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RESUMEN

El rambutan “Nephelium lappaceum” es una fruta tropical que se introdujo hace 55
afnos en el estado de Chiapas en donde se ha incrementado su cultivo por su
aceptacion en México y sus amplias perspectivas de exportacion, sin embargo su
cascara que forma un 15 % de la fruta no se comercializa, en este trabajo se
buscé aprovechar su cascara por las propiedades antioxidantes que posee. Se
determind en las cascaras de rambutan (N. lappaceum) el contenido de
polifenoles totales mediante el método Folin Ciocalteu. Posteriormente se realizé
una extraccion alcohdlica de las céscaras para determinar azucares totales y
azucares reductores. El extracto se purifico por medio de Cromatografia de
columna utilizado Amberlita XAD-16. El analisis de los compuestos obtenidos se
sometié a un andlisis por HPLC. Los compuestos aislados fueron identificados
como geranina (1), corilagina (2) y acido elagico (3). Los resultados sugieren que
los elagitanos aislados, como componentes principales de la cascara de rambutan,
podrian utilizarse en la industria alimentaria, por lo que las cascaras se utilizaron
para preparar una infusion acuosa que presenté una concentracién de polifenoles
totales de 177.4 mg /1 g de muestra. Para determinar la mejor concentracién de
plifenoles que tuviera un bebida tipo té y basandose en la legislacion de los
antioxidantes alimentarios se hicieron tratamientos con tres concentraciones (1) 10
mg/dia, (2) 100 mg/dia y (3) 190 mg/dia. Se realiz6 un andlisis sensorial de grado
de aceptacién usando una escala hedonica de 1 a 9 aplicado a 26 jueces
semientrenados. De los 3 tratamientos realizados, la muestra (2) 100 mg/dia fue
la que present6 mayor aceptacion, por lo tanto se reafirman las posibilidades de
utilizar las cascaras de rambutan para elaborar una infusion (bebida funcional).

PALABRAS CLAVE: Nephelium lappaceum; antioxidantes; polifenoles;
Infusion.

Correo electronico; Cristian Hernandez Hernandez, christianuaaan@hotmail.com
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ABSTRACT

The rambutan "Nephelium lappaceum” is a tropical fruit that was introduced 55
years ago in the state of Chiapas where it has increased its culture by its
acceptance in Mexico and their broad prospects for export, however its shell which
form a 15 per cent of the fruit is not traded, in this work, we sought to take
advantage its shell by the antioxidant properties it possesses. It was found in the
rinds of rambutan (N. Lappaceum) total polyphenol content through the Folin
Ciocalteu's method. This was followed up by alcoholic extraction of the shells to
determine total sugars and reducing sugars. The extract is purified by means of
column chromatography used Amberlita XAD-16. The analysis of compounds
obtained was subjected to an analysis by HPLC. The isolated compounds were
identified as geranina (1), corilagina (2) and ellagic acid (3). The results suggest
that the elagitans isolated, as a major component of the shell of rambutan, could
be used in the food industry, so that the shells were used to prepare an agueous
infusion that presented a concentration of total polyphenols of 177.4 messages
from mg /1 g of sample. To determine the best concentration of polifenoles that
had a type of drink tea and based on the legislation of the antioxidant food
treatments were made with three concentrations (1) 10 mg/day, (2) 100 mg/day
and (3) 190 mg/day. There was a sensory analysis of degree of acceptance using
a hedonic scale of 1 to 9 applied to 26 trained arbiters. Of the 3 treatments
performed, the sample (2) 100 mg/day was the one greater acceptance, therefore
reaffirms the possibilities of using the shells of rambutan to develop different by
using it as a functional beverage (infusion).



1 INTRODUCCION

Los compuestos fendlicos o polifenoles constituyen un amplio grupo de sustancias
quimicas, considerados metabolitos secundarios de las plantas, con diferentes
estructuras quimicas y actividad. Englobando méas de 8.000 compuestos distintos.
Su forma mas frecuente es la de polimeros o lignina insoluble, mientras que su
presencia en los tejidos animales est4 relacionada con el consumo e ingestién de
alimentos vegetales. La distribucion de los compuestos fendlicos en los tejidos y
células vegetales varia considerablemente de acuerdo al tipo de compuesto
quimico que se trate, situandose en el interior de las células o en la pared celular.
(Isabel Martinez et al., 2000)

Sus principales funciones en las células vegetales son las de actuar como
metabolitos esenciales para el crecimiento y reproduccion de las plantas, y como
agentes protectores frente a la accion de patdégenos, siendo secretados como
mecanismo de defensa.

Los compuestos fendlicos estan relacionados con la calidad sensorial de los
alimentos de origen vegetal, tanto frescos como procesados. Su contribucion a la
pigmentacion de los alimentos vegetales esta claramente reconocida, a traves de
las antocianidinas, responsables de los colores rojo, azul, violeta, naranja y
purpura de la mayoria de las plantas y de sus productos. Ademas, la reaccion de
oxidacion de los compuestos fenodlicos hacia la formacion de quinonas, catalizada
por las enzimas polifenol oxidasas, produce un pardeamiento enziméatico en los
alimentos, fenémeno de vital importancia para asegurar la calidad de frutas y
verduras durante el procesado. Igualmente los compuestos fendlicos, y en
concreto los taninos condensados o proantocianidinas se asocian con la
astringencia que presentan muchas de las frutas comestibles antes de la
maduracion. (Isabel Martinez et a.l, 2000).

En la actualidad este grupo de compuestos fitoquimicos presentan un gran
interés nutricional por su contribucién al mantenimiento de la salud humana. Asi,
muchas de las propiedades beneficiosas descritas en los alimentos de origen
vegetal, asociadas principalmente a la actividad antioxidante y las propiedades
anti nutritivas de estos compuestos, estan relacionadas con la presencia y con el
contenido de compuestos fendlicos (Isabel Martinez et al., 2000).

Los antioxidantes son conocidas como moléculas que actian antes o
durante una reaccién en cadena de los radicales libres; ya sea en la etapa de
iniciacién, propagacion, terminacion, descomposicibn o en la subsecuente
oxidacion de los productos (Cardoso et al., 2005). Por otro lado, los prooxidantes
son especies altamente reactivas de radicales libres o especies reactivas de



oxigeno que estan presentes en los sistemas biolégicos; provienen de una
amplia variedad de fuentes (Carocho et al., 2013) y se encuentran tanto en los
alimentos como en los sistemas bioldgicos.

En los alimentos el proceso de auto-oxidacién y generacion de la rancidez es
causado por radicales libres como consecuencia de la peroxidacion lipidica y
en los sistemas vivos los radicales libres atacan moléculas biologicas claves,
produciendo muchas enfermedades degenerativas (Suja et al., 2004). Un
desequilibrio entre prooxidantes y antioxidantes en el organismo genera el
fendbmeno llamado estrés oxidativo, el cual es clave en el desarrollo de
enfermedades cronicas tales como cancer, arteriosclerosis, artritis
reumatoidea, algunas formas de anemia, diabetes, entre otras (Tapia et al.,
2004; Celik et al., 2010).

En los dUltimos afios el interés por los antioxidantes naturales se ha
incrementado dramaticamente, debido principalmente a tres razones: (1) la
baja seguridad que ofrece el consumo de antioxidantes sintéticos, (2) la
eficacia antioxidante de una variedad de agentes fitoquimicos, y (3) la idea
generalizada de que el consumo de ciertos agentes fitoquimicos pueden afectar
de manera positiva la patologia de las enfermedades crénicas y el proceso de
envejecimiento; ademas, la creencia de que los compuestos naturales son
innatamente mas seguros que los compuestos sintéticos y por consiguiente son
comercialmente mas aceptados (Dorman et al., 2004).

Los antioxidantes derivados de las plantas desde el punto de vista fitoquimico
pueden ser taninos, lignanos, estilbenos, cumarinas, quinonas, xantonas, acidos
fendlicos, flavones, flavonoles, catequinas, antocianinas y proantocianinas los
cuales debido a sus propiedades redox pueden actuar como donadores de
hidrogenos y de esta manera prevenir o retrasar el desarrollo de
enfermedades degenerativas (Marwah et al., 2007).

La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos tiene interés desde un
punto de vista tecnoldgico y nutricional. Asi, los compuestos fendlicos intervienen
como antioxidantes naturales de los alimentos, por lo que la obtencion y
preparacion de alimentos con un alto contenido en estos compuestos supone una
reduccion en la utilizacion de aditivos antioxidantes, a la vez que se obtienen
alimentos mas saludables, que incluso pueden llegar a englobarse dentro de los
alimentos funcionales. Desde un punto de vista nutricional, esta actividad
antioxidante se asocia con su papel protector en las enfermedades
cardiovasculares y en el cancer asi como en procesos de envejecimiento por lo
que esta siendo intensamente estudiado mediante ensayos "in vivo" e "in vitro".

El objetivo de esta investigacion es proporcionar una vision general del aspecto
nutricional los principales grupos de compuestos fendlicos presentes en la cascara
de rambutan “Nephelium Lappaceum” mediante una infusion.



1.1 JUSTIFICACION

Los compuestos fendlicos poseen importantes bioactividades, tales como:
actividad antioxidante, propiedades antiinflamatorias, antialérgicas, anti Cancer,
antivirales y presentan proteccion contra enfermedades degenerativas.

La relacion entre radicales libres, antioxidantes y otros cofactores es
importante en la conservacion de la salud, el envejecimiento y los problemas
relacionados con la edad. Los radicales libres inducen el estrés oxidativo, que es
equilibrado por antioxidantes enddgenos, mediante la ayuda de cofactores y por la
ingesta de antioxidantes exdgenos (Rahman K. 2007).

Actualmente existe un interés por el estudio de alimentos con un alto
contenido en antioxidantes naturales, como son los compuestos fendlicos los
cuales estan ampliamente distribuidos en la naturaleza y cuyo consumo se
ha asociado con una disminucibn en la aparicibn de enfermedades
cardiovasculares asi como el cancer vy otras enfermedades cronico-
degenerativas que actualmente estan en crecimiento.

El interés que se tiene por estudiar la cascara del fruto rambutan introducido a
México hace 55 afios, es el investigar sus propiedades nutricias que aporten
beneficios a nuestra salud y que se retomen en nuestra dieta diaria dichos
alimentos, por lo cual hace que una infusion de cascarilla de rambutdn sea un
alimento idoneo para este estudio.

Esta investigacion tiene por objetivo caracterizar la cascarilla de rambutan
cultivada en el estado de Chiapas, en la region del Soconusco, con relacién a los
compuestos polifendlicos presentes en la misma y los que contengan en el té
extraido de la cascara, mediante la cuantificacion de polifenoles totales debido a
que es una técnica actual y muy eficiente en cuanto al analisis quimico se refiere,
las cantidades de muestra y reactivos que se utilizan son en cantidad minima
comparandolas con otras técnicas que son costosas, tardadas y con menor
eficiencia.

Es por toda esta problematica que esta investigacion se centrara en el estudio de
los compuestos fendlicos como antioxidantes en la cascara de rambutan de la
familia Sapindaceae, que fueron recolectadas en la region del soconusco Chiapas,
en los que se podria considerarse como una alternativa natural que reduciria o
retrasaria la formacibn de especies reactivas del oxigeno (ROS);
mencionando que seria una gran rigueza por sus compuestos antioxidantes.



1.2 HIPOTESIS

La cascara de rambutdn posee compuestos fendlicos que aportan beneficios a la
salud humana al ser consumidos en forma de una infusién (bebida funcional).

1.3 OBJETIVOS

1.3.1) Objetivo general
Extraer, identificar y cuantificar de los compuestos fendlicos mayoritarios
contenidos en la cascara de rambutan, cultivado en la regién soconusco, Chiapas,
para implementarlo en la industria alimentaria con una infusién (bebida funcional).

1.4.1) Objetivos especificos

- Extraer compuestos fendlicos en la cascara del rambutdn en condiciones
de extraccion predeterminadas.

- Determinar el contenido de polifenoles totales por los métodos de Folin-
Ciocalteu y taninos condensados en las fracciones de las muestras.

- Separar e identificar los compuestos fendlicos de la cascara del rambutan
por medio de estudios por cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC).

- Determinar la concentracion de polifenoles totales en una taza de té o
infusion.

2 REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Antecedentes

El rambutan cuyo nombre proviene del vocablo malayo “rambut’ que significa
“pelo”, en referencia a las espinas largas y suaves que cubren la superficie del
fruto, pertenece a la familia de las sapindaceae. Siendo también miembros de esta
familia otros frutales asiaticos como el longan (Dimucarpus longan Lour), el litchi
(Litchi chinesis Sonn) y el mamoncillo (Melicocca bijuga Linn). Sin embargo, el
rambutan es el mas difundido a nivel mundial en las zonas tropicales, debido a su
gran capacidad de adaptacion en una amplia diversidad de suelos. (Luciano et al.,
2006).

El rambutan fue introducido a México en los afios 50’s y 60’s en la region del
Soconusco, como una planta atractiva por sus frutos, pero no fue hasta principios
de los 90’s cuando empieza a tener auge en dicha zona, hasta llegar a ocupar en
la actualidad una superficie aproximada de 200 has, siendo los municipios de



Cacahoatan, Metapa de Dominguez, Huehuetan y Tuxtla Chico los principales
productores.

La regibn del Soconusco se ha caracterizado como una zona altamente
productiva, por lo homogéneo del clima, lo que se hace que se desarrollen
diferentes cultivos, como los ornamentales, hortalizas y frutales, dentro de estos
altimos se encuentra el rambutan, que en conjunto conllevan un fuerte impacto
ambiental, econdémico y social.

El fruto de rambutan tiene una composicion y propiedades que lo hacen
especialmente importante como alimento, sin mencionar sus propiedades
medicinales y terapéuticas. Entre sus propiedades nutritivas figura su alto valor
contenido de vitamina C. Es un fruto practicamente libre de grasas y colesterol. Es
rico en minerales como el hierro y el calcio.

En los dltimos afios se ha convertido en una de las frutas mas atractivas de los
mercados mas importantes del pais. El color atractivo, la apariencia caracteristica
de la fruta, el exquisito sabor de su pulpa, y la relativa rusticidad y capacidad
productiva de los arboles de esta especie, hacen que este cultivo se esté
transformando poco a poco en uno de los cultivos atractivos para los productores
fruticolas de las zonas tropicales hiumedas del pais. (Luciano et al., 2006)

2.2 Ubicacion

2.2.1 Ubicacién de la produccion del rambutan
La region del Soconusco se encuentra dentro de la Provincia fisiografica de la
cordillera centroamericana.
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Figura 1.-Region del Soconusco (INEGI)

Es una regién del estado de Chipas, ubicada en el extremo sur del estado, con
limites con la Republica de Guatemala, asi como las regiones Costa, Sierra y
Fraylesca de Chiapas, y con litoral al Océano Pacifico. (INEGI 2006).



Se localiza entre los paralelos 16°11°'24” — 14°31°48” Latitud y 93°56'24" —
92°04’12” Longitud W y tiene una extension de 9,314.63 Km?. (INEGI 2006).

2.3 Caracteristicas generales del rambutan

El rambutan (Nephelium lappaceum Lappaceum) es considerado como un fruto
exotico, por su escasez y desconocimiento en el mercado, ya que es un fruto de
introduccidn reciente en el pais. Sin embargo, es apreciado como uno de los frutos
mas finos del mundo por su agradable sabor y apariencia, ademas de su alto
contenido de vitamina C, caracteristicas que lo hacen altamente demandando en
los mercados. También ya se comercializa como conserva en Centroamérica y en
sus paises de origen.

Cuadro 1.-Composicion quimica de 100 g de arilo de una fruta de rambutan

componente (g) (mg)

Agua 82.1 C Niacina 0.5 c
Proteina 0.9 v Caroteno 0 c
Grasas 0.3 c Fésforo 0 v
cenizas 0.3 C Calcio 15 C
Glucosa 2.8 b Hierro (0.1, 2.5) b,a
Fructosa 3.0 b VitaminaC 70 C
Sacarosa 9.9 b Tiamina 0.01 c
Almiddn 0 b Riboflavina 0.07 v
Fibras 2.8 b Potasio 140 c
dietéticas

Acido 0.005 b Sodio 2 v
maélico

Acido citrico 0.31 b Magnesio 10 c
Energia 297 KJ b

Fuente: (Tee 1982).

Nota: Un arilo (o arillus) es una cobertura carnosa de ciertas semillas formado a
partir de la expansion del funiculo (punto de unién de la semilla al ovario).



Cuadro 2.-.Composicion quimica en base humeda del arilo del Rambutan

Componente Estado de madurez
% Verde Amarillo | Rojo
Solidos totales | 13.95 1475 |17.10
Proteina 0.40 0.75 0.60
Ceniza 0.40 0.35 0.35
Fibra 0.55 0.55 0.50
Grasa 0.10 0.10 0.10
Acidez 1.70 1.50 1.10
°Brix 16.0 17.75 19.75
p. H 3.25 340 |3.60
Azlcar total 12.90 14.65 16.60
Azucar 4.70 4.95 5.70
reductor

Fuente: (JICA 1999)

2.4 Origen y distribucidn

El rambutan (Nephelium lappaceum L.), es un frutal tropical exético, perteneciente
a la familia sapindaceae, y es nativo de la regiébn de Malasia e Indonesia (Tindall
H. 1994). El rambutan se ha difundido desde tiempos prehistéricos en la mayoria
de los paises tropicales del Sureste de Asia. Sin Embargo, son introducciones de
materiales seleccionados durante el siglo XX, las que han permitido el desarrollo
del cultivo en escala comercial en paises como Malasia, Indonesia, Tailandia
Filipinas, Singapur, entre otros (Aister, M. 2005). El fruto de rambutan presenta
caracteristicas especificas en su sabor que lo hacen atractivo para su consumo en
fresco o de manera procesada. Entre sus componentes nutritivos figuran su alto
contenido de proteinas y vitamina C; ademas presenta cantidades importantes de
minerales como Potasio, Calcio y Magnesio; y carbohidratos como la sacarosa,
glucosa y fructosa (Tindall H. 1994).

A nivel mundial los principales paises productores a nivel comercial de Rambutan
son: Tailandia, Malasia, e Indonesia y a Nivel de auto consumo en otros paises
tropicales. En la siguiente figura se indican los principales paises productores de
rambutan.
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Figura 2.-Superficie cultivada de los principales paises productores.

Fuente: (Tindall 1994)

2.5 Regiones productoras en México

En México, el rambutdn es un fruto poco conocido, a pesar de tener un claro
potencial de desarrollo en las regiones del tropico y en especifico el Soconusco,
gracias a unas condiciones agroecoldgicas favorables para la produccién de este
fruto. El rambutén fue introducido a México en los afios 1950 y 1960. En la region
del Soconusco se cultivan alrededor de 200 ha con plantaciones comerciales; sin
embargo existen huertos de traspatio, calculandose que existen unos 50,000
plantas en produccion, lo que equivaldria a una superficie compactada de 500
hectareas (Vanderlinden et al.,, 2004). Por otra parte, existen pequefas
plantaciones de rambutan en el estado de Tabasco, y Nayarit, cuya tendencia es
incrementar la superficie actual del Rambutan en México.



Cuadro 3.-Cierre de la produccién agricola Rambutan Soconusco, Chiapas.
Ciclicos y Perennes. Riego y Temporal (SIAP-SAGARPA, 2012).

(Ha)

Cacahoatan 45 45
Frontera 24 21
Hidalgo
Huehuetan 18 18
Metapa 30 30
Tapachula 49.5 495
Tuzantan 8 8
TOTAL 174.5 171.5

(Ton) (Ton/Ha)
540 12
168 8
144 8
350 11.67
440 8.89

80 10
1,722.00 10.04

($/Ton)

10,888.89
14,000.00

12,000.00
10,000.00
6,559.36
12,000.00
10,050.01

(Miles de
Pesos)

5,880.00
2,352.00

1,728.00
3,500.00
2,886.12
960
17,306.12

Los rendimientos reportados por SIAP-SAGARPA (2008), son de 9.81 t-ha-1,
mientras que en Tailandia son de 15.81 t-ha-1. En 2008 la produccion de
rambutan en México fue de 865.6 toneladas, con un valor total de 11.10 millones
de pesos (SIAP-SAGARPA, 2008). La aceptacion en los mercados regionales,
nacionales y la cercania con Norte América y Sudamérica estan posicionando al
cultivo como alternativa econémica en zonas fruticolas y cafetaleras del estado de

Chiapas (Pérez y Jurgen, 2004).

2.6 Taxonomia

Reino Vegetal

Clase Dicotiledonea
Orden Sapindales
Familia Sapindaceae
Genero Nephelium
Especie lappaceum L.




2.7 Caracteristicas botanicas

2.7.1 Arbol
Son de porte mediano que alcanzan de 15 a 25 m de altura, de 40 a 60 cm de
diametro, de copa abierta y ramificada. En el caso de arboles injertados, llegan a
medir de 10 a 12 metros altura como méximo (Fraire V., 2001).

En condiciones naturales alcanza una altura de 12 a 20 m de altura en plena edad
productiva, pero en arboles de clones crecen hasta 12 metros de altura, el
diametro del tronco va de 40 — 60 cm de color oscuro o café grishdceo. Las ramas
tienen una forma de crecimiento de corona relativamente compacta, esta cubierta
con numerosas lenticelas. Las ramas secundarias son fragiles y rugosas, con una
pubescencia rojiza.

Las plantas provenientes de semillas tiene habitos de crecimiento erectas, con
troncos rectos y gruesos, de ramas con estructura compactas. Las propagadas
vegetativamente pueden ser erectas o no muy erectas y de formas extensas; los
arboles masculinos comparados con arboles injertados, desarrollan ensanchando
sus angulos y son mas propagados. Los clones son mas cultivados generalmente
porgue son menos Vvigorosos que los obtenidos por plantulas o semillas (Tindall H.,
1994).

2.7.2 Fruto
El fruto de rambutan puede ser de diferente tamafio, calidad y forma; asi pueden
ser ovoides o globosos, con el pericarpio cubierto de espinas blandas de
apariencia pilosa, y pueden ser de color amarillo, anaranjado o rojo. Los frutos
pueden reproducirse de manera libre o agrupada en paniculas de 10 a 20 frutos
suspendidos sobre una rama lefiosa (Pérez R. y Jirgen P.; 2004).

Desde la floracion hasta la cosecha transcurren de 100 a 120 dias: el rambutan en
un fruto no climatérico y debe madurar completamente en el arbol, y cosecharse
cuando el pericarpio cambia de verde a rojo o amarillo. Por lo general los frutos de
la misma panicula maduran al mismo tiempo, pero no forzadamente al mismo
tiempo sobre las ramas o sobre el mismo arbol, dando una cosecha escalonada.

2.7.3 Estructura de la semilla
Las flores del rambutan son estructuralmente bicarpelados, solamente tienen
desarrollado un carpelo, con semillas masculinas. Estas son rectangulares o
elipticas, delgadas de 20 a 35 mm de largo y de 12 a 22 mm de ancho (Tindall H.,
1994).
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2.7.4 Variedades

Cuadro 4.-Caracteristicas de los principales clones de rambutan cultivados en el

mundo.
Variedad
CARACTERISTICA Jit Lee | Binjai 1 R31 R91 R1371 Rongrien 1
Sindnima | Deli Peng Ting | Tau Po Gajah Roengrean
Ching Cheng Mari
Vigor 1 Medio Medio/ Medio Mediof Mediof Mediof
erande erande erande erande
Peso del fruto (g} 1, 2 3055 2-41 22-33 40 -51 40— 45 40— 50
Parte comestible (%) 1 35 41 46 36 45 41
T55 1 2022 1821 22.5 20-23 22-23 1821
Color del pericarpio 1 Naranjafroja, | Naanjafroja Rojas Rosafrojo Ruojo F.ojo oscuro,
espiranetas espiraneles carmesi espirangies
verdes verdes verdes
tamano medio del froto (mm) 3 60440 3 48140 3 65440 3 53436 3
color de espiranetes 3, 2 Verdes 3 Verdes 3 Rojas 3 Verdes 3
grados Brix a la madurez 3 W-2213 18-213 0-233 19-213
Liberacidn de la semilla3.2 Libres 3 Adheridos 3 Libres 3 Libres 3
Tugosidad o frescura del arilo 3 Ambas 3 Fresca 3 Armbas 3 Fresca 3
Peso del anlo g 2
% de arilo 2
Peso fruto sin cliscara & 2
Largo del fruto cm 2
Ancho del fruto cm 2
Peso de la semillag 2
Largo de la sermlla em 2
Ancho de la serulla cm 2
Peso de la cdscarag 2
Grosor de la cdscara em 2
Aliernancia en la produccidn 2
Penodo de floracidn 2
Periodo de cosecha 2
Sabor 2
Espaciamiento por drbol (m) 3 10x 103 10x 103 12x103 12x 103
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Variedad
CARACTERISTICA Chompoo | RI-1332 RI - 148 2 | Silengkeng
RI-104 2 £}
Smdnimo | Seechompoo
Vigor | Peguenio
Peso del frutoig) 1,2 IR =35 2752 2504 2 25932
Parte comestible (%) 1 40
TS5 1 18 - 20
Color del penicarpio 1 Naranja Raojo 2 Rojo 2 Rayo 2
tamaiio medio del fruto (mm) 3 6540 3
color de espiranetes 3, 2 Verdes 3
grados Brix a la madurez 3 19=-213
Liberacidn de la semilla 3.2 Ficil 2 Ficil 2 Ficil 2 Baja 3
Juzosidad o frescura del anlo 3 Jugosa 3
Peso del arilo g 2 11.67 1222 11.32
% de anlo 2 4243 47.1 4365
Peso fruto sin cdscara g 2 13.54 14.62 13.07
Largo del fruto cm 2 4.31 4.22 4
Ancho del fruto cm 2 3.19 am ile
Peso de la sermlla g 2 1.91 2.4 1.74
Largo de la semilla em 2 213 235 214
Ancho de la semilla cm 2 09] .96 0,94
Peso de la cascara g 2 14.01 11.32 12 86
Grosor de Lo cdscara em 2 0.35 (.31 (1.36
Alternancia en la produccidn 2 Poco Poco Poco
alternante altermante alternante

Penodo de (loracion 2 Enero-abnl Enero-abnl Enero-abnl
Penindo de cosecha 2 Junic-agosto | Junio-agosto | Junio-

agaslo
Sabor 2 dulce Dulce Dulce

Cuadro 5.-Caracteristicas de los frutos de rambutan en algunas regiones de
México y Costa Rica.

Municipios del estade de Chiapas, México 2 38 clones de rambutin en la zona
Variables Metapa Huehuetdin ‘Cacahoatin Tuxtla chico sur de Costa Rica 1
Largo del pelo {cm) 1 06=19
Didmetro mayor (cm) 1 32-45
Didmetro menor {cm) 1 27=-4
®Brix 1 1725
Grosor de la semilla 1 1-15
Didgmetro (cm) del fruto 117 140 3121 198
Longitud del fruto (cm) 1, 2 426 411 374 38-571
Peso del fruto (g) 23.10 3032 2735 2498
Didmetro del arilo (cm) 1, 2 2136 259 151 2 63 0d4=161
Longitud del arile (cm}) 334 398 105
Peso del arilo (g) 11.06 1498 13.90 14.06
Color (1: amarille, 5: rojo) 3173 340 154 107
Enfermedades 19% 73% 50% 35%
Insectos 2% 25% 20% %
Frutos chicos pegados 14 19% 10% 8
Color de las espinas y grado de deshidratacidn (0:
fresca, #: deshidratados) 1.13 276 205 0.54
Sabor (1: dulce, 4: acido) 150 234 3 60 239
Jugosidad y carnosidad (1: muy jugoso y camoso,
5: seco) 227 1.60 1.50 257
Adherencia de 1a pulpa (1: ninguna, 5: muy fuerte) 288 2163 240 L7




2.8 Paquete tecnologico alternativo
En la region del soconusco se dispone de un paquete tecnoldgico recomendado
por el INIFAP (campo experimental Rosario lzapa), apoyandose de la
investigacion que a lo largo de 20 afios han desarrollado. Mas aparte se integraron
algunos conceptos e informacion en base a una revision de literatura, destacando
aspectos importantes de manejo.

La propagacion vegetativa de la planta garantiza la produccion de la planta, el
mantenimiento de la calidad del fruto y acelerar la produccién; ante esto el injerto
es una de las mejores alternativas de propagacion (Vanderlinden E., et al., 2004)

2.9 Cosecha
La floracién del rambutan no se presenta al mismo en el arbol y la cosecha se
realiza de forma escalonada, y en huertos de 200 a 300 arboles, la cosecha se
debe hacer tres veces por semana durante el periodo més productivo (Fraire V.,
2001).

La cosecha debe realizarse en las primeras horas de la mafiana o en las horas
frescas de la tarde cuando la temperatura ambiente ha bajado. Las frutas deben
cosecharse con tijeras, haciendo uso de escaleras, ayudandose de bolsas de tela
o de plastico. Es muy importante en esta operacion evitar la caida al suelo y dejar
expuestas las frutas al sol. También, en el caso de usar bolsas o sacos de plastico
para bajar las frutas, es importante no dejarlas mucho tiempo en ellos para evitar
su calentamiento. Luego, los racimos son colocados en canastas plasticas y
llevados a los lugares de empaque para la preparacion y tratamiento (Ramirez T. y
Rafie., 2003).

Durante esta labor, se procura no causar dafio a las ramas; si los frutos se
separan, conviene dejar el pedunculo, evitar golpearlos y no exponerlos al sol, es
aconsejable separarlos por el grado de madurez y eliminar los frutos dafiados o
deformes (Fraire V., 2001).

Los frutos de rambutan son altamente perecederos se almacenan bajo
condiciones normales, lo que hace dificil su comercializacion después de tres dias
de cosechado (Fraire V., 2001).

2.10 Indice de madurez para la cosecha de rambutan
El rambutan es una fruta no climatérica y no continla madurando después que se
ha cosechado, razon por la cual la fruta debe cosecharse cuando ha alcanzado las
Optimas condiciones de calidad comestible y apariencia visual. De otra parte, los
consumidores prefieren los rambutanes cuando han alcanzado su éptimo estado
de desarrollo y composicion quimica interna. Sin embargo, muchos productores
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cosechan las frutas en un estado inmaduro para obtener los precios mas altos, por
no tener las condiciones apropiadas de almacenamiento o por la influencia de los
compradores (Fraire V. 2001).

Los productores generalmente cosechan el rambutan en base a la experiencia
acumulada por varios afios o por la observacion directa del estado de madurez de
la fruta en el campo. Un parametro muy importante y que puede ayudar a definir el
estado de madurez de la fruta es el conteo del numero de dias después de la
floracion. Por ejemplo, en paises como Tailandia, la cosecha entre los 90 y 120
dias de la floracion; en Indonesia, se cosecha entre los 90 y 100 dias y en Malasia
entre los 100 y 130 dias. Sin embargo, el color de la fruta constituye la principal
guia, principalmente cuando se tienen diferentes variedades en la misma finca.
Normalmente las frutas tienen una aceptable apariencia para el mercado entre los
16 y los 28 dias después del inicio del cambio de color (de verde al color definitivo
de madurez de la variedad al nivel de la cascara y los espinaretes) (Ramirez T., y
A. Rafie, 2003).

La desuniformidad en la madurez de la fruta, en un arbol o en un racimo,
constituye un problema al momento de la cosecha porque obliga el productor a
realizar varias cosechas, alargando el tiempo de cosecha e incrementando los
costos de produccion (Ramirez T., y A. Rafie, 2003).

Sin embargo, es bueno considerar que varias cosechas permiten una mejor
distribucion de la oferta, evitando tener un exceso de fruta en el pico de
produccion (Ramirez T., y A. Rafie, 2003).

2.11 Conservacion de la fruta
Con el propésito de estudiar la mejor forma de conservacion de la fruta. Se
evaluaron algunos materiales para el empaque y efecto de diferentes
temperaturas sobre la calidad de la fruta. La conclusion del estudio indica que las
bolsas de polietileno no perforadas mantuvieron a la fruta con mejor apariencia y
calidad de consumo después de nueve dias de almacenamiento a 15 ° C (Ramirez
T.,y A. Rafie, 2003).

Las pérdidas de peso de las frutas después de cosechadas, pueden reducirse si
los frutos se cubren con cera, si son empacados con aserrin o almacenados en
camaras frias a 10 ° C con 70-95% de humedad relativa y en sacos de polietileno
cerrados (Fraire V.; 2001).

Ademas para una temperatura superior a los 30 °C es preferible usar bolsas
perforadas principalmente si los frutos son tratados con Benomyl (100 ppm), antes
de ser empacados, de esta forma los frutos se comercializan durante 12 dias en
bolsas de polietileno cerradas; y 10 dias en bolsas perforadas (Fraire V.; 2001).

Las frutas deben empacarse, enfriarse y enviarse al mercado de distinto
inmediatamente después de la cosecha para que lleguen a su destino en un buen
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estado. Tiempos largos entre la cosecha y el empaque causan pérdidas de agua y
disminuyen drasticamente la calidad. Las facilidades de empaque deben
arreglarse linealmente e incluir tanques con agua en circulacion, esponjas para
secado de la fruta y mesas de seleccién y empaque. Generalmente no se utilizan
fungicidas para el tratamiento de las frutas, si no cloro a una concentracién de 100
ppm gue se mezcla en los empaques de agua (Fraire V., 2001).

Al llegar a la empacadora, los racimos de frutas deben colorarse con cuidado en
los tanques con agua y luego, se separan las frutas de los racimos con tijeras,
dejando una seccion de 1 cm del péndulo para evitar la deshidratacion y la entrada
de bacterias u hongos en la fruta.

Las frutas pequefias, de color no uniforme, con signo de dafos de insectos,
enfermedades o con dafios mecanicos deben eliminarse en este punto. Aqui cabe
mencionar que es preferible clasificar las frutas por tamafio, antes de colocarlas en
el tanque de agua. Por ello, se considera oportuno, tener dos secciones en el
tanque: una para las frutas grandes y otra para las frutas pequefias. Los tanques
deben ser rectangulares y largos y de un minimo de 30 cm de profundidad para
gue haya un constante flujo de frutas. Se recomienda tanques de fibra de vidrio,
los cuales son faciles de mantener limpios y pueden ser movidos a otros lugares,
pero deben tener paredes lisas para no causar dafios mecanicos a las frutas. El
tanque debe tener, en un extremo, una entrada de agua con presion que permite
un movimiento hacia el otro extremo opuesto para que la fruta se mueva
lentamente. Generalmente, se considera que la fruta necesita un tiempo de 5 a 10
minutos sumergida en el agua para bajar su temperatura, remover el polvo e
insectos. Al llegar al final del tanque, las frutas se remueven y se dejan escurrir en
cestas de plastico. Luego se colocan sobre una mesa cubierta con una esponja y
un plastico claro. Aqui se recomienda pasarlas bajo una corriente de aire para
terminar de secarlas, teniendo el cuidado de no producir un exceso de secado que
podria deshidratarlas (Ramirez T., y A. Rafie, 2003).

2.12 Enfriamiento y almacenamiento
Como el rambutan es una fruta no climatérica, no se produce un incremento en la
respiracion y produccion de etileno después de la cosecha. El rapido enfriado de la
fruta ayuda a prolongar la calidad: las condiciones éptimas de almacenamiento
son de 10 a 12 ° C, con 85 a 95% de humedad relativa. El uso de aire forzado por
2 a 3 horas remueve el calor de campo si las cajas son paletizadas verticalmente,
con orificios de ventilacion compatibles. Después del enfriamiento, las cajas deben
colocarse en cuartos frios de almacenamiento. Si se utilizan cuartos frios normales
para el enfriamiento, las cajas deben colocarse de manera que el aire frio circule
por cada caja. Con este método el enfriamiento toma entre 8 a 12 horas.
Preferiblemente el rambutan cosechado debe enviarse al mercado de destino el
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mismo dia. El enfriamiento es recomendado si la fruta se queda una noche antes
del envié (Ramirez T., y A. Rafie, 2003).

2.13 Transporte

El transporte de la finca o empacadora al aeropuerto debe ser en carros
refrigerados, si la fruta ha sido preefriada. En todos los casos la fruta debe de
estar protegida del viento, lluvia y sol. Los envios aéreos son hechos en
contenedores y paletas. Es importante mencionar que las frutas antes de ser
embarcadas o después de ser descargadas deben colocarse sombra o en cuartos
frios antes de realizar otro movimiento (Ramirez T., y A. Rafie, 2003).

Para el mercado nacional y regional, se recomienda también que las frutas se
transporten en camiones refrigerados por las altas temperaturas ambientales de la
zona y el sobrecalentamiento dentro de las cajas cerradas de los contenedores,
considerando la alta susceptibilidad de las frutas de rambutéan a ser dafiadas por el
calor (cambio de color y pérdida de peso) (Ramirez T., y A. Rafie, 2003).

2.14 Condiciones para exportar
Los frutos destinados al mercado internacional son empacados en cajas de carton,
conformadas por un fondo y una tapa. La caja integrada mide 34 kilogramos de
fruta por caja. El empaque se realiza de la siguiente forma (Pérez R., y Jiurgen.,
2004).

1.- Se coloca en el fondo de la caja una tira de papel de china color blanco de 30
cm de ancho por 70 cm de largo, de tal manera que los extremos de la tira de
papel salgan a ambos lados de la caja.

2.- Inmediatamente se colocan en forma alineada los frutos, con una previa
inspeccién ocular para evitar algun tipo de basurilla, frutos dafiados y deterioros.

3.- Una vez llena la caja se coloca encima de los frutos otra tira de papel de 34 x
30 cm, y sobre esta se coloca un segundo nivel de frutos, de la misma forma que
el primer nivel.

Cuando se ha concluido con las dos capas de frutos, se tapa la caja con los
extremos de la tira de papel sobrantes y posteriormente se tapa con la tapa de la
caja (Pérez R., y Jirgen., 2004).
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3 COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fendlicos son compuestos quimicos que se encuentran
ampliamente distribuidos en las frutas y vegetales. Originan una de las clases mas
importantes de metabolitos secundarios en plantas, en su mayoria derivados de la
fenilalanina y en menor cantidad de la tirosina (Lopez, 2008). Estos compuestos
constituyen un amplio grupo de sustancias, presentes en las plantas con
diferentes estructuras quimicas y actividades metabdlicas. Existen mas de 8,000
compuestos fendlicos identificados (Shahidi y Nazk, 1995).

Los compuestos fendlicos estan relacionadas con la calidad sensorial de los
alimentos de origenes vegetales, frescos y procesados. Actualmente este grupo
de compuestos fotoquimicos es de gran interés nutricional por su contribucion al
mantenimiento de la salud humana (Clifford, 1992).

Ademas los compuestos fendlicos intervienen como antioxidantes naturales en los
alimentos, por lo que la obtencién y preparacion de productos con un alto
contenido de estos compuestos supone una reduccion en la utilizacion de aditivos
antioxidantes, pudiendo incluso englobarlos dentro de los llamados alimentos
funcionales. Desde un punto de vista nutricional, esta actividad antioxidante se
asocia con su papel protector en las enfermedades cardiovasculares y el cancer
(Barrera et al., 1995; Posada et al., 2003).

El comportamiento antioxidante de los compuestos fendlicos parece estar
relacionado con su capacidad para quelar metales, ya sea manteniendo o
incrementando su actividad catalitica o reduciéndolos (Decker, 1997).

Se pueden clasificar estructuralmente estos compuestos de acuerdo al Cuadro 6,
la mayoria de los cuales se pueden encontrar en las frutas, siendo estos una
excelente fuente de polifenoles mayor a las verduras (Macheix et al., 1990),
siendo la mejor fuente algunas bebidas como el vino tinto, café y té (Scalbert y
Williamson., 2000).

Cuadro 6.- Principales clases de compuestos fendlicos presentes en frutos.

Atomos de Estructura Clase Ejemplo Fruto
carbono Basica (Ejemplo)

7 Ce—C1 Acido hidroxibenzoico | p— hidroxibenzéico | Fresa

9 Ce—Cs Acido hidroxicinamico | cafeico Manzana
Cumarinas scopolina Citricos

10 Cs—Cs Naftoquinonas Juglona Nuez

13 Ce—Ci1—Cs Xantonas Mangiferina Mango

14 Ce—C2—Cs Estilbenos Resveratrol Uva

15 Ce—C3—-Cs Flavonoides quercetina, Cereza
Isoflavoncides cianidina Frijol de soya
Ligninas daidzeina Frutos con hueso.
Taninos

Fuente: (Macheix et al. 1990).
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Solo algunos polifenoles se consideran importantes en los alimentos y en la misma
alimentacion, estos compuestos son el &cido gélico, sindptico, ferulico,
cafeico, p—cumarico, y sus derivados asi como los flavonoides y sus
glucésidos . Las antocianinas y flavonoles son pigmentos importantes en una gran
variedad de frutas y verduras. (Lee, 1992).

Algunos de los efectos de los polifenoles en la calidad de los alimentos son los
siguientes (St-Onge, 2005):

1. Causan astringencia indeseable en algunas frutas y deseable astringencia 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 juegan un papel
importante.

3. La formacién de precipitados en jugos de manzana, cervezas y Vinos se
atribuye a la interaccion de proteinas y polimeros fendlicos.

4. El desarrollo de decoloracion café debido a la oxidacion de sustancias fendlicas
mediante enzimas polifenolasas.

La identificacién, cuantificacién 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 anti cancerigenas,
antiinflamatorias, antivirales, antialérgicas, proteccion contra enfermedades del
corazén y propiedades antioxidantes ya que retardan los cambios oxidativos en los
alimentos, mejorando asi la calidad y el valor nutricional de estos. Todos estos
efectos en la salud atraen la atencién de incorporar éstos compuestos a los
productos alimenticios. (Maeda Y amamoto et al., 1999).

3.1 Compuestos bioactivos en alimentos vegetales

En el reino vegetal podemos distinguir cuatro grandes grupos de compuestos
fitoquimicos: sustancias fendlicas, sustancias terpénicas, sustancias azufradas y
sustancias nitrogenadas (alcaloides). De estos cuatro grupos, son los tres
primeros los que tienen mayor importancia como constituyentes delas frutas y
hortalizas y los alimentos derivados con relevancia en la alimentacion humana y
los polifenoles son los que se encuentran de forma general en todos los alimentos
de origen vegetal. Los compuestos nitrogenados suelen ser biologicamente muy
activos, pudiendo dar lugar a problemas de toxicidad aun en cantidades muy
bajas. Por esta razon, en general, los programas de mejora y seleccion de
vegetales se han dirigido a tratar de reducir el contenido en estos compuestos
potencialmente toxicos (es, por ejemplo, el caso del alcaloide solanina presente en
la patata.

Las sustancias fendlicas o polifenoles constituyen un grupo muy numeroso de
sustancias que incluyen familias de compuestos con estructuras diversas, desde
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algunas relativamente simples, como los derivados de &cidos fendlicos, hasta
moléculas poliméricas de relativamente elevada masa molecular, como los taninos
hidrolizables y condensados. Los polifenoles pueden ser divididos en varios
subgrupos atendiendo a su estructura bésica. Los flavonoides, con estructura
bésica C6-C3-C6, incluyen a las antocianinas, los flavonoles y flavonas, las
flavanonas, chalconas y dihidrochalconas, las isoflavonas y los flavan-3-oles. Otro
subgrupo importante es el de los fenil propanoides que incluye los derivados de
acidos hidroxicinamicos (cafeico, ferulico, sinapico, p-cumarico). También tienen
importancia los estilbenoides (resveratrol) y los derivados del benzoico (acido
galico y elagico, etc.). Solo de flavonoides y se conocen mas de 5,000 compuestos
diferentes en la naturaleza. Muchos compuestos fendlicos son en parte
responsables de las propiedades organolépticas de los alimentos de origen
vegetal y por tanto tienen importancia en la calidad delos mismos. Asi, entre éstos
hay pigmentos como las antocianinas, responsables de los tonos rojos, azules y
violaceos caracteristicos de muchas frutas (fresas, ciruelas, uvas, etc.), hortalizas
(berenjena, lombarda, rabano, etc.) y del vino tinto, o los flavonoles, de tonalidad
crema-amarillenta, que estan presentes principalmente en las partes externas de
frutas y hortalizas. Hay polifenoles que tienen sabor amargo, como determinadas
flavanonas de los citricos (naringina de los pomelos, neohesperidina de las
naranjas amargas) o la oleuropeina en aceitunas. Las proantocianidinas (taninos
condensados) y los taninos hidrolizables confieren astringencia a los frutos y
algunos fenoles sencillos, tienen importancia en el aroma de determinadas frutas,
como el eugenol en los platanos. Los derivados de acidos hidroxicinamicos, estan
presentes en frutas, hortalizas y alimentos derivados, y en algunos casos
constituyen los polifenoles mayoritarios; aunque no tienen un impacto directo
sobre las caracteristicas organolépticas de los alimentos que los contienen,
indirectamente pueden afectar de modo negativo a la calidad si son oxidados por
las enzimas oxidativas que se encuentra naturalmente en los tejidos vegetales, y
dan lugar a la formacién de polimeros pardos que imparten al producto un aspecto
no siempre deseable (Tomas y Espin 2000).

Desde el punto de vista de su actividad biolégica muchos polifenoles tienen
propiedades captadoras de radicales libres, lo que les confiere actividad
antioxidante, que podria estar relacionada con la prevencion de enfermedades
cardiovasculares y de algunos de cancer. Existen también sustancias con
actividad estrogénica (fitoestrégenos), como las isoflavonas, los lignanos y el
estilbeno resveratrol, mientras que otros, como los taninos, son capaces de fijar
metales y proteinas, lo que afecta a la biodisponibilidad de éstos y puede estar en
el origen de algunos efectos inespecificos (por ejemplo, antimicrobianos), o
prevencion de enfermedades neurodegenerativas (Tomas y Espin 2000).
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3.2 Estructura quimica y clasificacién
Los tres grupos mas importantes en los que se dividen los compuesto fendlicos
son: flavonoides, acidos fendlicos y polifenoles. Quimicamente los fenoles y
polifenoles pueden ser definidos como substancias que poseen un anillo aromatico
con uno o mas grupos hidroxilo, incluyendo a sus derivados funcionales.

Las plantas y alimentos contienen una amplia variedad de derivados fenolicos
incluyendo fenoles simples, fenilpropanoides, derivados del acido benzoico,
flavonoides, estilbenos, taninos, lignanos y ligninas; ademas los fenoles unidos a
una cadenas larga de &cidos carboxilicos son componentes de la suberina y de la
cutina; estas substancias son esenciales para el crecimiento y la reproduccion de
plantas. Dentro de otras propiedades que se les confiere a los fenoles son la
funcion de antibidticos, uso como pesticidas naturales, agentes protectores de los
rayos UV y aislados con las paredes celulares (Shahidi, F. y Naczk, M. 1995).

Lo anterior ha generado el interés de estudiar y cuantificar los compuestos y la
generacion de metabolitos a partir de los grupos fendlicos, midiendo su capacidad
antioxidante entre otras propiedades (Gil et al., 2002).

3.3 Fenoles, acidos fendlicos y acidos fenilacéticos
Los fenoles simples como el fenol, cresol, timol y resorcinol estan ampliamente
distribuidos entre todas las especies vegetales. Igualmente, los acidos fendlicos
como el galico, vainillinico, p-hidroxibenzoico, y los aldehidos como la vainillina,
también son abundantes en plantas superiores y helechos. Por el contrario, existe
poca informacién en la literatura cientifica sobre los acidos fenilacéticos en los
vegetales

Los acidos fendlicos presentan generalmente actividad antioxidante en frutas,
verduras y otras plantas (Zheng y Wang, 2001). En el cuadro 7, se muestran
algunos alimentos, con sus respectivos radicales.

Cuadro 7. Radicales de algunos &cidos fendlicos

Acido Nombre cientifico Radical 1 Radical 2 Radical 3
p -Hidroxibenzoico 4-Hidroxibenzoico H OH H
Protocatecoico 3,4-Dihidroxibenzoico OH OH H
Vainillinico 4-Hidroxi-3-Metoxibenzoico OCH; OH H
Siringico 3,5-Dimetoxibenzoico OCH; OH OCH,
Galico 3,4,5-Trihidroxibenzoico OH OH OH

Shahidi y Naczk (2004)

3.4 Acidos cinamicos, cumarinas e isocumarinas
Los acidos cinamicos (cafeico, ferulico, p-cumarico y sinaptico) se encuentran
raramente libres, ya que por regla general, se hallan presentes en forma de
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derivados. Asi por ejemplo, el acido cafeico se encuentra esterificado con el acido
quinico como acido clorogénico, isoclorogénico, neoclorogénico vy
criptoclorogénico. Las cumarinas e isocumarinas se encuentran generalmente en
forma de glicésidos, mientras que los cromonoles son menos conocidos y se
forman a partir de las antocianidinas entre el incremento del pH del medio
(Martinez et al., 2000).

3.5 Lignanos y neolignanos
Los lignanos, otra subclase de polifenoles bioloégicamente activos, tienen un
puente de cuatro carbonos y dan origen a muchas y diferentes estructuras
quimicas presentes en la naturaleza (Sarria, 2005).

Estos son metabolitos de plantas de bajo peso molecular formados por el
acoplamiento oxidativo de unidades de hidroxifenilpropano, las cuales se unen
mediante puentes de hidrogeno. Los lignanos constituyen monoémeros y dimeros
del &cido hidroxicinAmico y también del alcohol cinamico, propenilbenceno y
alibenceno. El termino lignano se aplica cuando el compuesto esta formado a
partir de uniones entre acido y/o el alcohol, mientras que cuando se unen las
moléculas de propenilbenceno y/o alibenceno la molécula resultante se denomina
neolignano (Martinez et al., 2000).

3.6 Taninos
Muchos flavonoides de los alimentos se polimerizan en las propias plantas o como
resultado del procesado de los alimentos. Estos polimeros se conocen como
taninos, los cuales son responsables de precipitar algunas proteinas y alcaloides
para convertir la piel del animal en cuero (Sarria, 2005).

Los taninos son compuestos fendlicos hidrosolubles con un peso molecular
comprendido entre 500 a 300 Da (Daltons, unidad de masa atomica). Estos
compuestos contienen un numero importante de grupos hidroxilos entre otros
grupos funcionales, siendo capaces de unirse a proteinas y otras macromoléculas
(Martinez et al., 2000).

Los taninos se clasifican en dos grupos hidrolizables y no hidrolizables o
condensados, estos ultimos tienen como ndcleo central a un glucésido (un alcohol
polihidrico como la glucosa)y grupos hidroxilo que se encuentran esterificados
parcial o completamente ya sea con el acido galico o el acido hexahidroxidifénico,
formando los galotaninos y elagitaninos respectivamente (Chung et al., 1998). Los
taninos condensados también llamados proantocianidinas constan de unidades
monomeéricas de flavonos ligados por medio de carbono-carbono y uniones éter.
Se han identificado quince clases de proantocianidinas (catecina y sus polimeros),
prodelfinidinas (galocatecina y sus derivados) y propelargonidinas (afselecina y
sus polimeros) o sus mezclas. En estos taninos, las unidades monoméricas estan
primariamente unidas por medio de uniones 4 — 6 0 4 — 8 carbono-carbono
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(union B), o por medio de las uniones 4 — 8 carbono-carbono y 2 — 7 uniones
aisladas en plantas no alimenticias o constituyendo compuestos menores en
algunos alimentos. Los taninos pueden variar desde dimeros hasta grandes
polimeros. Se encuentran en una amplia variedad de alimentos como manzanas,
bayas, chocolate, vinos rojos, frutos secos y otros (Sarria, 2005).

Una segunda clase de taninos presentes en alimentos son los derivados que se
forman principalmente bajo condiciones enzimaticas oxidativas y atmosféricas o
durante el procesamiento de los alimentos, como por ejemplo lo que se
encuentran en vinos rojos, té y café. A causa de la complejidad de los
compuestos, ha sido dificil utilizar una estricta denominaciéon quimica y con
frecuencia se les han asignado nombres populares (Clifford, 1992). De los té
oolong y negro se derivan las teoflavinas y derivados del flavanol. La caracteristica
de las teoflavinas es un anillo de siete miembros.

Otra clase de taninos en los alimentos, constan de acido gélico o &cido elagico, al
que esterifica un poliol no aromatico, como el azlUcar o el acido quinico. En esta
clase de taninos, también pueden producirse otras uniones (C-C o C-O-C), para
formar dimeros y complejos superiores, que tienen varios grados de resistencia a
la fractura quimica. Se ha demostrado el efecto de la mejora en las caracteristicas
sensoriales de los vinos, derivado de la accion de los taninos hidrolizables (Sarria,
2005).

3.7 Flavonoides

En la Figura 5 se presentan algunos compuestos bioactivos de tipo flavonoides
presentes en alimentos, también denominados fitonutrientes. Son una subclase de
los polifenoles que se caracterizan por poseer estructuras C6-C3-C6 y dos o mas
anillos aromaticos, y por tener cada uno, al menos un hidroxilo aroméatico y
conectar con un puente de carbono. Para los flavonoides, este puente consta de
tres carbonos que se combinan con un oxigeno y dos carbonos de uno de los
anillos arométicos (anillo A) para formar un tercer anillo de 6-miembros (anillo C).
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Figura 5.- Produccién de flavonoides y estilbenos a partir de fenilpropanoides.
Adoptado de Shahidi y Naczk (2004).

Existen también dimeros de flavonoides, denominados diflavonoides (Sarria,
2005). En general los flavonoides que contienen multiples grupos hidroxilo tienen
mayor actividad antioxidante que los &cidos fendlicos contra los radicales libres
peréxidos. Sin embargo el flavonoide glicosidasa posee una baja capacidad
antioxidante (Zheng y Wang, 2001).
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En el cuadro 8 se presenta el contenido en flavonoides y taninos de algunos
alimentos. En general estos datos muestran que una porcion de frutas de
manzanas o arandanos, de chocolate negro y de vino rojo tienen un contenido, de
moderado alto, en flavonoides y/o taninos (Sarria, 2005).

Figura 7.- Estructura general y numeracion de los flavonoides de alimentos.
Adaptada de Shahidi y Naczk (2004).

Cuadro 8.Flavonoides y taninos contenidos en algunos alimentos

Alimento Proantocianidinas  Antocianidinas  Flavan-3-oles  Flavonoles Flavanonas Tearubiginas
Arandano 131 82 ] 3 - -
Brocali Crudo - - 0 3 -
Chocolate negro 165 - 24 - - -
Manzana con piel 147 - 13 6 -
Naranja, zumo - - - =1 28 -

Té negro, infusién - - [ 10 - 116
Té verde, infusion - - 304 12 - 3
Vino blanco 223 - Jal2 - - -
Vino rojo 772103 9a405 10a20 10 - -

Adoptado de Serria (2005)

3.8 Papel en enfermedades cardiovasculares y
cerebrovasculares

Durante los ultimos 25-30 afios, se han llevado a cabo diferentes estudios
epidemiologicos en diferentes paises en un intento de evaluar el efecto de los
habitos dietéticos en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares. Estos
estudios han examinado la dieta de individuos en la década de los sesenta y han
registrado la mortalidad por infarto de miocardio durante los 25 afos siguientes.
En uno de estos estudios, utilizando técnicas analiticas modernas, se ha evaluado
el promedio de la ingesta de flavonoides y otras sustancias fendlicas en 16 grupos
que participaban en el conocido como Estudio de los Siete Paises.
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En un estudio reciente se ha confirmado que las personas con mayor ingesta de
quercetina (un flavonol muy abundante en cebollas, pero también presente en
manzanas, té, vino y muchas otras frutas y hortalizas) tienen menor tasa de
mortalidad por infarto de miocardio, y la incidencia de enfermedades
cerebrovasculares fue menor en aquellas personas con un mayor consumo de
kaempferol (abundante en brécoli y en muchas frutas y hortalizas), naringenina y
hesperetina (muy abundantes en citricos) (Knekt et al.,2002).

Otros estudios epidemiologicos han puesto de manifiesto una relacion directa
entre el consumo de té y las enfermedades cardiovasculares. En estos casos
también se ha considerado que los efectos antioxidantes de los flavonoides del té,
que incluyen la prevencion del dafio oxidativo del LDL, estan entre los
mecanismos potenciales que pueden estar detras de este efecto protector (Kris-
Etherton y Keen 2002). Otros posibles mecanismos que se han sugerido para
estos efectos beneficiosos incluyen la atenuacion de los procesos inflamatorios en
la aterosclerosis, una reduccion de la trombosis, la promocion de una funcion
normal del endotelio, y un bloqueo de la expresion de las moléculas que controlan
la adhesioén celular. Los flavonoides del chocolate y del té (flavan-3-oles) también
tienen un efecto antioxidante in vitro e in vivo aumentando la capacidad
antioxidante del plasma y la reactividad de las plaguetas. Los datos disponibles
parecen indicar que 150 mg de estos flavonoides (cantidad presente en una taza
de té de 235 mL hervida durante 2 min) son suficientes para producir un rapido
efecto antioxidante en el plasma y cambios en la prostaciclina in vivo (Kris-
Etherton y Keen 2002).

Sin embargo, las evidencias sobre el papel de los flavonoides en la prevencién de
enfermedades cardiovasculares es todavia motivo de conflicto. En un estudio
reciente se ha estudiado la asociacion entre la ingesta de flavonoides del té y la
incidencia de infarto de miocardio en la poblacién holandesa. Los resultados han
indicado que la ingesta de flavonoles (quercetina + kaempferol + miricetina) esta
inversamente asociada con el infarto de miocardio fatal, s6lo cuando se comparan
los de mayor ingesta con los de menor ingesta. En este estudio se concluye que
una mayor ingesta de flavonoides puede contribuir a la prevencién primaria de las
enfermedades cardiacas isquémicas (Geleijnse et al., 2002).

3.9 Papel en el cancer
Los mecanismos a través de los que las sustancias fitoquimicas de los alimentos
ejercerian su actividad anticarcindgena y preventiva de enfermedades no estan
aun definitivamente establecidos en la mayoria de los casos. En estudios de
laboratorio o con animales experimentacion se han puesto de manifiesto efectos y
actividades biologicas muy variadas, como cabe esperar para un grupo tan amplio
y diverso de estructuras quimicas. Asi, hay sustancias que poseen propiedades
antioxidantes y neutralizadoras de radicales libres, otras que influyen sobre los
procesos de diferenciacion celular, aumentan la actividad de enzimas relacionados
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con la destoxificacion de carcindbgenos (enzimas de Fase Il), bloquean la
formacién de nitrosaminas cancerigenas, actian sobre el metabolismo de los
estrogenos, modifican el medio colonico (flora bacteriana, composicién de acidos
biliares, pH, volumen fecal), preservan la integridad de las células, ayudan a
mantener los mecanismos de reparacion del ADN, aumentan la apoptosis (muerte
controlada) de las células cancerigenas o disminuyen la proliferacion celular
(CEBAS 2003).

3.10 Actividad antioxidante de los compuestos fendélicos.
A lo largo de los afos, algunos beneficios han sido atribuidos a los
compuestos fendlicos, y un gran numero de estudios han sugerido que el
consumo de frutas y verduras pueden reducir el riesgo de enfermedades
cardiovasculares y de céancer, potencialmente a través de la actividad
biolégica de los compuestos fendlicos asi como de las vitaminas como
antioxidantes (Proteggente et al. 2003). Por lo que los polifenoles pueden
prevenir a la oxidacion lipidica, la mutacion del DNA y el dafio del tejido (Figura 8).

30, H0, LH

. Formacion
Fendlicos-===ecccaacatoccaccacaaa..

. . , Inactivacién
02", Hx0,, '0,, LOOH, LO', L', LOO %02 LiL,

( Especies Reactivas del Oxigeno) LOH, H0

Fendlicos

Lipido Proteina DNA

Fendlicos

Dario del Tejido

Figura 8.- Consecuencias de las ERO en enfermedades y el papel preventivo de
los polifenoles

Fuente; Shahidi y Naczk, 2004.
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Un antioxidante es un compuesto quimico que halldndose presente a bajas
concentraciones con respecto a las de un sustrato oxidable, retarda o previene la
oxidacion de dicho sustrato. Igualmente se definen como compuestos que
protegen el sistema celular de efectos potencialmente perjudiciales en los
procesos que puedan causar una oxidacion excesiva (Posada et al., 2003).

Se producen reacciones de oxidacion cuando un atomo o grupos de atomos ceden
electrones, y para cada oxidacion existe la correspondiente reduccion que conlleva
la adicion de electrones. La actividad antioxidante es aquella que permite
neutralizar los atomos de oxigeno. El atomo de oxigeno en estado libre tiene 4
pares de electrones y se torna inestable cuando pierde un electrén. El radical libre
es un atomo de oxigeno con 7 electrones, que al quedar libre toma un electrén de
la membrana de un tejido corporal y produce otro radical libre. Esto resulta en una
cascada de oxidaciones en todos los tejidos corporales (Imeh y Khokhar, 2002).

Los compuestos antioxidantes poseen la facultad de proteger a las células contra
el dafio oxidativo, el cual provoca envejecimiento y enfermedades degenerativas,
tales como el cancer, enfermedades cardiovasculares y diabetes.

En el organismo existen sistemas biolégicamente activos conocidos como
antioxidantes que actian para proteger y contribuir al equilibrio fisioldgico
garantizando la vida. Los estudios epidemiol6gicos, experimentales y clinicos han
demostrado que los antioxidantes proveen una eficiencia biolégica en la
prevencion y en la disminucién de los efectos negativos de las enfermedades
producidas por el estrés oxidativo (Posada et al., 2003).

Los antioxidantes deben estar presentes en el organismo en una concentracion
suficiente que permita prevenir la acumulacion de elementos prooxidantes, estado
conocido como estrés oxidativo. El antioxidante al reaccionar con el radical libre le
cede un electrén, oxidandose a su vez y transformandose en un radical libre débil
no toxico, que en algunos casos como el de la vitamina E, puede regenerarse a su
forma primitiva por la accién de otros antioxidantes (Posada et al., 2003).

Un radical libre es una molécula que en su estructura atdbmica presenta un electrén
no apareado, altamente reactivo y que genera una reaccion REDOX. Los radicales
libres son altamente inestables y generan reacciones en cadena. (Cano y Arnao,
2004).

Algunos ejemplos de tipos de radicales libres son los siguientes:

v" Oxido nitrico ( NO)

Superoxido (Oze-)

Hidroxilo (HO-)

Peroxihidrilo ( HOO-)

Peroxilo (RO¢)

Peréxido de hidrogeno (genera HO-)

ASENENENEN
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Las reacciones de oxidacion que causan estos radicales libres, son una de las
causas de enfermedades crénicas degenerativas. Algunas enfermedades
asociadas a los radicales libres son: arterioesclerosis, diabetes melllitus,
envejecimiento, cancer, enfermedades respiratorias, hepatopatias, artritis,
enfermedades inflamatorias crénicas del intestino, entre muchas otras mas
(Fennema, 1985; Abeysinghe et al., 2006).

Un antioxidante es una sustancia que tiene las siguientes caracteristicas:

e Hallandose presente a bajas concentraciones respecto a las de un sustrato
oxidable, retarda o previene la oxidacion de dicho sustrato.

e Previene la formacion de radicales libres en cantidades perjudiciales par a
el organismao.

e Estimula los mecanismos de reparaciéon endogena al dafio causado por el
ataque de radicales libres.

e Suministra entidades quimicas que aumentan la capacidad enddgena de
secuestro de radicales libres.

Los cambios en la oxidacién de los alimentos son los responsables de la pérdida
del sabor debido a la formacion de compuestos que reducen la calidad sensorial y
nutricional de éstos (Middleton y Kandaswami 1994; Matthaus, 2002).

Para evitar estos cambios, en la industria de alimentos, normalmente se utilizan
antioxidantes sintéticos, tales como el butil hidroxianisol (BHA), y butil
hidroxitolueno (BHT), que han sido muy utilizados en los alimentos par a prevenir
la oxidacion, sin embargo, el uso de éstos antioxidantes esta siendo limitado
debido a que se ha encontrado que son toxicos y que tienen efectos cancerigenos
en el ser humano. Por esta razon, los antioxidantes naturales han despertado gran
interés, ya que pueden remover o atrapar los radicales libres. Los antioxidantes
naturales como los flavonoides, taninos, cumarinas, fenoles y terpenoides, se
encuentran en diversas frutas, vegetales, hojas, semillas y aceites (Pereira y
Mancini, 1994, Bur low, 1990).

Para poder comprender mejor la actividad fisiologica de los fendlicos, se debe
tener en cuenta que la capacidad antioxidante varia en funcion del grupo de
compuestos estudiados y de su solubilidad en fase acuosa o lipidica. Asimismo, la
gran diversidad de métodos empleados proporciona diferentes resultados dificiles
de comparar. Para solventar este problema en la mayoria de los estudios
cientificos en los que se valora la actividad antioxidante, ya sea de compuestos
puros o de extractos vegetales, se utiliza el Trolox (a4cido 6-hidroxi-2,5,7 S-
tetrametilcroman-2-carboxilo), como patron, sustancia que se caracteriza por ser
un analogo hidrosoluble de la vitamina E (Owen et al., 2000). Todas las clases de
fenoles han demostrado ser antioxidantes potentes, como se muestra en el aceite
de oliva, relacionandolo con la actividad anti cancerigena (Owen et al., 2000).
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A los compuestos fendlicos se les ha atribuido actividades farmacoldgicas y
médicas relacionadas con la prevencion y/o mejora del estado de salud,
destacando sus efectos vasodilatadores, anticarcinogénicos, antiinflamatorios,
bactericidas, estimuladores de la respuesta inmune, antialérgicos, antivirales,
efectos estrogénicos e inhibidores de la fosfolipasa A2, de la cicloxigenasa,
lipoxigenasa, glutation reductasa y xantina oxidasa (Jiang y Dusting 2003).

Estudios epidemiologicos han demostrado que la dieta que incluye compuestos
fendlicos provenientes de plantas reduce el riesgo de enfermedades coronarias
del corazdn. La actividad antioxidante e hipolipidémica de estos compuestos
tienen importantes funciones en la prevencion de la oxidacion lipoproteica y en
lesiones arterioscleroticas. Los compuestos fendlicos tienen efectos
antiinflamatorios incluyendo la inhibicion del proceso de adicién de la molécula
citosina y quemoquina y supresion suave de la actividad muscular entre otros
efectos pro-inflamatorios. Sin embargo la evidencia terapéutica de los beneficios
de estos compuestos es aun dispersa (Jiang y Dusting 2003).

Los alimentos de origen vegetal, poseen una gran diversidad de compuestos
fendlicos, que pueden significar una fuente natural de antioxidantes como los
flavonoides, otros como las antocianinas que mejoran las caracteristicas
sensoriales de color en los alimentos procesados y los taninos que contribuyen a
mejorar los padecimientos de origen cardiovascular. La importancia de consumir
estos productos como parte de la dieta, beneficiara a la poblacién debido a los
antioxidantes que poseen los grupos fendlicos. Con base a lo anteriormente
expuesto, es importante continuar con las investigaciones relacionadas con
aspectos quimicos, estudios sobre la biodisponibilidad y los efectos in vivo de los
diferentes compuestos fendlicos presentes en la gran diversidad de alimentos
endémicos de México.

3.11 Medicion de la actividad antioxidante
La actividad antioxidante no puede ser medida directamente, pero puede
determinarse por los efectos del compuesto antioxidante en un proceso de
oxidacion controlado. Segun Clarkson, (1995), la medicion de una muestra
oxidante, pueden usarse intermediarios o productos finales para valorar la
actividad antioxidante.

La actividad antioxidante de una muestra no puede ser determinada basandose
solo en un ensayo de prueba. En la practica se realizan muchos modelos de test in
vitro (cuadro 9) para evaluar la actividad antioxidante de la muestra de
interés; sin embargo, es necesario considerar que los modelos presenten
diferentes variaciones puede dificultar un poco la comparacién de los
resultados entre un meétodo y otro.
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Con base a las reacciones quimicas, la gran mayoria de los ensayos para
determinar de capacidad antioxidante pueden ser divididos en dos categorias: (1)
Ensayos basados en la reaccion por transferencia de atomos de hidrégeno (HAT)
y (2) Ensayos basados en la reaccién por transferencia de electrones (ET)
(Huang et al., 2005).

Cuadro 9.Clasificaciébn de los modelos de ensayo in vitro segun su modo
de reaccion ET o HAT

ENSAYO CATEGORIA
Acido 2,2"-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico (ABTS™)
1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH") Ensayos basados en
Poder de reduccién antioxidante del hierro (FRAP) la transferencia de
NN- dimetil-p-fenilendiamina (DMPD) electrones (ET)
Capacidad de reduccidn antioxidante del cobre (CUPRAC)
Capacidad de absorcidn del radical exigeno (ORAC) Ensayos basados en
Pardmetro antioxidante de captura de radicales (TRAP) la transferencia de
Inhibicén de la oxidacidn del dcido linoleico dtamos de
Inhibicidn de la oxidacién de los lipide de baja densidad (LDL) hidrégeno (HAT)

Los ensayos basados en la transferencia de electrones (ET) involucran una
reaccion redox con el oxidante como un indicador del punto final de reaccion. La
mayoria de los ensayos basados en HAT monitorean una reaccion cinética
competitiva, generalmente estan compuestos de un generador de radical libre
sintético, una prueba molecular oxidable y un antioxidante. Los ensayos
basados en HAT y ET fueron desarrollados para medir la capacidad de atrapar
radicales libres, en lugar de la capacidad preventiva antioxidante de una
muestra (Huang et al.,, 2005). En la figura 9 se muestran las reacciones
especificas para los ensayos basados en la transferencia de electrones y en la
transferencia de atomos de hidrégeno.

Ensayos ET

Oxidante & prov.eni.ente del - Oxidapte Antioxidante
(prueba) antioxidante reducido oxidado

Ensayos HAT

ROO’ + AH —————————=» ROOH + A

A + ROO —0 & ROOA

Figura 9.-Mecanismos de reaccion por transferencia de electrones y
transferencia de atomos de hidrégeno (Huang et al., 2005)
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3.12 Contenido de fenoles totales por el reactivo de Folin-
Ciocalteu (F-C)

El ensayo de Folin-Ciocalteu (F-C) es un método comunmente utilizado en
el area de agroquimica e industrias alimenticias, por su simplicidad, por la
disponibilidad comercial del reactivo y por ser un procedimiento vya
estandarizado (Singleton et al., 1999). Inicialmente, fue aplicado al analisis de
proteinas tomando como ventaja la actividad del reactivo frente al residuo de
proteina, tirosina (que contiene un grupo fenol). Muchos afios después este
ensayo se extendi6 al andlisis de fenoles totales en vino y desde entonces se le ha
encontrado muchas aplicaciones.

El reactivo de F-C utiliza un mecanismo de reaccion de oxidacion/reduccion,
gue no es especifico para fenoles. De hecho, el ensayo de F-C mide la capacidad
para reducir el reactivo de acido fosfomolibdico/fosfotungstico a un complejo azul
gque es monitoreado espectrofotométricamente, donde el molibdeno es
reducido en el complejo y se da la reaccidn de transferencia de electrones entre el
Mo(iv) y el reductor como se muestra en la figura 10 (Huang et al., 2005). EIl
método implica la oxidacion de fenoles en solucién alcalina por el
heteropolianion molibdotungstofosforico amarillo y la medicién colorimétrica del
molibdotungstofosfato azul resultante. Este complejo azul tiene su méaxima
absorcién dependiendo de su composicién fendlica, ademas del pH de las
soluciones implicadas (Cicco et al., 2009).

Mo (Vl) + e” (reductor) . Mo (V)

Figura 10.- Reaccion de transferencia de electrones con el reactivo de
FolinCiocalteu (huang et al., 2005).

En el ensayo F-C original, se usa el buffer de carbonato para ajustar el pH y el
punto final de reaccion se alcanza a los 120 min aproximadamente a
temperatura ambiente. Aunque es un tiempo demasiado extenso y dificulta la
implementacion de un analisis de rutina, aun es utilizado por algunos
investigadores. En diferentes trabajos se ha variado concentracion del
reactivo, alcalinidad y temperatura, buscando una reduccion significativa del
tiempo necesario para llegar a un estado estacionario. Magalhdes et al., (2010)
adapt6 el método, en el cual se varia la alcalinidad, al reemplazar el buffer de
carbonato por una solucién de hidréxido de sodio logrando disminuir el tiempo de
reaccion a 4 min y conseguir resultados altamente confiables. Al final se
debe tener muy presente la concentracion alcohdlica en la mezcla, puesto que
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segun Singleton et al., (1999) el incluir solventes diferentes al agua en las
muestras, algunas veces puede interferir la formacion de la solucion azul.

4 DETERMINACION E IDENTIFICACION DE FLAVONOIDES

4.1 Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)
En la deteccion de flavonoides por HPLC analitico generalmente se utilizan
sistemas de elucién binarios, con un solvente polar acuoso acidificado con:
acido acético, acido formico, acido fosférico, acido perclérico y un solvente
organico menos polar como metanol y/o acetonitrilo posiblemente acidulado
(Merken et al., 2000) variando las condiciones segun el tipo de flavonoide y en su
gran mayoria las corridas se hacen con una columna de ODS (RP-18 o Cjsg).

En gran parte su deteccion esti basada en la absorcion UV-Vis y una sola
longitud de onda no es ideal para todas las clases de flavonoides, puesto que
estos muestran maximos de absorcion a diferentes longitudes de onda. Es muy
comun el uso de un detector de arreglo de diodos DAD (el cual permite la
cuantificacion simultdnea a diferentes longitudes de onda) (Matilla et al.,
2000).

4.2 Extraccion de compuestos (solido-liquido)

Muchas sustancias biolégicas, asi como compuestos inorganicos y organicos, se
encuentran como mezclas de diferentes componentes en un soélido. Para separar
el soluto deseado, o eliminar un soluto indeseable de la fase sélida, ésta se pone
en contacto con una fase liquida. Ambas fases entran en contacto intimo y el
soluto o los solutos se difunden desde el sélido a la fase liquida, lo que permite
una separacion de los componentes originales del solido. Este proceso se llama
lixiviacion liquido—so6lido, o simplemente, lixiviaciébn. La operacion unitaria se
puede considerar como una extraccion. Cuando la lixiviacién tiene por objeto
eliminar con agua un componente indeseable de un solido, 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-solido (Geankoplis, 1998).

En la lixiviacibn de materiales solubles del interior de una particula por accion de
un disolvente, el proceso general consiste en los siguientes pasos: el disolvente se
transfiere del volumen de solucién a la superficie del sdlido. Después, dicho
solvente penetra o se difunde en el sélido. El soluto se disuelve en el disolvente.
Entonces, el soluto se difunde a través de la mezcla de sélido y disolvente hasta la
superficie de la particula. Finalmente, el soluto se transfiere a la solucién general.
Los numerosos fendmenos que se presentan en este proceso hacen poco practico
y casi imposible aplicar una teoria definida a la accion de lixiviacién. En general,
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la velocidad de transferencia del disolvente de la solucion genera la superficie del
sélido es bastante rapida y la velocidad hacia el interior del sélido puede ser rapida
o lenta. (Geankoplis, 1998).

La velocidad de difusion del soluto a través del sélido vy la del disolvente hasta la
superficie del sdlido, 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 concentracion del disolvente, la temperatura del medio, el tiempo de
contacto, el nimero de extracciones, la proporcion solido-disolvente, entre otros.

La extraccion solido-liquido tiene gran importancia en un gran nimero de procesos
industriales. En metalurgia, en la industria farmacéutica y en la industria
alimenticia. Muchos productos organicos naturales se separan de sus estructuras
originales mediante lixiviacién. Por ejemplo 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 algodén 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 ver
daderas operaciones de lixiviacion (Geankoplis, 1998).

5 TE O INFUSION
Como té se entiende a la bebida obtenida de las infusiones de las hojas de la
planta Camellia sinensis. Esta definicibn se extiende a otras especies no
relacionadas con esta, llamado simplemente infusion. Entre estos podemos citar a
la cascara del fruto del rambutan como una infusion.

Una infusion es una hierba obtenida de las hojas secas, y/o frutos a las cuales se
les vierte o se los introduce en agua a punto de hervir. Los principales compuestos
con actividad biolégica presentes en estas bebidas son los polifenoles, los cuales
son un conjunto heterogéneo de moléculas que comparten la caracteristica de
poseer en sus estructuras varios grupos bencénicos sustituidos por grupos
hidroxilos (Apak et al.,, 2007). Los polifenoles se consideran constituyentes
importantes en la dieta del humano ya que su consumo provee efectos positivos a
la salud.

El té es la bebida popular y es la segunda mas consumida a nivel mundial
después del agua, con un consumo per capita de 120 mL/dia (Katiyar y Mukhtar,
1996).
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5.1 Papel delos flavonoides del té en la proteccion

cardiovascular

El té es una de las bebidas mas antiguas, y es la segunda mas consumida por
detras del agua. Aunque existen muchas variedades, es el té verde el que
contiene mayor cantidad de derivados polifendlicos gracias a su método de
fabricacion: las hojas no son sometidas a un proceso de fermentacion, por lo que
contienen mayor cantidad de antioxidantes. De los polifenoles totales del té, el
59,9 % lo constituyen las catequinas. Las catequinas (flavanoles) tienen dos
nucleos fendlicos (A y B) que estan unidos por tres atomos de carbono que forman
parte, junto con un a&tomo de oxigeno, del anillo C. Los carbonos 2 y 3 del anillo C
son asimétricos y segun la posicién espacial de los sustituyentes del C3, las
catequinas pueden ser enantidmeros (+) o (-). Se han definido ocho catequinas
diferentes, siendo las mayoritarias el (-) —galatodeepigalo catequina (EGCG) y (+)-
galocatequina (GC), que representan el 51,8% de las ocho catequinas (Williamson
y Manach 2005).

La composicion del té puede variar segun la especie, el medio de cultivo, la
estacion del afio y edad de la planta. Por ejemplo, en el té verde las catequinas
representan un 80-90% de los flavonoides, mientras que en el té negro esta
proporcién es de 20-30%. En general, las hojas mas jévenes tienen menos
catequinas. La forma de preparar la infusion también influye, ya que temperaturas
elevadas producen una disminucién de la concentraciéon de catequinas, por lo que
es preferible dejar enfriar el agua antes de introducir las hojas del té. Las
catequinas del té verde son solubles en agua, por lo que el grado de extraccion de
éstas depende del tiempo de contacto de las hojas con el agua.

En cuanto a la biodisponibilidad de las catequinas, diversos estudios sefialan que
la leche que en ocasiones es afiadida al té, contrarresta los efectos saludables de
las catequinas, probablemente porque la caseina de la leche quelan las
catequinas, sin embargo los resultados son contradictorios (Reddy et al., 2005).

6 ALIMENTOS FUNCIONALES

6.1 Origen del concepto de alimento funcional

El término Alimento Funcional fue propuesto por primera vez en Japén en la
década de los 80’s con la publicacion de la reglamentacion para los "Alimentos
para uso especifico de salud" ("Foods for specified health use” o FOSHU) y que se
refiere a aquellos alimentos procesados los cuales contienen ingredientes que
desempefian una funcion especifica en las funciones fisiologicas del organismo
humano, mas alla de su contenido nutrimental. Los alimentos de este tipo son
reconocidos porque llevan un sello de aprobacion del Ministerio de Salud y
Bienestar del gobierno japonés. Algunas de las principales funciones son las
relacionadas con un Optimo crecimiento y desarrollo, la funcion del sistema
cardiovascular, los antioxidantes, el metabolismo dexenobioticos, el sistema
gastrointestinal, entre otros (Palou y Serra 2000).
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En los paises occidentales la historia de este tipo de alimentos se remonta a las
primeras practicas de fortificacion con vitaminas y minerales, asi como también a
la practica de incluir ciertos componentes en los alimentos procesados con el
objeto de complementar alguna deficiencia de la poblacion. La busqueda de
terapias alternas para algunas enfermedades, el envejecimiento de la poblacion
mundial, los avances en la tecnologia, asi como los cambios reglamentarios de
diversos paises han provocado un gran interés en el desarrollo de los alimentos
funcionales alrededor del mundo. En opinion de los expertos, muchas de las
enfermedades cronicas que afligen a la sociedad de un modo particular (cancer,
obesidad, hipertension, trastornos cardiovasculares) se relacionan de un modo
muy estrecho con la dieta alimenticia (Jones, P. 2002).

En la actualidad, se observa una clara preocupacion en nuestra sociedad por la
posible relacién entre el estado de salud personal y la alimentacién que se recibe.
Incluso se acepta sin protesta que la salud es un bien preferentemente controlable
a través de la alimentacion, por lo que se detecta en el mercado alimentario
marcada preferencia por aquellos alimentos que se anuncian como beneficios
para la salud. Las técnicas de investigacion en el campo de la epidemiologia y la
dietética permiten establecer ciertas relaciones entre los estilos de vida y los
hébitos alimentarios, a la vez que es posible destacar la incidencia de algunas
enfermedades en la mortalidad de la sociedad occidental. Algunos trabajos
cientificos han puesto de relieve que ciertos ingredientes naturales de los
alimentos proporcionan beneficios y resultan extraordinariamente Utiles para la
prevencion de enfermedades e incluso para su tratamiento terapéutico (Bello,
J.2000).

6.2 Términos relacionados
La oferta de nuevos alimentos que reportan alguan beneficio para la salud aparece
por primera vez en la década de los afios 60°s. Desde entonces surge en el
mercado un nuevo tipo de alimentos disefiados para ser incluidos en dietas muy
estrictas exentas degluten, bajas en sodio, pobres en calorias, etc.

Ademas, estos alimentos comienzan a recibir nombres tan variados que surge la
necesidad de uniformar la terminologia empleada (Vasconcellos J. 2000). Los
términos mas empleados son:

Alimento funcional: (Functional food): Cualquier alimento en forma natural o
procesada, que ademas de sus componentes nutritivos contiene componentes
adicionales que favorecen a la salud, la capacidad fisica y el estado mental de una
persona. El calificativo de funcional se relaciona con el concepto bromatol6gico de
"propiedad funcional", o sea la caracteristica de un alimento, en virtud de sus
componentes quimicos y de los sistemas fisicoquimicos de su entorno, sin
referencia a su valor nutritivo. En Europa se define alimento funcional a "aquel que
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satisfactoriamente ha demostrado afectar benéficamente una o mas funciones
especificas en el cuerpo, mas alla de los efectos nutricionales adecuados en una
forma que resulta relevante para el estado de bienestar y salud o la reduccion de
riesgo de una enfermedad” (Roberfroid M. 2000).

Aunque el término alimentos funcionales no es una categoria de alimento
legalmente reconocida por la Administracion de alimentos y Drogas (FDA) de los
Estados Unidos, recientemente sucedieron algunos cambios legislativos acerca de
la informacion que deben contener las etiquetas de los productos relacionados con
beneficios funcionales de los alimentos. Las regulaciones e la NLEA (Ley de
Etiquetado y Regulacion Nutricional) y de la DSHEA (Ley de Suplementos
Dietéticos Salud y Educacion) se encaminan a preparar el camino legal en que se
debe fundamentar el uso de estos productos (Vasconcellos J. 2000). La posicion
oficial de la U.S. Food & Drugs Administration (FDA) es: "Las sustancias
especificas de los alimentos pueden favorecer la salud como parte de una dieta
variada" (Bello J. 1995). La asociacion respalda la investigacion de los beneficios y
riesgos de estas sustancias, los profesionales de la dietética seguiran trabajando
con la industria alimentaria, y el gobierno para asegurar que el publico tenga
suficiente informacioén cientifica precisa en este campo en surgimiento.

Por su parte, la Asociacibn Americana de Dietistas (ADA), reconoce el papel
potencialmente benéfico de los alimentos funcionales al enfatizar que estos
alimentos "...deben ser consumidos como parte de una dieta variada, en una
forma regular y a niveles efectivos” (American Dietetic Association. 1999),
definicion que lo delimita definitivamente del término alimento nutracéutico como
se vera posteriormente.

Finalmente, en México, aunque el término de alimentos funcionales se utiliza
familiarmente entre la comunidad cientifica a la fecha no hay leyes que
reglamenten especificamente el uso de estos alimentos.

Producto nutracéutico: (Nutraceutical): Cualquier producto que pueda tener la
consideracion de alimento, parte de un alimento, capaz de proporcionar beneficios
saludables, incluidos la prevencion y el tratamiento de enfermedades (Astiasaran
et al, 1999). El concepto de alimento nutracéutico ha sido recientemente
reconocido como "aquel suplemento dietético que proporciona una forma
concentrada de un agente presumiblemente bioactivo de un alimento, presentado
en una matriz no alimenticia y utilizado para incrementar la salud en dosis que
exceden aquellas que pudieran ser obtenidas del alimento normal” (Zeisel S.
1999).

Alimentos disefiado: (Designer food): Alimento procesado, que es suplementado
con ingredientes naturales ricos en sustancias capaces de prevenir enfermedades.
Este término se utiliza frecuentemente como sindnimo de alimento funcional.
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Productos fitoquimicos: (Phytochemical): Sustancias que se encuentran en
verduras y frutas, que pueden ser ingeridas diariamente con la dieta en cantidades
de gramos y muestran un potencial capaz de modular el metabolismo humano
(Astiasaran y Martinez 1995). Ya que los alimentos funcionales generalmente son
de origen vegetal, se utilizaban indistintamente ambos términos, sin embargo
actualmente se consideran como alimentos funcionales también a los
microorganismos probioticos y en este concepto no estarian incluidos.

6.3 Alimentos en el mundo

Actualmente existen muchos alimentos funcionales en el mundo. En el cuadro se
presentan algunos ejemplos de componentes de alimentos funcionales (Hasler C.
2000). Siendo Estados Unidos uno de los paises que tiene muy claro el objetivo de
los alimentos funcionales para llegar a prevenir enfermedades en la poblacién, por
ejemplo, resulta facil encontrar barras de cereales destinadas a mujeres de
mediana edad, suplementadas con calcio para prevenir la osteoporosis, 0 por
proteina de soya para reducir el riesgo de cancer de mama y con acido fdlico, para
un corazébn mas sano, panecillos energizantes y galletas adicionadas con
proteinas, zinc y antioxidantes.

En Europa se utilizan rétulos que indican "Valor aumentado”, asi como en
Alemania se comercializan golosinas adicionadas con vitamina Qi Yy vitamina E.
En ltalia las géndolas de los supermercados ofrecen yogures con omega 3 y
vitaminas y Francia ofrece azlcar adicionada con fructo-oligosacaridos para
fomentar el desarrollo de la flora benéfica intestinal (Bello J. 1995).
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Cuadro10.Principales componentes funcionales

Clase/Componente Origen Beneficio potencial
Carotenoides
Beta caroteno Zanahoria Neutraliza los radicales libres que

podrian dafar a las células

Luteina

Vegetales verdes

Contribuye a una vision sana

Licopeno

Tomate

Podria reducir el riesgo de cancer
de prostata

Fibras dietéticas

Fibra insoluble

Céscara de trigo

Podria reducir el riesgo de cancer
de colon

Beta glucano

Avena

Reduce el riesgo de enfermedad
Cardiovascular

Acidos grasos

Omega 3, éacido graso
DHA

Aceites de peces

Podrian reducir el riesgo de enf.
Cardiovascular y mejorar
funciones mentales y visuales

Acido linoléico

Queso, productos
Carnicos

Podrian mejorar la composicion
corporal, podrian reducir el riesgo
de ciertos tipos de cancer

Flavonoides

Catequinas Té Neutraliza radicales libres, podria
reducir el riesgo de cancer
Flavonas Citricos Neutraliza radicales libres, podria

reducir el riesgo de cancer

Esteroles vegetales

Ester etanol

Maiz, soya, trigo

Reduce los niveles de colesterol
Sanguineo

Prebiéticos/Probiodticos

Fructooligosacaridos

Achicoria, cebolla

Podria mejorar la salud
gastrointestinal

Lactobacilos

Yogurt

Podria mejorar la salud
gastrointestinal

Fitoestrégenos

Isoflavonas con

Alimentos con soja

Podrian reducir los sintomas de la
menopausia

(Alicia Alvidrez et al., 2002)
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7 MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realizé en el laboratorio de Nutricién y Alimentos de
la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, Asi como en los laboratorios del
Departamento de Investigacion en Alimentos (DIA), de la Facultad de Ciencias
Quimicas de la Universidad Autbnoma de Coahuila, ubicados todos en la Ciudad
de Saltillo, Coahuila, México.

7.1 Desarrollo experimental

Comprar y lavar frutas

Pesado y pelado

| Cascara

Fraccion comestible

Extraccion de compuestos de la

cascara
Cuantificacion de Separacion y
compuestos cuantificacion de
fendlicos compuestos por HPLC
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7.2 Materia prima
Las frutas de Rambutan (Nephelium Lappaceum) se compraron en la central de
Abastos de la Ciudad de Comitan, Chiapas, México.

7.3 Acondicionamiento del material del fruto en estudio
Las frutas se lavaron con agua, se pesaron, se retiraron las cascaras y se
deshidrataron en una estufa de secado a 60 °C por un tiempo de 48 horas, luego
se procedid a moler las cascaras ya secas en un molino del laboratorio de
Nutricion y Alimentos, Thomas-Wiley modelo 4 Arthur H. Thomas Company
(Philadelphia, PA, U.S.A). Posteriormente se almacenaron en frascos de vidrios de
250 mL (figura 11).

Figura 11.-Molinoy frascos con muestra

7.4 Etapa l: Obtencion del extracto
Se hizo una extraccion de la muestra por filtracion para obtener el extracto crudo
(Figura 12), en una relacién Masa/ Volumen, el cual fue utilizado para realizar las
determinaciones posteriores.

Se pesaron 20 gr de la muestra y se pusieron en 100 mL de agua a 60 ° C por 30
minutos, agitando cada 5 minutos hasta alcanzar los 30 minutos. Luego se
procedio a filtrar la muestra con una tela y hacer una percolacion en un vaso de
precipitado (figura 12).
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Figura 12.- Obtencién del extracto crudo.

7.5 Etapall: Determinaciones de azucares totales y
reductores

7.5.1 Azucares totales (Dubois 1959)
La concentracion de azUcares totales se determiné a través de una curva de
calibracion de la absorbancia en funcion de la concentracién, para la cual se
prepard una dilucion 1: 200 utilizando sacarosa (1,000 ppm) como estandar.

Como blanco para las lecturas se utiliz6 agua destilada aplicandole el mismo
tratamiento. Para la aplicacion del método Dubois (Método Fenol-Sulfarico), se
mezclaron 1 mL de muestra a dilucion 1/100, con 2 mL de fenol al 5% (2.5 gr en
50 mL de H,O) en tubos digestores y se colocaron en una gradilla sumergida en
un bafio de agua fria. A los tubos se les afiadieron 1 mL de H,SO4, se dejaron
reposar por 15 min., y luego se puso a hervir por 5 minutos y se analizaron en un
espectrofotometro (Genesys 10vis) a una longitud de onda de 480 nm.

Datos

Se utilizé una solucién patron de sacarosa (1,000 pm) En el cuadro 11 se muestra
las cantidades de volumen de solucién de sacarosa, agua destilada y la solucion
Fenol Sulfato necesarias para la realizacion de las 5 soluciones y el blanco (que
es la referencia de 0 para la toma de absorbancia en el espectrofotometro), para
proceder a la toma de datos en el espectrofotometro.

Cuadro 11. Datos para la preparacion de la curva patrén

Solucién 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Madre (mL)
Agua 1 0.8 0.6 0.4 0.2 0
Destilada(mL)
Fenol 2 2 2 2 2 2
Sulfato (mL)
Volumen total 3 3 3 3 3 3
(mL)

44



7.5.2 Azucares reductores (Miller 1959)
Segun el método Miller, para la aplicacion del método DNS se necesita preparar el
reactivo DNS, disolviendo 0,8 g de NaOH en agua destilada, luego se adicionan
15 g de tartrato de sodio y potasio tetra hidratado y 0.5 g de DNS (&cido 3,5-
dinitrosalisilico).

Esta mezcla se afora a 50 mL con agua destilada, la concentracion de azucares
reductores se determina utilizando una curva de calibracion absorbancia en
funcién de concentracion. Para obtener esta curva se prepar6 una dilucion 1:400,
utilizando fructosa como estandar. A estas solucion se les aplicé el método DNS y
se leyo la absorbancia de cada una de ellas en un espectrofotémetro (Genesys
10vis) a una longitud de onda 540 nm. Una vez construida la curva patron se
aplico el método DNS a cada una de las muestras, para lo cual se mezclaron 0.5
mL de cada una con 0.5 mL del reactivo DNS, se colocaron a ebullicion por 5
minutos en bafio de maria e inmediatamente se detuvo la reaccion con bafio de
agua y hielo por 2 minutos. Se reconstruyeron las muestras con 5 mL de agua
destilada, se agitaron, se dejaron en reposo por 15 min, y se determind su
absorbancia a 540 nm. El mismo tratamiento se realizd para el blanco con agua
destilada. Leyendo la absorbancia de cada una de las muestras en la curva patrén
se determind la concentracion de azucares reductores.

Datos

Se utiliz6 una solucion patrén de fructosa. En el cuadro 12 se muestra las
cantidades de volumen de solucién de fructosa, agua destilada y solucion DNS
necesarias para la realizacién de las 5 soluciones y el blanco (que es la referencia
de 0 para la toma de absorbancia en el espectrofotémetro), para proceder a la
toma de datos en el espectrofotometro.

Cuadro 12.Datos para la preparacion de soluciones.

Tubo 0 1 2 3 4 5
Solucién 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Madre

(mL)

Agua 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1 0
Destilada

(mL)
D.N.S (mL) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Volumen 1 1 1 1 1 1
Total (mL)
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7.6 Determinacion del contenido fendlico

7.6.1 Cuantificacién de polifenoles hidrolizables por el método Folin-
Ciocalteu (Makkar 1993)
En esta prueba se hicieron diluciones en base a la cantidad de solidos presentes y
con la finalidad de que las muestras tuvieran concentraciones bajas y pudieran ser
leidas por el espectrofotometro en la cuantificacion de polifenoles. Se empleo la
formula C,V;=C,V,, para el célculo de las concentraciones donde
Ci=Concentraciéon 1, V;=Volumen 1, C,=Concentracion 2 y V,= Volumen 2.

Se determind la técnica de cuantificacion de polifenoles hidrolizables por el
método de Folin-Ciocalteu descrita por Makkar (1992).

La cuantificacion de compuestos fendlicos se logro usando el reactivo de Folin-
Ciocalteau (FC). Se colocaron 400 pL de la muestra dilucion 1:80 en 3 tubos para
tener 3 repeticiones. Posteriormente se afiadieron 400 uL del reactivo de Folin-
Ciocalteu, se agito y se dejé reposar por 5 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente se colocaron 400 pyL de carbonato de sodio Na,CO3 (0.01 M), se
agito y se dejé reposar por 5 minutos a temperatura ambiente. Por ultimo la
mezcla fue diluida con 2 mL de agua destilada, la absorbancia de las muestras
se ley6 a 750 nm, comparandola contra un blanco que contenia la mezcla de
reactivos disueltos en agua. Se hizo una curva de calibracién preparada con
acido galico.
Cuadro 13.Curva de calibracion (Ac. Galico)

Concentracion ppm  Solucion Madre (Ac. Gdlico)  Agua

0 0 pL 400 pL
100 80 pL 320 pL
200 160 pL 240 pL
300 240 pL 160 pL
400 320 pL 80 pL
500 400 pL 0 pL

] \ -
| )]
i
l . <\ ) ——

e

Figura 13.-Determinacion de polifenoles hidrolizables
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7.6.2 Cuantificacion de polifenoles condensados

En la cuantificacion de polifenoles condensados, se tomaron 500 pL de la
muestra dilucion 1:100, en 3 tubos para tener 3 repeticiones. Posteriormente Se
colocaron 3 mL HCI- terbutanol 1:9. Posteriormente se colocé 0.1 mL reactivo
Ferrico, se cerraron tubos y se calentaron por 1hora en bafio hirviendo a 100 ° C.
Por dltimo se dej6 enfriar a temperatura ambiente. La absorbancia de las
muestras se leyd a 460 nm, comparandola contra un blanco que contenia la
mezcla de reactivos disueltos en agua. Se hizo una curva de calibracion
preparada con catequina.

Cuadro 14.Curva de calibracién (Catequina)

0 0 pL 500 pL
100 100 pL 400 pL
200 200 pL 300 pL
300 300 pL 200 pL
400 400 pL 100 pL
500 500 pL 0 L

- mmmm
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Figura 14.- Determinacion de Polifenoles condensados

7.7 Etapa IV: Purificacién de la muestra en cromatografia de

columna
Para la purificacion de la muestra se utiliz6 Amberlita modelo XAD-16. Se empaco
a la columna las Amberlita, luego se agregd la muestra a la columna.
Posteriormente se purifico con agua hasta obtener un liquido mas claro. Por ultimo
se purifico con etanol, para obtener la muestra pura que es de interés.
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Se obtuvieron diferentes fracciones acuosas y etanolicas las cuales son: Fraccién
acuosa, Fraccion acuosa 2, Fraccion acuosa 3, Fraccion etanol 1, Fraccion etanol
2 y Fraccion agua/etanol.

Figura 15.-Fracciones de la purificacion en cromatografia de columna.

7.8 Etapa V: Separacion e identificacion de compuestos de las
fracciones puras de la cascara de rambutan en estudio

HPLC.

La Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) ha sido una herramienta muy
atil para la identificacion de compuestos fendlicos en frutas, vegetales y plantas.
Usualmente se utilizan sistemas de elucion binarios con un disolvente acuoso
acidificado polar, como puede ser acido acético, acido perclorico, acido fosférico, o
acido féormico (disolvente A), y un disolvente organico menos polar como el
metanol o acetonitrilo, acidificado (disolvente B) (Ding et al., 2001).

En este analisis se incorporaron los viales con la muestra purificada de cascara de
rambutan al equipo HPLC.

sinn B " ]

Figura 16.- Equipo HPLC (Cromatdégrafo liquido de alta resolucion)
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7.9 Etapa VI: Pruebas cualitativas.
7.9.1 Terpenos: prueba Liebermann-Burchard
Para esta prueba se tomaron 100 pL de muestra dilucién 1:100, disuelta en una
solucion etanolica 10 % y 20 pL del reactivo, se agitaron las muestras y se
observan los cambios de coloracion. Si en una hora cambia entonces se tendra los
siguientes colores: Azul verde- esteroides y Rojo violeta o morado- terpenos.

7.9.2 Alcaloides: prueba de Warner
En esta prueba se tomaron 100 pL de muestra dilucién 1:100, disuelta en etanol
10 % y 20 puL del reactivo, adicionado con 20 pL de HCI. Si se forma un
precipitado floculento cobre-marrén tiene alcaloides.

7.10 Etapa VIII: Aprovechamiento de la cascara de rambutan
para implementarlo en la industria alimentaria como una
infusion (bebida funcional).

Para el aprovechamiento de cascara se penso en una infusion (bebida funcional),
de acuerdo a la legislacion de los antioxidantes alimentarios. Basados en el Codex
Alimentarius, Normativa sobre antioxidantes en la Union Europea (UE), Normativa
sobre los antioxidantes en los Estados Unidos y Normativa de antioxidantes en
Japon.

De acuerdo a esta legislacion se pretendié establecerla una dosis adecuada y no
sobrepasarse mas de lo permitido, realizando los célculos adecuados de los
polifenoles totales obtenidos de la muestra para hacer la concentracion de la
infusion.

Con el proposito de tener una medida en la ingesta de antioxidantes se planted
que para una infusion y con los datos disponibles parecieron indicar que 150 mg
de flavonoides (cantidad presente en una taza de té de 235 mL de agua hervida
durante 2 min) son suficientes para producir un rapido efecto antioxidante en el
plasma y cambios en la prostaciclina in vivo (Kris y Keen 2002).

8 ANALISIS SENSORIAL

8.1 Evaluacién sensorial de la infusion
Se realizé una prueba heddnica para las tres concentraciones de la infusion que
se determinaron mediante los polifenoles totales calculados de la muestra.

El analisis sensorial ha demostrado ser un instrumento de gran eficacia para el
control de calidad y aceptabilidad de un alimento. El analisis sensorial se ha
definido como una disciplina cientifica usada para medir, analizar e interpretar las
reacciones percibidas por los sentidos de las personas hacia ciertas
caracteristicas intrinsecas de un alimento como son su sabor, olor, color y textura,
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que son los indicadores organolépticos de aceptacién o rechazo de un producto,
por lo que el resultado de este complejo de sensaciones captadas e interpretadas
son usadas para medir la calidad de los mismos. La valoraciéon sensorial es util
ademas para el control del proceso, tanto como adaptacion del alimento a su peffil
final, como para realizar modificaciones o correcciones; permitiendo obtener
condiciones para conseguir datos que posteriormente seran tratados
estadisticamente. Con lo cual se realizé la evaluacién sensorial con 26 jueces
semientrenados de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, en las
instalaciones del laboratorio de Evaluacion Sensorial del Departamento de Ciencia
y Tecnologia de Alimentos, como se muestra en la figura 18.

Las muestras partieron de 1 gramo para poder obtener los valores en peso de la
muestra que se necesitan para 10, 100 y 190 mg de polifenoles al dia, como se
muestra en el Cuadro 15, esto basandose en la legislacion de los antioxidantes
alimentarios.

La prueba que se aplico fue una prueba hedonica con una escala de nueve
puntos. El disefio del experimento fue en bloques completamente al azar. Los
resultados obtenidos se analizaron con el paquete estadistico JMP versién 5.0.1

aplicando un analisis de varianza y en caso de existir diferencia significativa
se realizd la prueba de Tukey para comparacion de medias.

Cuadro 15.Valores de concentracion para la infusion de cascara de rambutan

10 1
100 2
190 3

Figura 17.- Panelistas evaluando la infusion
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9 RESULTADOS Y DISCUSION
9.1 Cuantificacidén de azucares totales y reductores

9.1.1 Cuantificacion de azucares totales

El contenido de azlcares totales se determiné aplicando el método Dubois (1959),
utilizando sacarosa como estandar. En la Figura 18 puede verse la curva patrén
construida para cuantificar los azucares totales y en el cuadro 16 los resultados
para la muestra, las cuales fueron diluidas para su lectura y luego multiplicadas
por el factor de dilucion. Estos resultados indican que la concentracion de
azucares totales que se encuentra en la cascara de rambutan, tiene una
concentracion elevada.

1.8

1.6 y = 0.0016x + 0.0059
R?=0.9978

1.4

1.2

1
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Figura 18.- Curva para cuantificar los azucares totales.

Cuadro 16.Cantidad de azulcares totales presentes.

Extracto de cascara de rambutan 0.662 + 0.021

Los resultados muestran que la concentracion de azUcares totales que se
encuentra en las cascara de rambutan tiene una concentracion elevada al obtener
un una cantidad de 0.662 g/g cascara de rambutan deshidratada y molida,
equivalente a un porcentaje del 66.2 %, y de acuerdo a la falta de publicaciones
donde podamos comparar con otros autores, podemos decir que este trabajo
contribuye con una de las primeras pruebas del analisis de azucares totales en
casaras de rambutan.
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9.2.1 Cuantificacion de azucares reductores
La Figura 19 muestra la Grafica utilizando fructosa como patrén para determinar el
contenido de azucares reductores y en el cuadro 17 pueden verse los resultados
considerando también los respectivos factores de dilucion. Los resultados para
azucares totales y reductores coinciden que en ambas pruebas tienen mayor
contenido de azucares, esto resulta l6gico, puesto que se tuvo que hacer una
dilucibn més grande. El contenido promedio de azlcares reductores presentes
indican que la cascara de rambutan contienen una alta concentracién de azucares.

1.2

y=0.0021x + 0.0178
R’ =0.9926
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Figura 19.- Curva para cuantificar aztcares reductores.

Cuadro 17. Porcentaje promedio de azucares reductores.

Extracto de cascara de rambutan 0.641 + 0.028

Al igual que los azucares totales, los resultados muestran que la concentracion de
azucares reductores que se encuentra en las cascara de rambutan tiene una
concentracion elevada al obtener una cantidad de 0.641 g/g de cascara de
rambutan molida y deshidratada, equivale a un porcentaje de 64.1 %, y de
acuerdo a que no hay reportes en el cual indiquen o se compraren con la de otros
autores se podria decir que es de las primeras pruebas en hacer un analisis de
azucares reductores en cascara de rambutéan.
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9.1 Contenido de fenoles totales en cascara de rambutan
9.2.1 Cuantificaciéon de polifenoles hidrolizables
La determinacion de los polifenoles hidrolizables presentes en los extractos
de la cascara de rambutan se realizo por el método de Folin-Ciocalteau (Makkar
1993).

En la Figura 20, se presenta la curva estandar que se utilizd6 para la
cuantificacion de compuestos fendlicos hidrolizables, presentes en los extractos
de la muestra de la cascara de rambutan, tomando como referencia &cido
gélico.

3
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Figura 20.- Curva de calibraciéon de acido gélico para determinacion de fenoles
hidrolizables.

El contenido total de polifenoles en la cascara de rambutan fueron evaluados
con el reactivo Folin-Ciocalteu, con acido galico como estandar. El contenido de
fenoles totales de los cascara de rambutan estudiada se observa en la Cuadro 18.

Cuadro 18. Determinacion de polifenoles hidrolizables (DPH).

Extracto de cascara de rambutan 0.156 + 0.006

Los resultados obtenidos muestran una cantidad de compuestos fendlicos
hidrolizables en el extracto acuoso de la cascara de rambutan fue de 0.156 g/g
que comparandolo con Lai Teng et al., (2010), quienes trabajaron con extracto
acuoso reportaron un 0.212 g/g en el extracto de cascara del rambutan, mientras,
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lo cual quiere decir que el extracto de cascara de rambutan de esta investigacion
tiene una diferencia de 0.056 g/g de cascara de rambutan con lo reportado de Lai
Teng et al., (2010), con respecto a el extracto acuoso, ya que puede diferenciarse
al realizar la técnica o tener algunas diferencias también en cuanto a los pesos de
los reactivos.

Todo esto es posible porgue las condiciones de extraccion pudiesen ser distintas,
empleando un tiempo mas corto y temperaturas mas altas. Se observa que el
tiempo y la temperatura son variables y que afectan la obtencion de compuestos
fendlicos, la temperatura alta en tiempos cortos promueve una mayor extraccion.

9.2.2 Cuantificacién de polifenoles condensados
En la Figura 21, se presenta la curva estdndar que se utilizd6 para la
cuantificacion de polifenoles condensados presentes en los extractos de la
muestra de la cascara de rambutan, tomando como referencia catequina.

Se determinaron de los polifenoles condensados presentes en los extractos
de la cascara de rambutan obteniendo resultados que se muestran en el cuadro
19.

0.5
y =0.0009x - 0.006
R?=0.9894 A
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Figura 21.- Curva de calibracion de catequina para determinacioén polifenoles
condensados.

Cuadro 19. Determinacién de polifenoles condesados (DPC).

Extracto de cascara de rambutan 0.020 + 0.009
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En la determinacion de polifenoles condensados (DPC), se obtuvieron 0.020 g/g
de extracto de cascara de rambutén, lo cual no se ha encontrado reporte alguno
sobre polifenoles condensados en cascara de rambutan, pero si en algunos frutos
y especialmente se ha reportado que la mayor concentracion de polifenoles
condesados se encuentran en las cascaras de los frutos segun Alma A. et al.,
(2012). También han revelado que la presencia de proantocianidinas (taninos
condensados) varia segun la parte del fruto que se analiza, siendo habitualmente
mas abundante en la piel de frutas como uvas y manzanas. Cabe mencionar que
uno de los hallazgos mas importantes sobre estos estudios, es que las frutas con
mayor contenido de taninos condensados son las bayas salvajes del bosque,
seguidas de los arandanos todo esto con lo reportado de Alma A. et al., (2012).

La naturaleza quimica de los taninos condensados ha permitido un mayor
monitoreo de su presencia en alimentos, puesto que para su determinacién todos
pueden ser degradados a antocianidinas (flavonoides) de facil identificacion por
HPLC.

9.2.3 Contenido total de polifenoles
En el cuadro 20 se muestra la suma de polifenoles hidrolizables y condensados
para obtener los polifenoles totales, los cuales fueron el resultado encontrado al
hacer las pruebas en esta investigacion en la cascara de rambutan.

Cuadro?20. Polifenoles totales presentes en cascara de rambutan

g/g de cascara de rambutan

Polifenoles hidrolizables 0.156
Polifenoles condensados 0.020
Polifenoles totales 0.177

Las suma de los polifenoles totales (hidrolizables y condesados)que determinamos
fue de 0.177 g/g de cascara de rambutan que convirtiéndolo a mg obtenemos un
total de polifenoles de 177 mg/g de cascara de rambutan en extracto acuoso, que
comparado con Nont Thitilertdecha et al., (2008), quienes trabajaron con extracto
acuoso reportaron que en la cascara del rambutan obtuvieron 393.2 mg/g de en
extracto acuoso de cascara de rambutan liofilizado, lo cual quiere decir que el
extracto de cascara de rambutdn de esta investigacion reporta una diferencia
menor de polifenoles totales en cascara de rambutan, con lo reportado de Nont
Thitilertdecha et al., (2008). Todo esto es posible ya que el utilizar la técnica de
liofilizacién para el extracto de la cascara de rambutan la hace mas efectiva en la
investigacion de Nont Thitilertdecha et al., (2008), lo que puede diferenciarse al
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realizar la técnica y también se pueden diferenciar en cuanto a los pesos de los
reactivos.

Sin embargo, las condiciones de extraccion pudiesen ser distintas, empleando un
tiempo mas corto y temperaturas altas. Se observa que el tiempo y la temperatura
son variables y que afectan la obtencion de compuestos fendlicos, la temperatura
alta en tiempos cortos promueve una mayor extraccion.

9.3 Identificacion de compuestos de las fracciones puras de la

cascara de rambutan en estudio HPLC.
Los compuestos fendlicos en el extracto etanol de la cascara de rambutan se
cuantificaron mediante HPLC.

Como se ilustra en la Figura 22, las fracciones etanolicas analizadas de la cascara
de rambutan (Nephelium lappaceumL.) mostraron que se obtuvo varios
compuestos de los cuales los tres principales aislados fueron geranina, corilagina
y acido elagico.

Los compuestos principales 1, 2 y 3 fueron identificados como geranina, corilagina
y acido elégico, respectivamente.

0 4 < &

Figura 22.-Cromatografia HPLC de la fraccion etanolica de la cascara de
rambutan (Nephelium lappaceumL.). 1; geranina, 2; corilagina y 3; acido elagico.

De acuerdo con lo reportado por Nont T. et al., (2010), identificaron tres
compuestos con fracciones puras mediante una cromatografia en columna
Sephadex LH-20 y utilizando como solvente metanol para el extracto de cascara
de rambutan, los cuales también analizados por cromatografia de liquidos de alta
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resolucion HPLC, mediante fracciones metanolicas obtuvieron tres compuestos
bioactivos principales identificados como: 1; Acido elagico, 2; corilagina y 3;
geranina, los tiempos en que se encontraron los compuestos por Nont T. et al.,
(2010), fueron de &cido elagico a los (29.6 min), corilagina (18.5 min), y geranina
(21.8 min), mientras que los obtenidos en este trabajo fueron: acido elagico (31.2
min), corilagina (29.7 min), y la geranina (26.1 min).

El tiempo de retencion es muy parecido, solo en el compuesto geranina se
observa una diferencia mas amplia en cuanto al tiempo de retencion esto puede
deberse al tipo de cromatografia de columna y el tipo de solvente, esto de acuerdo
a lo reportado anteriormente. También se puede comparar que en cuanto a los
compuestos identificados principales que fueron la geranina (1), corilagina (2) y
acido elagico (3),estos son iguales y en cuanto a los picos mostrados en el HPLC
son similares a lo reportado con Nont T. et al.,, (2010) teniendo como compuesto
mayoritario la geranina en ambos trabajos.

Todos los compuestos que se identificaron se muestran en el cuadro 21.

Cuadro 21. Todos los compuestos identificados en HPLC.

1 Acido Vinilico 4-sulfato 247 Acido
Hidroxibenzoico

2 Galangina 269 Flavonoles

3 Pelargonidina 270 Antocianina

4 Acido carboxilico Brevifolin 291 Elagitaninos

5 Acido Elagico 301 Elagitaninos

6 Acido p-cumarico 325 Acido
Hidroxicindmico

7 Acido vanilico hexoxido 329 Acido
Hidroxibenzoico

8 acido elagico pentoside 433 Elagitaninos

9 Vitisina A 560 Antocianina

10 Apigenina arabindsido-glucdsido 563 Flavonoles

11 Phloretin 2-O-xilosilo-glucosido 568 Dihidrochalcona

12 Corilagina 633 Elagitaninos

13 Castalagina / Vescalagina 933 Elagitaninos

14 Galoil-bis-HHDP-hexoside 935 Elagitaninos

(Casuarina)
15 Geranina 951 Elagitaninos
16 Desconocido 979 Desconocido
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Estos compuestos fueron identificados por HPLC, teniendo en cuanta que un solo
pico fue que demostré ser el compuesto mayoritario en la cascara de rambutan
este compuesto conocido como geranina, que mediante una base de datos fue
identificado. Estos picos analizados fueron del extracto etanolico de la muestra
por HPLC.

9.4 Pruebas cualitativas

9.4.1 Terpenos: prueba Liebermann-Burchard
En las pruebas cualitativas realizadas mostraron que respecto a los terpenos y
esteroides la prueba dio negativo como se muestra en el cuadro 22.

Cuadro 22. Prueba cualitativa de terpenos.

Azul verde Esteroides Negativo

Rojo violeta o morado Terpenos Negativo

9.4.2 Alcaloides: prueba de Warner
En las pruebas cualitativas realizadas mostraron que en cuanto a alcaloides la
prueba dio negativo como se muestra en el cuadro 23.

Cuadro 23. Prueba cualitativa de alcaloide.

cobre-marrén Alcaloides Negativo

10 ANALISIS SENSORIAL

10.1 Evaluacion sensorial de la infusion
Para esta prueba sensorial se determiné el peso de la muestra para cada una de
las concentraciones que se sugirieron los cuales fueron de 10, 100 y 190 mg de
polifenoles al dia. Los valores de los pesos se obtuvieron mediante regla de tres
partiendo de la concentracion de polifenoles totales obtenido de la muestra de la



cascara de rambutan de 177 mg/g de cascara. El cual el peso de estas
concentraciones fueron designados como: (1) 0.05 gr, (2) 0.566 gry (3) 1.071 gr.

Al realizar la prueba hedodnica para las tres concentraciones de la infusion,
determinado mediante los polifenoles totales calculados de la muestra, los
resultados sugirieron que una concentracion de 0.566 gr en 240 mL de agua es la
mas aceptada para los consumidores, ya que esta muestra resulto ser la menos
astringente que la muestra 3 y con mayor coloracion que la muestra 1 esto
referente al sabor y que no tuvo diferencias significativas en cuanto a sabor. Al no
haber una evaluacion sensorial de alguna infusion de cascara de rambutan
reportado o en el que se pueda comparar, se puede decir que es la primera en
hacerse para la cascara de rambutan.

Cuadro 24.Resultados concentrados del analisis sensorial mediante analisis de
varianza

Tratamiento Atributo

Color Aroma Sabor Apariencia global
Infusién 457+152c 469+1.10b 5.26+1.05a 488+1.18b
concentracién
de0.05g
(519)

Infusién 6.57+1.27b £588+1.25a 6.26+1.48a 6.61+1.33a
concentracién
de0.56¢g
(278)

Infusién 7.61+1.07 a 6.34+1.20a 5731+1.67a 6.69+1.57a
concentracién
de1.07g
(436)

Los valores son las medias y = DS de los juicios de 26 jueces semientrenados.
Las letras iguales en la misma indican que no hubo diferencias significativas
estadisticamente (P<0.05).
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11 CONCLUSIONES

El determinar azucares totales y reductores obteniendo un porcentaje de 62.2%
en azucares totales y 64.1% azucares reductores, cantidades casi similares, lo
cual indica que las cascara de rambutdn contiene un buen porcentaje de
concentracion de azucares.

El estudio del contenido de fenoles totales, en la céascara de rambutan (N.
lappaceum) demostrd tener una buena concentracion de polifenoles totales con
177.4 mg/g de muestra en extracto acuoso y que ademas de aprovechar la
cascara se obtienen buenos beneficios a la salud al consumirlo como una infusion.

Por medio de la técnica de HPLC se determinaron tres compuestos principales
geranina (1), corilagina (2) y acido elagico (3), el compuesto mayoritario es la
geranina. Los resultados muestran que estos compuestos antioxidantes que estan
en la cascara de rambutan pueden ser utilizadas para la industria alimentaria,
farmacéutica y futura investigacion de otras aplicaciones, asi como la importancia
gue tienen estos antioxidantes en este caso elagitaninos en la sociedad.

En las pruebas cualitativas para la determinacion de esteroides, terpenos y
alcaloides los resultados dieron negativo, dado que al no tener estos compuestos
presentes nos indica que el extracto de la cascara de rambutan no es toxico.

En el analisis sensorial se determiné la concentracion adecuada y mediante una
prueba hedonica de preferencia se establecié que la concentracion (2) 0.5636 g,
es la de preferencia en cuanto a su sabor y que no tiene diferencia significativa, el
cual tendra una ingesta de 100 mg/dia.

12 RECOMENDACIONES

Como puede observarse en el cuadro 21, los compuestos obtenidos del
extracto etandlico obtenidos a partir de la cascara de rambutan son varios de los
cuales solo se reportan tres geranina, corilagina y acido elagico como principales,
pero en los demas estudios no muestran los demas, y es necesario hacer mas
estudios sobre la identificacion de todos los compuestos encontrados en la
cascara de rambutan como en este estudio.

Se debe mantener un control de los factores (temperatura y tiempo) que se
presentan en los métodos de extraccion, con la finalidad de que los compuestos
fendlicos no pierdan su potencial para el cual vayan hacer probados.

concluyendo con Nont T. et al., (2010), en el cual también concluyo en que el
rambutdn presenta un elevado contenido de compuestos bioactivos en
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comparacién con otras frutas tropicales, y que por su potencial funcional vy
tecnologico, sus subproductos requieren una atencién e investigacion mas
exhaustiva.
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