientes a
la Ingenieria Quimica y Bioquimica que se imparte en el Instituto Tecnologico, de

conformidad con las normas y lineamientos establecidos por la Secretaria de



Educacién Publica, ademas de elaborar el programa educativo anual y el
anteproyecto de presupuesto del departamento y presentarlo a las Subdireccion

Académica para lo conducente.

También se encarga de aplicar la estructura organica autorizada para el

departamento de procedimientos establecidos.

3.5 Funciones del departamento de Ingenieria Quimica y Bioguimica

Las funciones del departamento son multiples por lo que tiene que coordinarse con

otros departamentos:

v' Coordinar con las divisiones de estudios profesionales y postgrado e
investigacion, la aplicacion de programas de estudios y con el departamento
de desarrollo académico, los materiales y apoyos didacticos a las asignaturas
de las correspondientes a las areas de Ingenieria Quimica y Bioquimica que

se imparten en Instituto Tecnolégico y controlar el desarrollo.

v' Coordinar con la divisibon de estudios profesionales y postgrado e
investigacién, con el departamento de desarrollo académico, la formulacién y
aplicacion de técnicas e instrumento para la evaluacién del aprendizaje de las
asignaturas correspondientes en las areas de Ingenieria Quimica Yy

Bioquimica que se imparte en el Instituto Tecnoldgico.

v Coordinar los proyectos de investigacion educativa, cientifica y tecnolégica en
las areas de Ingenieria Quimica y Bioquimica que se llevan a cabo en el
Instituto Tecnoldgico con el sector productivo de bienes y servicios de la

region, asi como controlar su desarrollo.



v Proponer a la Subdireccién Académica el desarrollo de recurso y eventos que
propicie la superacion y actualizacion profesional del personal docente de las

areas de Ingenieria Quimica y Bioquimica, en el Instituto Tecnolégico.

v" Apoyar a la Division de Estudios Profesionales en el proceso de titulacion de

los alumnos del Instituto.

v Superar y evaluar el funcionamiento del departamento con las demas areas y

con base a los resultados, proponer las medidas que mejoren su operacion.

v' Coordinar las actividades del departamento con las demas areas de la

Subdireccion Académica.

v Presentar reportes periodicos de las actividades desarrolladas a la

Subdireccion Académica.

En el area de Ingenieria Bioquimica se cuenta con laboratorios, los cuales son
utilizados para realizar las actividades experimentales correspondientes a las
distintas materias impartidas en la institucion, asi como para la realizaciéon de

proyectos de investigacion que se llevan a cabo dentro del area.

El presente proyecto de residencia profesional fue realizado en los laboratorios de
Biotecnologia e Investigacibn ya que cuentan con los servicios y materiales

necesarios para la realizacion de dicho trabajo.
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4. Problemas aresolver

La cuantificaciéon y la identificacibon de compuestos polifenolicos traen consigo
muchas variables que pueden interferir en estos estudios. Estos van desde el
momento de la recoleccion de las muestras, hasta su analisis en el laboratorio, ya
que estos compuestos pueden degradarse o reaccionar facilmente, por ejemplo

puede afectar la luz y la temperatura.

Al trabajar con plantas puede traer consigo variaciones de los compuestos en cuanto

a la temporada de recoleccion.

El sistema de solventes para la extraccién puede causarnos diferentes resultados.
Para esto son usados diversos sistemas de extraccion, por lo general mezclas
acuoso-organico (en diversas proporciones), o solo solventes organicos como
metanol, etanol, hexano, acetato de etilo entre otros asi como extracciones acuosas.
Cada tipo de sistema tendr4 diversas variaciones ya que una parte de los
compuestos de la planta no sera extraida 'y pueden escapar del andlisis.

La cromatografia en capa fina puede traer consigo dificultades al ser analizadas ya
que las muestras pueden contener una gran cantidad de flavonoides vy

necesitaremos muchos estandares para obtener resultados mas precisos.

11



5. Objetivos

5.1 Objetivo General

Identificar los metabolitos secundarios mayoritarios presentes en los extractos
metandlicos de hoja, semilla y cascara de aguacate (Persea americana L.) y su

actividad anti radical.
5.2 Objetivosespecificos

e Evaluar la presencia de polifenoles en extractos metandlicos de hoja, semilla

y cascara de aguacate (Persea americana L.)

e Identificacién de flavonoides en los extractos de hoja, semilla y cascara de

aguacate (Persea americana L.).

e Cuantificacién de flavonoides de los extractos de hoja, semilla y cascara de

aguacate (Persea americana L.).

e Evaluar la actividad anti radical de los extractos metanélicos de hoja, semilla

y cascara de aguacate (Persea americana L.)

12



6. Alcances y Limitaciones

6.1 Alcances

Con este proyecto de residencia profesional se logr6, con analisis
espectrofotométrico la determinacion de fenoles y flavonoides totales de hoja,
cascara y semilla del aguacate (Persea americana). Con la técnica de cromatografia
en capa fina (CCF) se observo la presencia de flavonoides asi como de cumarinas,
también se midio el porcentaje de la actividad antirradical de las muestras.

6.2 Limitaciones

Una de las limitaciones que se tuvieron para realizar este proyecto de residencia
profesional fue la disponibilidad en algunas ocasiones de los equipos, ya que
también otros alumnos se encontraban realizando diversas pruebas. Ademas que si
la institucibn contara con otros equipos se podria tener resultados con mayor

exactitud.

La determinacion de taninos tuvo dificultades, ya que el valor obtenido del
espectrofotometro fue muy bajo incluso se llego a leer valores negativos. Esta prueba

se realiz6 en diversas ocasiones y los resultados fueron los mismos.
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7. Fundamento Teérico

7.1 Los compuestos polifendlicos

Los compuestos polifendlicos son los antioxidantes bioactivos mas abundantes en la
dieta. Se trata de un amplio grupo de moléculas, producto del metabolismo
secundario de las plantas (Figura 3),donde desempefian diversas funciones de
proteccion al ataque de patdgenos o herbivoros y son pigmentos que atraen a los
polinizadores. Poseen estructuras con anillos arométicos y dobles enlaces

conjugados a partir de los cualesejercen su accion antioxidante (Arranz 2010).
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Figura 3. Produccion de flavonoides y estilbenos a partir de cumaril CoA y malonil CoA (Arranz
2010).
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Los compuestos polifendlicos son el grupo mas extenso de sustancias no
energéticas presentes en los alimentos de origen vegetal. Como consecuencia de su
accion antioxidante, los polifenoles poseen efectos vasodilatadores, antitrombdticos,
antiinflamatorios y antiapoptoticos. Ademas de las propiedades vasodilatadoras que
favorecenel control del tono arterial, se han descrito otras propiedades de los
flavonoides que favorecen también su efecto cardioprotector. Los polifenoles poseen
efectos antilipémicos y antiaterogénicos. Habria ademasque sefialar, que algunos
estudios han demostrado que estos compuestos también pueden inhibir la enzima
convertidora de la angiotensina (ECA), y la inhibicion de esta enzima justificaria
también sus efectos vasodilatadores y cardioprotectores.Existen varias clases y
subclases de polifenoles que se definen en funcién del nimero de anillos fendlicos
gue poseen y de los elementos estructurales que presentan estos anillos. Los
principales grupos de polifenoles son: &cidos fendlicos (derivados del &acido
hidroxibenzoico o del &cido hidroxicinamico), estilbenos, lignanos, alcoholes fendlicos

y flavonoides (Quifiones et al.,2011).

7.1.1 Flavonoides

Los flavonoides son compuestos constituyentes de la dieta humana no energética.
Se encuentran en vegetales, semillas, frutas y en bebidas como vino y cerveza.Los
flavonoides son pigmentos naturales presentesen los vegetales y protegen al
organismo del dafioproducido por agentes oxidantes, como los rayos ultravioletas, la
contaminacion ambiental, sustancias quimicas presentes en los alimentos, etc. El
organismo humano no puede producir estos polifenoles, por lo que deben obtenerse
mediante laalimentacién o en forma de suplementos. Otras funciones incluyen un
papel antifungico y bactericida, confieren coloracion, lo que puede contribuir a los
fendbmenos de polinizacion y tienen una importante capacidad para fijar metales
como el hierro y el cobre.Son compuestos de bajo peso molecular que comparten un
esqueleto comun (Figura 4) de difenil-pirano (C6-C3-C6) compuesto por dos anillos
de fenilos (A y B) ligados a través de un anillo C de pirano(heterociclico)(Martinez-
Flores et al., 2002).
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Flavonoide

Figura 4. Estructura general de los flavonoides.

Los flavonoides se sintetizan en las plantas y participan en la fase dependiente de luz
dela fotosintesis, durante la cual catalizan el transporte de electrones. Su formacion
tiene lugar a partir de los aminoacidos arométicos fenilalanina y tirosina y también de
unidades de acetato (Figura 3). La fenilalanina y la tirosina dan lugar al acido
cinAmico y al acido parahidroxicinamico, que al condensarse con unidades de
acetato, originan la estructura cinamol de los flavonoides. Posteriormente se forman
los derivados glucosiladoso sulfatados. Estos polifenoles se ubican principalmente en
las hojas y en la superficie de las plantas, apareciendo soélo rastros de ellos en las
partes de la planta por encima de la superficie del suelo. Una excepcion son los
tubérculos de cebolla, que contienen una gran cantidad de quercetina 4'-D-

glucosidos (Martinez-Flores et al., 2002).

7.1.2 Cumarinas

Son benzo-a-pironas,con el nombre de cumarinas se conoce a un grupo muy amplio
de principios activos fendlicos que se encuentran en plantas medicinales y tienen en

comun una estructura quimica de 2H-1-benzopiran-2-ona, denominada cumarina.
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Sobre esta estructura se disponen sustituyentes de distinta naturaleza quimica lo que
da lugar a distintos tipos de cumarinas: sencillas y complejas.

Practicamente todas las cumarinas, a excepcion de la cumarina propiamente dicha,
poseen un sustituyente hidroxilico (OH) en posicidén 7, ya sea libre, como sucede en

la umbeliferona, o combinado (metilo, azlcares, etc.).

7.1.3 Taninos

Los taninos son compuestos polifendlicos que estan ampliamente clasificados en dos
grupos principales: los taninos hidrolizables, que consta de un nlcleo central de
hidratos de carbono a los que los acidos carboxilicos fendlicos estan unidos por
enlace éster; y los taninos condensados o proantocianidinas, que consiste en
oligdmeros de dos o mas flavan-3-oles, tales como catequina, epicatequina,

galocatequina entre otros(Makkar et al, 2009).

7.2 Cuantificacion de compuestos polifendlicos
7.2.1 Fenoles totales

Para la cuantificacion de fenoles totales en extractos vegetales se empleanmétodos
espectrofotométricos, basandose en una reaccion colorimétrica de 6xido reduccion.
El método de Folin-Ciocalteau, se fundamenta en su caracter reductor, y es el mas
empleado. Se utiliza como reactivo una mezcla de &acidos fosfowolframico y
fosfomolibdico en medio béasico, que se reducen al oxidar los compuestos fendlicos,
originando 6xidos azules de wolframio y molibdeno. La absorbancia del color azul
desarrollado se mide a 765 nm. Los resultados se expresan en mg de acido galico
por cada 100 gramos de muestra seca (Singleton et al., 1999 y Kuskoski et al.,
2005).
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7.2.2 Flavonoides totales

La cuantificacion deflavonoidestotales en extractos vegetales, se
realizaprincipalmente por espectrofotometria. El principio del método colorimétrico
del cloruro de aluminio (AICIs) descrito por Chang et al. (2002), es la formacion de
complejos acidos con los grupos “cetos” de C-4 y con los grupos hidroxilo de C-3 6
C-5 de las flavonas y flavonoles. Ademas, el AICIs forma complejos &cidos con los
grupos orto-dihidroxil en los anillos A o B de los flavonoides. Chang et al.
(2002),mencionanque los compuestos formados con los grupos orto-hidroxil (rutina,
guercetina y mirceno) muestran una maxima absorcion en la longitud de onda de
415-440 nm. Eligiendo la Amax de 415 nm como la longitud de onda para la

cuantificacion.

7.2.3 Taninos

La determinacion de taninos se puede llevar a cabo con relacién a un estandar como
acido tanico, 4&cido galico, catequina, entre otros, utiizando método
espectrofotométricos y gravimétricos. El método descrito por Makkaret al. (2009)
relaciona ambos. El método gravimétrico se fundamenta en la formacién de
complejos entre los taninos y el reactivo Polivinilpolipirrolidona (PVPP) con el que es
tratado la muestra a analizar; los taninos se unen al PVPP (complejo) que se separan
por centrifugacion para luego ser analizadas espectrofotométricamente. La diferencia
entre las lecturas de absorbancia antes y después de que se trata con PVPP da un
valor muy proximo a los valores que han sido reportados en andlisis de hojas de

arboles y en investigaciones.

7.3 Cromatografia en capa fina

La cromatografia es un método muy utilizado en todas las ramas de la ciencia y que
permite laseparacion, identificacion y determinacion de los componentes quimicos en
mezclas complejas. Ningunotro método de separacién es tan potente y de aplicacion

tan general como la cromatografia.
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Los métodos de cromatografia plana incluyen lacromatografia en capa fina(TLC) y
la cromatografia en papel(PC). Las separaciones en capa fina se realizan en placas
de vidrio o plastico que se recubren con una capadelgada y adherente de particulas
finamente dividas; esta es la capa estacionaria. Las particulas sonsemejantes a las
descritas en cromatografia en columna de adsorcion, de reparto en fase normal y en
faseinversa, y las fases moviles también son similares las utilizadas en cromatografia
de liquidos de altaeficacia en columna.El desarrollo de la placa es un proceso
analogo a la elucion en la cromatografia deliquidos, en el que la muestra es
transportada por la fase movil a través de la fase estacionaria. La formamas comudn
de desarrollar la placa consiste en depositar una gota de la muestra cerca de unos
de losextremos de la placa, y marcar su posicion con un lapiz. Tras la evaporacion
del disolvente en el queestaba disuelta la muestra, se coloca la placa en un
recipiente cerrado y saturado con los vapores deldisolvente con el que se efectuara
el desarrollo. Uno de los extremos de la placa se introduce en eleluyente procurando
evitar el contacto directo de este con la muestra. El eluyente asciende por la
placagracias el efecto de capilaridad ejercido entre las finas particulas. A medida que
el eluyente se desplaza pasa por el punto de aplicacién de la muestra, la disuelve y
la arrastra por la placa distribuyéndose entre eldisolvente que se desplaza y la fase
estacionaria. Después que el disolvente ha pasado a través de la mitado las dos
terceras partes de la longitud de la placa, se retira esta del recipiente y se seca. Las
posiciones dela muestra se pueden determinar por distintos procedimientos. Dos de
ellos se usan con la mayoria de lasmezclas de sustancias organicas. Consisten en
nebulizar sobre la placa una disolucién de yodo o de &cidosulfarico, ya que ambos
reaccionan con los compuestos organicos para dar productos oscuros. También
seutilizan reactivos especificos (como la ninhidrina) para localizar las especies
separadas. Otro método dedeteccion se basa en incorporar un material fluorescente
a la fase estacionaria. Una vez ha finalizado eldesarrollo, se examina la placa bajo
luz ultravioleta. Los componentes de la muestra amortiguan lafluorescencia del

material de tal forma que, toda la placa exhibe fluorescencia menos los lugares
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dondeestan los componentes de la muestra, no fluorescentes.(Gémez-Ullate R,
2009)

7.4Especies reactivas (ROS)

El término especies reactivas de oxigeno (ROS) se utiliza para incorporar a la
molécula de peréxido de hidrégeno, la cual no es un radical libre, segun la definicion,
pero sus propiedades quimicas son similares a las del superdxido, y facilmente

puede formar los radicales hidroxilo que son muy reactivos (Lamb & Dixon, 1997).

Por otro lado, en los ultimos veinte afios se ha incrementado la evidencia que
demuestra que las ROS pueden ser las causantes de distintos padecimientos
incluyendo las enfermedades coronarias, el cancer y el envejecimiento. La reaccién
del radical hidroxilo con lipidos insaturados es la cascada mas familiar de dafio
inducido por radicales, aunque existen muchos ejemplos de dafios a proteinas o al
ADN. Por ejemplo, la reaccion de radicales con proteinas puede llevar a la oxidacion
de cadenas laterales reactivas de aminodcidos, al entrecruzamiento de proteinas, a
la desnaturalizacién, e incluso dafiar a las proteinas cercanas. La oxidacion de ADN
conlleva a la ruptura de cadenas y a la liberacion de bases oxidadas.
Consecuentemente el papel de los antioxidantes, los cuales suprimen dicho dafio
oxidativo, ha recibido gran atencién (Helaine & Hagerman, 2006).

7.4.1 Actividad antiradical

Los radicales libres se forma cuando una molécula con un par de electrones no
apareados en la 6rbita externa recibe o pierde un electron. El radical libre mas comuan
en la atmosfera es la molécula de oxigeno, la cual tiene dos electrones no apareados
en la ultima orbita, por lo que forma una molécula birradical. La distribucion particular
de electrones hace del oxigeno un excelente aceptor de electrones. Cada molécula
de oxigeno diatdbmico puede aceptar cuatro electrones y cuatro protones,

produciendo dos moléculas de agua. En un sistema bioldgica ideal, la reducciéon de
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oxigeno a agua sucede secuencialmente. Si la molécula de oxigeno sélo recibe uno,
dos o tres electrones, se forman las especies reactivas de oxigeno. El término
especies reactivas de oxigeno se utiliza para incorporar a la molécula de peroxido de
hidrogeno, la cual no es un radical libre, segun la definicion, pero sus propiedades
quimicas son similares a las del superoxido, y facilmente puede formar los radicales

hidroxilo que son muy reactivos (Lamb & Dixon, 1997).

Muchos compuestos quimicos tienen la capacidad de inhibir a los radicales libres en
el organismo o impedir su formacion y se le conoce como compuestos antioxidantes,
que por definicion son sustancias que han estado presentes a baja concentracion
con respecto a una molécula oxidable, retarda o previene la oxidacion de este

sustrato.

7.3.2 Cuantificacion de la actividad antirradical

Para la medicion de la capacidad antiradical se utiliza principalmente el método del
2,2-difenil-1-picril hidrazilo (DPPH). Este método permite medir la capacidad de
transferencia de protones y electrones del compuesto polifendlico. El catién radical
estable DPPHe« es un croméforo que absorbe a 515 nm, donde la decoloracién del
DPPH+ es ocasionada por el proceso de reduccion promovida por el compuesto

antioxidante (Figura 5).

Aunque el mecanismo de transferencia de electrones del método DPPH es similar al
método ABTS, el método DPPH es un método de muy baja sensibilidad debido a
que el potencial de reduccion del DPPH+ es mucho mayor que el del ABTS (Brand et
al.1995).
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DPPH e + AH — DPPH-H + Ae Capacidad de transferencia de electrones

DPPH e + Re — DPPH-R Capacidad de intercepcidon de Radicales libres
O,N O,N
)
N—N NO, + Rm —= N—N NO,
ol ol
A=515 nm Violeta Incoloro

Figura 5. Reaccién de transferencia de electrones del compuesto polifendlico (AH) sobre
radical DPPH. Mecanismos de transferencia de electrones e intercepcién de radicales libres
(Brand et al., 1995).

La quercetina y la miricetina, seguidas por el kenferol, son los flavonoides que
poseen mayor actividad neutralizadora de radicales libres. El grupo fendlico que
poseen puede actuar directamente capturando electrones desapareados de las ROS,
y genera asi especies menos reactivas. Los flavonoides actian fundamentalmente
como tampones, y capturan radicales libres para generar el radical flavinico, mucho
menos reactivo, ya que en él los electrones desapareados estan mas des
localizados.
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8. Metodologia
8.1 Obtencidn de los extractos de Persea americana (hoja, cdscaray semilla)
8.1.1 Tratamiento de las muestras

Se trabajo con tres diferentes 6rganos del aguacate: hoja, cascara y semilla. Los
cuales fueron obtenidos del mismo arbol y recolectados en el municipio de Acala,
Chiapas, en el mes de julio del 2012. El lote de muestras se recolecté al azar, las
hojas fueron cortadas directamente del arbol. La cascara y la semilla se obtuvieron
de frutos que se encontraban en el arbol y en el suelo, descartando aquellos que
presentaban pudricion.

Los frutos se cortaron para extraer la cascara y semilla, posteriormente se lavaron
con agua y jabdén al igual que la hoja. Fueron secados con papel absorbente,
almacenados en bolsas negras para evitar el contacto con la luz y congeladas a -4°C

para su posterior liofilizacion.

Para el secado delas muestras, se utilizd6 una liofilizadora marca LABCONCO vy se
liofilizé por 24 horas a 0.100 mBar. Posteriormente las muestras ya secas fueron

trituradas en una licuadora y guardadas en frascos ambar.

8.1.2 Extracto metandlico

Se pesaron 20 g de muestra seca, en una balanza analitica. Se deposité en un
frasco a&mbar y se agregé 200 mL de metanol absoluto (50 mL por cada 5g de
muestra), se sonicO por 2 horas. Después de sonicar se filtrd utilizandovacio en
papelWhatman num. 5. La masa de materia que quedo en el papel se resuspendio
en 200 mL de metanol absoluto y se sonico por 20 min. Se volvio a filtrar utilizando el
procedimiento anterior. El filtrado se recuperéen tubos falcon de 50 mL vy
centrifugados a 1000 Xg por 10 min. Se recuper6é el sobrenadante en un matraz

bola previamente pesado y se llevd a sequedad a presion reducida en un
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rotavaporR-210 marca BUCHI. Una vez evaporado el solvente (metanol) se obtuvo el
nuevo peso del matraz. El residuo obtenido se resuspendié con 10mL de metanol

absoluto y se guardo en refrigeracion a -4°C en oscuridad hasta su analisis.

8.2 Cuantificacion de polifenoles
8.2.1 Fenoles totales

A 0.05 mL de muestra se le adicion6 2.1 mL de agua destilada y 0.25 mL del reactivo
de Folin-Ciocalteau, después de mezclar por un minuto, se afiadido 0.5 mL de una
solucién de carbonato de sodio al 20% y 2.1 mL de agua destilada. La mezcla se
dej6é reposar durante 2 horas a temperatura ambiente en oscuridad. Después se
midié la absorbancia a 765 nm. La concentracion obtenida de fenoles totales se
expresd en términos de equivalentes de acido galico (mg-g?t). Se compar6 las
muestras con una curva de calibracion. Se utilizé como solucién patron de acido
gélico a diferentes concentraciones: 0, 100, 300, 500, 800, 900 ppm (Singletonet al.,
1999).

8.2.2 Flavonoides totales

A 0.5 mL de la muestra se le adicion6 1.5 mL de etanol al 95%, 0.1 mL de cloruro de
aluminio al 10%, 0.1 mL de acetato de potasio 1M y 2.8 mL de agua destilada. Luego
se incubé a temperatura ambiente durante 30 min en oscuridad, la absorbancia de la
mezcla se midié a una longitud de onda de 415 nm.

La determinacion de la concentracion se realiz6 comparando con una solucién patrén
de quercetina. Se preparé disolviendo 10 mg de quercetina en etanol al 80% y se
diluyé para obtener la curva patrén a 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100
ug-mLt. Se sustituyé la cantidad de cloruro de aluminio al 10% por la misma

cantidad de agua destilada para el blanco (Chang et al., 2002).
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8.3 Andlisis de los Extractos de hoja, semilla y cidscara de Persea americana

por cromatografia en capa fina (CCF)
8.3.1 Compuestos polifendlicos
8.3.1.1 Flavonoides

La identificacion de flavonoides se llevd a cabo utilizando placas de gel de silice Fzsa
de 10 cm x 10 cm, marca Sigma-Aldrich. Se emplearon como estandares quercetina,
rutina y naringenina grado analitico, marca Sigma-Aldrich, a una concentracién de

0.1 mg-mL?, se aplicaron 5 puL de cada estandar y 10 pL de los extractos a una

mg MS
mL

concentracion de 20

Los extractos y los estdndares se aplicaron en las placas de gel de silice a 1 cm de la
orilla en la parte inferior y a 1 cm entre ellas (Figura6A). Las placas ya cargadas se
desarrollaron utilizando diferentes sistemas de solventes (Tabla 1) dejando llegar el

frente de la elucidén hasta 1 cm antes del limite superior de la placa (Figura 6B).

Figura 6. A) Placa de gel de silice con muestras. B) Placa en el cromatotanque con el sistema
de cromatografia.
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Tabla 1. Sistemas usados para la identificacién de flavonoides en CCF.

Sistema Componentes Proporciones
S1 Hexano:ETOAC:HOACc 31:14:5
S2 ETOACc:HOAc: Ac. Formico:H20 100:10:11:26
Ss Cloroformo : MeOH 60:40
Sa ETOAc:MeOH:H20 40:10:50

ETOAc: Acetato de etilo; HOAc: Acido acético; MeOH: Metanol.

Los cromatofolios fueron revelados utilizando una solucidon de 2-amino-etil-difenil-
borinato al 1% p/v (1g del reactivo 2-aminoetildifenil-borinato en 100 mL de etanol).

La solucion fue asperjaday, después de secar, fueron observadas bajo luz UV.

8.3.1.2 Cumarinas

La identificacién de cumarinas se llevo a cabo utilizando placas de gel de silice Fzs4
de 10 cm x 10 cm, marca Sigma-Aldrich. Se utiliz6 un sistema de solventes de
cloroformo: metanol (60:40). Como revelador se utilizé hidroxido de potasio al 10% y
se calentd en un horno a una temperatura de 100°C hasta observar el desarrollo de

color.

8.3.2 Saponinas

La identificacién de saponinas se llevd a cabo utilizando placas de gel de silice Fz2s4
de 10 cm x 10 cm, marca Sigma-Aldrich. Se empleé como estandar 5 pL de

diosgenina (0.1 mg-mL?)y 10 pL de cada uno de los extractos.

Se desarrollo la placa con el sistema de solventes CHCIs: MeOH: H20 (70:30:04) y
como reactivos reveladores, una solucién al 5% de H2SO4 en metanol y luego de

secar, con una de vainillina al 1% en metanol.
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Después de ser asperjada y secada, la placa se calenté en una parrilla a una
temperatura aproximada de 110°C, hasta observar el desarrollo de color. El

desarrollo de color verde-azul, indica la presencia de saponinas.

8.4 Medicion de la actividad antirradical de los extractos de hoja, semilla y

cascara de Persea americana

La actividad antirradical de los extractos se determind en términos de la habilidad de
donar hidrogeno o de atrapar radicales utilizando el radical estable DPPH(1,1-
difenil-2-picril-hidrazilo) de acuerdo a la metodologia empleada por Castafieda et al.
(2008) y consideraciones de Sharma & Bhat (2009). A 0.3 mL de muestra se agrego
2.7 mL de una soluciébn metandlica de DPPH (60.4uM) y luego de 5 minutos de
reaccion se leyo su absorbencia a 517 nm en un espectrofotometro HACH DR 5000
que se calibré con metanol. El blanco de muestra se preparé con 0.3 mL del extracto
y 2.7 mL del solvente correspondiente. El experimento se llevd a cabo en una
habitacién con poca iluminacion y a temperatura ambiente (~25 °C). El porcentaje de

inhibicién del radical DPPH "se determiné con la férmula de Castafieda et al. (2008):
A, —A
AAr (%) = |1 - mA—’"”] x 100
c

Donde:

AAr: actividad antirradical

An: Absorbencia de la muestra

Abm: Absorbencia del blanco de muestra
Ac: Absorbencia del control

La actividad antirradical se determind en términos del valor ICso (concentracion de
muestra para inhibir en un 50% la concentracion inicial del radical DPPH) que
presentaron los extractos y estandares. El resultado se expres6 como media de tres
determinaciones. Quercetina, rutina y Butil hidroxitolueno(BHT) se usaron como

referencias positivas (estandares).
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9. Resultados y Discusion

9.1 Cuantificacién de fenoles y flavonoides totales

La cuantificacion de fenoles totales (R?=0.992, anexo A) mostré que la mayor
concentracion de estos compuestos se encuentra en la semilla. La muestra de hoja
tubo un valor bajo en comparacion con cascara y semilla. Mufios (2010) reporta
mayores concentraciones para la muestra de hoja. Ademas de mencionar que

reporta valores mucho menores (por debajo de 20 [%]) a los obtenidos en este

estudio (Tabla 2). Para flavonoides totales (R=0.999, anexo B) las concentraciones
mas altas se obtuvieron en la muestra de hoja, y las mas bajas en la muestra de
semilla. Contrario a los resultados obtenidos para fenoles totales. Mientras que para
la muestra de cascara se obtuvo un valor significativamente mas bajo que el de hojas

pero mayor que semilla.

Tabla 2. Concentracién de fenoles y flavonoides totales.

Muestra Fenoles totales [%] Flavonoides totales [7;_15‘;2]
Hoja 88.58 + 0.63 28.82 +0.87

Cascara 183.30+£1.16 9.71 +0.09

Semilla 216.68 £ 5.75 1.75+0.10

ac. g= Acido gélico
Q=Quercetina
g MS=gramos de muestra seca

9.2Cromatografia en capa fina

Se obtuvieron tres extractos para la CCF, H (hoja), C (cascara), S (semilla) para los
cuales se utilizaron tres sistemas de solventes (Tabla 1). Como estandares se

utilizaron quercetina, naringenina y rutina.

En el andlisis por CCF empleado el sistema S1 (Hexano: ETOAc: HOAc) para la

identificacion de flavonoides se usaron como estandares quercetina y naringenina.La

28



muestra de cascara presento tres manchas, una de ellas,C1, tuvo un Rr =0.19 igual
al Ride la quercetina, sin embargo,lacoloracion fue diferente (Figura 7). Esto sugiere
gue podria ser un compuesto muy similar a este. En la muestra de la hoja se observa
la separacion de doscompuestos coloridos en hoja. Para la muestra de semilla no se
observo separacion de compuestos, sin embargo, se observa en la linea base la
presencia de flavonoides ya que la mancha fluoresce debido a la reaccion con el 2-

amino-etil-difenil-borinato.

Figura 7. Analisis por cromatografia en capa fina (CCF) de extractos metanélicos de hoja (H),
cascara (C) y semilla (S) de aguacate. Quercetina (Q), naringenina(N). Fase mévil(S1): Hexano:
acet.etilo:ac.acetico (31:14:5).

Para la CCF utilizando el sistema S2 se utiliz6 como estandar rutina, la cual eluyo
con un Ri=0.24. Se observé una mejor separacion de los compuestos (Figura 8). Sin
embargo, ninguno coincidié con el estandar. Se observan compuestos azules (H1,

H3, C1, S1), los cuales se podrian deber a fenoles con acidos carboxilicos como el
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acido clorogenico(Wanger H., 1996)asi como otros con una coloracion naranja tenue
(H2, C2) por lo que podria deberse a la presencia de flavonoles glucosilados.

Figura 8. Analisis por cromatografia en capa fina (CCF) de extractos metanélicos de hoja (H),
cascara (C) y semilla (S) de aguacate. Rutina (R). Fase movil (S2):acet.etilo:ac.acetico: ac.
Formico: agua (100:11:11:22)

El sistema S4 se utilizd con la finalidad de identificar cumarinas. La muestra de
cascara se presentd un compuesto conRs=0.36 (C1) y por la coloracion (Figura 9)

podriamos suponer que hay presencia de cumarinas.
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Figura 9. Analisis por cromatografia en capa fina (CCF) de extractos metanélicos de hoja (H),
cascara (C) y semilla (S) de aguacate. Fase mévil (S3): Cloroformo: metanol (60:40)

El sistema S4se utilizO para detectar saponinas,sin embargo, no lograron apreciarse
con claridad. En la figura 10 se puede ver la placa de silice y unas manchas muy

tenues que podrian indicarnos la presencia de saponinas.
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Figura 10. Analisis por cromatografia en capa fina (CCF) de extractos metandlicos de hoja (H),
cascara (C) y semilla (S) de aguacate. (N). fase movil (S4): butanol: ac. Acético: agua (50:10:40)

A continuacion (Tabla 3) se presentan los Ride las manchas obtenidas de las
cromatografias de los extractos de aguacate,de cada uno de los solventes que se
utilizaron. Como se puede observar en la tabla solo en el sistema de solvente S4 no
se pudo realizar un analisis como para los otros sistemas de solventes ya que las
manchas no fueron tan notorias. Al igual que para la muestra de semilla del sistema

S1 que no tuvo separacion.
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Tabla 3. Rf de la cromatografia en capa fina de los extractos metandlicos y de hoja, cascaray
semilla de Persea americana.

Sistema Estdndares Extractos
de
solventes Rt Color Rt Color
0.625(H1) Rojo
Hoja
0.688(H2) Rojo
Quercetina 0.188 Amarillo
St Naringenina 0.388 azul tenue 0.188(C1) Azul tenue
Céascara 0.425(C2) Rojo tenue
0.625(C3) Rojo
0.310(H1) Azul
Hoja
0.68(H2) Naranja
S2 Rutina 0.24 Naranja 0.36(C1) Azul
Céscara
0.69(C2) Naranja
Semilla 0.430(S1) Azul
S3 Cascara 0.360(C1) Azul
S4 Diosgenina e e B N e

9.3 Actividad antirradical

Para la actividad anrirradical se realizaron cinéticas a diferentes concentraciones de
extracto para obtener la ICso que es la concentracidén requerida por la muestra para

disminuir la absorbancia del DPPH a un 50 %.

Como podemos observar en las siguientes cinéticas (Figuras 11,12 y 13) al aumentar
la concentracion de los extractos se aumento el porcentaje de inhibicion del radical
DPPH. Para los extractos de cascara se necesitO una concentracion menor para
obtener un mayor porcentaje de inhibicién del radical DPPH en comparacién con los
extractos de hoja. También se puede observar para los tres extractos que a una

determinada concentracion se alcanzan valores elevados del porcentaje de inhibicion
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del radical DPPH y este ya no tiene un aumento significativo por lo que se nota una

tendencia lineal.
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Inhibicion del radical DPPH (%)

Figura 11. Cinética de inhibicién de DPPH a diferentes concentraciones de la muestra de hoja
de aguacate.
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Figura 12. Cinética de inhibicion de DPPH a diferentes concentraciones de la muestra de
cascara de aguacate.
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Figura 13 . Cinética de inhibicion de DPPH a diferentes concentraciones de la muestra de
semilla de aguacate.

El mejor resultado lo obtuvo la quercetina como se puede apreciar en la figura 14, al
obtener el valor mas bajo de ICsp, esto nos indica que a una menor concentracion de
esta se alcanza el 50% de la inhibicion del DPPH. La semilla mostro mejor ICso que
las muestras de cascara y hoja. Comparando los resultados obtenidos para cascara
con los estandares estos no muestran grandes variaciones Aunque numéricamente
si hay diferencias con los estandares de quercetina y rutina. Sin embargo, hay que
recordar que quercetina y rutina son estandares puros y la muestra de cascara es

una mezcla de compuestos de origen natural.
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Figura 14 . IC 50 de los extractos de hoja, semilla 'y céascara de los extractos de Persea
americanay estandares.
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10. Conclusiones

En la cuantificacion de fenoles totales la semilla obtuvo mayor concentracién de
estos, contrario a la cuantificacion de flavonoides totales donde esta obtuvo la menor
concentracion, y siendo la muestra de hoja en la que se encontraron mayor cantidad
de estos compuestos. Coincidiendo con Martinez et al (2002) que menciona que la
mayor concentracién de flavonoides se encuentra en hojas y en el exterior de las

plantas.

De Los resultados de los analisis de las cromatografias podemos concluir que los
extractos de las muestras de Persea americana contienen flavonoides, aunque en la
separacion ningun compuesto coincidié con los estandares. Pero en las placas se
pudo observar compuestos que fluorecen. Se creen que estos compuestos son

flavonoides, pero no se cuentan con los estandares necesarios.

Los andlisis de los ICso de las muestras mostraron que en la céscara se obtuvieron
los valores més bajos (siendo estos los mejores). Las muestras de semilla y hoja no
presentaron diferencias significativas entre si. En comparacion con los estandares
las tres muestras obtuvieron mejores resultados que BHT. Pero fueron mejores los
estandares de quercetina y rutina. Comparando los resultados obtenidos para
cascara con los estandares estos no muestran grandes variaciones Aungue
numéricamente si hay diferencias con los estdndares de quercetina y rutina. Sin
embargo hay que recordar que quercetina y rutina son estandares puros y la muestra

de cascara es una mezcla de compuestos de origen natural.
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12. Anexos

Anexo A: Curva patron de fenoles totales (Folin-Ciocalteau).
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Anexo B: Curva patron de flavonoles totales (Método de AICI3)
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Anexo C. Curva de fenoles totales para taninos.

Curva Fenoles Totales
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‘Diagrama del proceso de extraccion.
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Muestreo. Limpieza de las Las_ muestras fueron
muestras. c;glcca:rtas y congeladas a

Se liofilizé protegiendo

Se colocaron 20g de Las muestras se | tras de [a |
muestra y se agreg6 200 trituraron y almacenaron azzcrgueg rfoso €laluz, a
mL de MeOH. en frascos ambar. ) y U.10Ups!.

Se sonico por 20 min. Se filtraron las muestras Se sénico por 2°vez. 15
con papel whatman ; por 2vez,
nam. 5 min y se volvié a filtrar.
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&_

La muestra se centrifugé
por 10 min a 3000g.

Se recuperd el
sobrenadante en un
matraz bola

(previamente pesado).
Se evapor6 a vacio con
un rotavapor.

Ya evaporado el
solvente se peso el
matraz. Y se
resuspendié en 10 mL
de metanol absoluto.

Las muestras se

guardaron en
refrigeracion a -20°C y
protegidas de la luz.
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