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INTRODUCCION

Los cereales han sido un alimento basico desde la implementacién de la agricultura. Los
principales cereales utilizados en la alimentacion humana son el trigo (T7iticum vulgare), la
cebada (Hordeum vulgare), el arroz (Oryza sativa), el maiz (Zea mayz), el centeno (Secale cereale) y
la avena (Awvena sativa), que pertenecen a la familia de las gramineas. Su cultivo marcé una
nueva etapa en la historia, donde los hombres pasaron de ser némadas, recolectar frutos y

cazar animales salvajes a ser sedentarios y aplicar practicas de agricultura y ganaderia (Serra

et al., 2010).

Todas las plantas, como los cereales, realizan funciones fisiologicas que implican rutas
metabodlicas para la sintesis de sustancias y procesos vitales, como la respiraciéon o
fotosintesis. Ademas las plantas son capaces de producir compuestos derivados de un
metabolismo secundario. Se conocen como metabolitos secundarios a los alcaloides, taninos
y aceites esenciales que son producidos por una planta pero no participan de manera directa

en los procesos de crecimiento, desarrollo o reproduccién (Almaraz ef al., 2008).

Los compuestos secundarios son de gran importancia, tanto para la planta misma, como para
otros organismos, como los humanos. Dichos compuestos son conocidos por sus
propiedades antinflamatorias, cicatrizantes, coagulantes y son utiles para la prevencién de
enfermedades como el cancer de mama, endometrio, préstata. Ademas tienen propiedades
antioxidantes. Asimismo, pueden ayudar a disminuir el colesterol y con ello reducir el riesgo

de enfermedades cardiovasculares (Aponte e al., 2008).

Por lo anterior, esta investigacion tuvo como objetivo recopilar datos de diversas fuentes
donde se describa el procedimiento necesario para realizar la extraccién de metabolitos
secundarios (fenoles, flavonoides, saponinas, alcaloides y taninos), que se encuentran en
material vegetal estudiado, compilando la informacién recolectada en un manual
metodolégico que describa los materiales y equipo necesarios para realizar las extracciones
en granos de cereales utilizando diversos métodos para proporcionar un antecedente al
desarrollo de productos a base de cereales. Disponible para cualquier estudiante de la
licenciatura en Ciencia y Tecnologia de Alimentos o cualquier persona interesada en obtener

metabolitos secundarios de cereales para su aprovechamiento.



JUSTIFICACION

Los cereales han sido la base de la alimentacién humana desde que se tiene conocimiento de
la agricultura. Como parte de su fisiologfa, los cereales, como muchas otras plantas, generan
compuestos que pueden ser utilizadas por el ser humano para la prevencion de ciertas
enfermedades. Algunos tienen propiedades antiinflamatorias, antiulcerosas, previenen la
degeneracion de las células, pueden ser empleados como antidiarreicos e incluso pueden

prevenir ciertos tipos de cancer como el de mama, endometrio y prostata (Jiménez, 2018).

Los compuestos fitoquimicos que destacan en los granos son los terpenos (carotenoides,
fitoesteroles, capsiacina, etc.), fenoles (isoflavonas, flavonoides, entre otros) y tioles

(compuestos organosulfurados) (Aponte et al., 2008).

Este trabajo tiene la finalidad de presentar la metodologia necesaria para realizar la extraccion
de metabolitos secundarios de cereales (maiz, cebada, trigo, centeno, etc.) describiendo
diferentes técnicas de extracciéon convencionales (destilaciéon por arrastre de vapor, con
equipo Soxhlet, por maceracién) y no convencionales (extraccion asistida por microondas,
asistida por ultrasonido y por fluidos superctiticos), con el objetivo de conocer qué tipo de
metodologias existen para poder elegir la que mejor se acomode a las necesidades y recursos
de la investigacion de metabolitos secundarios presentes en los granos estudiados, para asi
aprovechar los extractos obtenidos de manera eficiente, para poder diversificar productos
que utilicen como materia prima los cereales y brindar innovaciéon al mercado con un

producto funcional.



OBJETIVOS

General

Elaborar un manual que recopile la metodologia necesaria para la extraccién de metabolitos
secundarios (fenoles, flavonoides, saponinas, alcaloides y taninos) de cereales, con técnicas
convencionales (destilacion por arrastre de vapor, con equipo Soxhlet, por maceracién) y no
convencionales (extraccion asistida por microondas, asistida por ultrasonido y por fluidos

supercriticos).

Especificos

Recopilar informacion sobre el aprovechamiento de metabolitos secundarios de cereales.
Organizar informacion relevante sobre metodologias de extraccion, aplicadas a cereales.

Describir los pasos necesarios para conseguir extractos de tipo acuosos, etandlicos y

metandlicos para la obtencién de mayor concentracion de metabolitos secundarios.



MARCO TEORICO

Los CEREALES

Antecedentes

Los cereales hoy en dia son cultivados en todos los continentes del planeta. Su produccion
depende de la demanda y las facilidades agricolas de cada pais, pero la presencia de los
cereales inici6 aproximadamente desde el afio 5000 a.C con la cosecha de granos de maiz (en
Mesoamérica antes de la llegada de los europeos), de arroz (en Asia) y de cebada (en Africa)

y han caracterizado la evolucion social y econémica mundial (Rosales, 2000).

Son fuente importante de energia y se pueden consumir de diferentes formas: en grano
entero (por ejemplo, el arroz), en forma de harina para la obtencién de productos
fundamentales como el pan y las tortillas o incluso, en forma de bebidas alcohdlicas como la

cerveza o el whiskey (Diaz, 2017).

Morfologia de cereales

El ciclo vital de las plantas, en su fase de reproduccién sexual, abarca la formaciéon de
estructuras que contienen un pequefio embrion. Este embrién se origina de la division celular
de la ovocélula que es fertilizada por el nucleo espermatico del polen. El embrién, envuelto
en el tegumento derivado del 6vulo es la unidad de dispersion, conservacion y reproduccion

de la especie; la cual se le denomina semilla (Paucar, 2014).

Se conocen como cereales a los granos o semillas protegidos en su planta por una cubierta o
vainas. Cada grano se conforma de cuatro partes: el germen; el interior feculento, el cual
representa la mayor parte del grano; las capas exteriores, donde se almacenan los nutrientes,

y la cascara fibrosa (Garcia, 2001).

Los elementos basicos de la estructura de una semilla son, la cascara de celulosa, que no tiene
valor nutritivo; el pericarpio y la testa, dos capas fibrosas con poco valor nutritivo; la capa de
aleurona, rica en proteinas, vitaminas y minerales; el embrién o germen, que consiste en la
plimula y la radicula unidas a la semilla por el cotiledén; y el endospermo que abarca mas
del 50 por ciento del grano; como se observa en la figura 1. La parte del endospermo y la

aleurona estan formadas por células de paredes delgadas que varfan de tamafio, forma y



composicion en las diferentes partes de estos, principalmente compuestos por almidén y
proteina respectivamente. Las células de la aleurona son pequefias y de forma cubica y
contienen mayoritariamente proteina. No contienen granulos de almidén, en cambio tienen
alto contenido de proteina (20%), aceite (20%) y minerales como 4acido fitico (20%). La capa
del endospermo juega un papel muy importante durante la germinacién de la semilla pues se
sintetizan las enzimas correspondientes para desdoblar los compuestos del endospermo. En
procesos de molienda y obtencion de harinas, dicha capa es removida para obtener harinas

mas blancas (Latham, 2002).

Cascara

Capa afeurona

Endespermeo

Colileddn
Germen o
. Plimuola
embyion
Radinula

Figura 1. Esquema de la morfologia de las semillas (Latham, 2002).

Componentes fisicoquimicos de los cereales

La composicién de los cereales es distinta no solo de una especie a otra, sino que depende
de la variedad dentro de la misma especie y las condiciones de desarrollo como son el suelo

o el clima (Diaz, 2017).

La mayoria de los cereales tienen un valor nutritivo similar. Se conoce que 100 g de grano
entero aportan 350 kcal, 8 a 12 g de proteina y cantidades disminuidas de calcio y hierro. En
la tabla 1 se puede observar el aporte nutricional, asf como los porcentajes de macromoléculas

y vitaminas con las que cuentan distintos productos elaborados a base de cereales.



Tabla 1. Aporte nutricional de diversos productos a base de cereal.

- 3.8 1 2.5 0.30 0.10 1.8
- 368 1.0 3 1.3 0.26 0.08 0.10
- 361 6.5 1.0 4 0.5 0.08 0.02 1.5
- 364 6.7 1.0 7 1.2 0.20 0.08 2.6
- 323 1.6 1.8 36 4.0 0.30 0.07 5.0
- 341 9.4 1.3 15 1.5 0.10 0.03 0.7
- 341 10.4 4.0 22 3.0 0.30 0.22 1.7
- 345 10.7 3.2 26 4.5 0.34 0.15 3.3

Fuente: Latham, 2002.

Las protefnas varfan segun el cereal y la variedad, ademas dependen de las condiciones de
cultivo como la fertilidad del suelo y el rendimiento del grano. Las proteinas de mayor calidad
son las del arroz, pero es la avena la de mayor porcentaje. En cuanto a los lipidos suponen
entre el 1y el 4% de la energfa, con la excepcién que la avena supera el 6%. El perfil lipidico
de los cereales es muy bueno porque la mayoria son dcidos grasos insaturados,
adicionalmente, como cualquier alimento vegetal, carecen de colesterol. Para tener una dieta
equilibrada es necesario complementar el consumo de cereales con alimentos ricos en

proteinas, minerales, vitamina A y C (Ibarra, 2010).

Los cereales integrales contienen gran cantidad de vitaminas del grupo B (B1, B2, niacina,
B5, B6) y minerales (hierro, magnesio, fésforo, manganeso y zinc). Sin embargo, la
distribucién de estos nutrientes es muy desigual entre las distintas partes del grano (se
concentran en el germen y el salvado). En su estado seco los granos de cereal carecen de
vitamina C y caroteno o provitamina A (excepto el maiz), lo que es fundamental tener en

cuenta al elegir la version del cereal que vayamos a consumir (Ramos, 2013).



Los cereales son clasificados como alimentos almidonados puesto que todos ellos contienen
mas del 60% de almidén, totalmente digeribles para el sistema digestivo humano. Los
polimeros de almidén, conformados por unidades de glucosa, hacen que los cereales se
consideren como principales fuentes de energfa. El segundo grupo de compuestos mas

abundantes en los granos son las proteinas, casi todos los cereales contienen entre 8 y 20%

de proteina (Verdini, 2018).

Los granos de cereales mas consumidos son el maiz, el trigo y el arroz, pero también resultan
importantes la avena, la cebada, el centeno, el teff, la quinoa y el mijo (Ramos, 2013). Son los
principales cultivos a nivel mundial ya que la dieta de la mayoria de los pueblos del mundo
se basa en estos alimentos pues satisfacen mas del 50% de las necesidades energéticas de
forma directa en el metabolismo humano. Sin embargo, el consumo de cereales predomina
en paises en desarrollo, al constituir el 70% del consumo energético recomendado, siendo
que en Europa y otros paises de América abarca tunicamente el 40%. Los granos constituyen
una parte fundamental de la alimentacion humana. Proveen sustancias indispensables para
nuestra vida como los carbohidratos, grasas, vitaminas y minerales. Principalmente
proporcionan carbohidratos y proteinas. En menor proporciéon aportan vitaminas, minerales,

fibra y lipidos, especialmente si se consumen enteros (Verdini, 2018).

Actualmente se conoce que los alimentos poseen numerosos compuestos bioactivos
beneficiosos para la salud. Entre ellos, diversos componentes de la fibra con un papel
prebidtico como los fructanos o los B-glucanos, y compuestos antioxidantes como
carotenoides y compuestos fendlicos presentes en alimentos de origen vegetal como frutas,
hortalizas, cereales y legumbres, y compuestos correspondientes a la fraccion lipidica en

aceites.

Algunos de los antioxidantes mencionados son responsables del color de los alimentos como
los colores amarillos, naranjas, y rojizos de frutas y hortalizas debidos a carotenoides o
colores azulados y violetas debido a compuestos fendlicos. En los cereales se encuentran
colores variados como tostados, amarillos en granos como el maiz, el trigo o la cebada o
incluso azul-morado en diferentes variedades de maiz. Todos estos compuestos pueden

representar numerosos beneficios para la salud (Diaz, 2017).



Historia de los cereales

Los cereales son un grupo de plantas dentro de la familia de las gramineas; plantas
monocotiledéneas de tallo cilindrico, nudoso y generalmente hueco, hojas alternas que
abrazan el tallo, flores agrupadas en espigas o en panojas y grano seco cubierto por las

escamas de la flor. La semilla y el fruto son basicamente la misma cosa (Sanchez-Ken, 2019).

Debido a su importante aporte de nutrientes y energfa en la alimentacién humana, e incluso
animal, los cereales han sido venerados por las diversas culturas alrededor del mundo desde
la implementacion de la agricultura. El término “Cereales” proviene del nombre de la diosa
romana de la agricultura “Ceres”, que a su vez proviene del latin ¢rescere, que significa “crecer”.
Ceres era considerara la salvia misma que sale de la tierra, que se eleva y da vida a los brotes,

hace madurar el trigo y amarillea las cosechas (Pérez Diestre, 2017).

En la antigua Grecia era la diosa Deméter, quien no solo ensefi6 a los hombres el cultivo de
los cereales, sino también la tecnologia de su panificacién y el sacrifico que utiliza el hombre
para relacionarse con la divinidad como ofrenda de tipo alimentario. Se presenta como la
Madre Tierra humanitaria. Personifica tanto la fertilidad como la riqueza agraria. Era

considerada como la inventora de los cereales (Barea, 2010).

En el antiguo Egipto, Ositis era reconocido como el dios de los cereales, la fertilidad y fungfa
como juez en el mundo de los muertos. Se representaba graficamente en forma de momia
con la piel negra y verdosa. El color negro representaba la fertilidad de la tierra, mientras que
el color verde simbolizaba a la vegetacion. Se crefa que, al sepultar una efigie suya en la tierra,
hecha de granos de cereal y de tierra, Osiris regresaba al mundo en la siguiente cosecha. Era
concebido como energia creadora que aseguraba la germinacién de las cosechas. Se decia
que, al intervenir en el mundo de la muerte, podia convertir los cuerpos enterrados en nuevas

cosechas y nueva vida. Era un emblema de resurreccion (Evia, 2020).

Las culturas mesoamericanas prehispanicas conceptualizaban al mafz como una fuente de
vida misma. Las distintas culturas en Mesoamérica tenfan relaciones diversas con el maiz. Sin
embargo, en todas ellas, el maiz, al ser considerado como sustento de la vida, era elevado al
grado de deidad que debia ser venerada. En este sentido, la relaciéon de estas culturas con el
maiz puede describirse como una relaciéon de reciprocidad al necesitarse mutuamente para

su supervivencia.



Para los olmecas, Quetzalcoatl fue la manifestacion del dios de maiz en un principio. Después
representaron a los distintos procesos biolégicos de la planta de maiz como etapas sagradas
del dios de maiz. De 1150 al 500 a.C., el cultivo principal era el maiz y significaba fertilidad,

renacimiento y abundancia (Florescano, 2002).

En la cultura maya el Popol Vuh narra la historia de Jun Junajpu, quien desciende al Xibalba
junto con su hermano, para rescatar a su padre; quien, a su vez, renace de la tierra en forma
de dios del maiz. Realizaban ceremonias de siembra y cosecha del maiz para que la Madre

Tierra les otorgara un cultivo abundante (Gonzalez Torres, 2007).

Los mexicas se caracterizaban por contar con una cosmovisiéon amplia con respecto a la
relaciéon de elementos comunes con deidades. Estas representaban todo lo que era
importante econémica y culturalmente, asi como desde el punto de vista alimenticio. Entre
las deidades mas sobresalientes se encuentran los dioses del maiz. Cintéotl representaba a la
mazorca (¢ntli en nahuatl) pero habia distintas representaciones del maiz segin su variedad
y la etapa de desarrollo de la planta, como Tlatlauhquicinteotl, representacion del maiz rojo;
Iztauhquicinteotl, representacion del maiz blanco; Chicomecdatl, representacion de la planta

de maiz joven; e Ilamatecubhitl, representacion de la planta de maiz madura (Broda, 2013).

Produccion mundial de cereales

La implementacion de la agricultura introdujo consigo dos practicas fundamentales para la
seleccion y adaptacion de las especies vegetales endémicas de las diferentes regiones del
mundo. Estas practicas fueron, la domesticacion y el cultivo de las plantas. Dichas practicas
se diferencian entre si dado que el cultivo de las plantas se refiere a las practicas agricolas que
se tienen a lo largo de la reproducciéon de una planta, es decir, la siembra, el cuidado y la
recoleccién de los frutos o semillas; mientras que la domesticacion se refiere a la
manipulacién (consciente o inconsciente) de la genética de una planta, también conocida
como la seleccion artificial, con el fin de adaptar la morfologia y fisiologia de las variedades
de plantas elegidas, las cuales posefan caracteristicas que beneficiaban al ser humano de
alguna u otra forma (como el tamafio del grano, el sabor o la facilidad de reproduccién de la

planta).

En Medio Oriente, Antiguo Egipto y Mesopotamia fueron domesticados el trigo (T7iticun:

monococcum 'y I dicoccum) y 1a cebada (Hordeun: vulgare) alrededor de 9600 a.C., que actualmente



ocupan el 35% de los cultivos producidos mundialmente. Posteriormente, en 7500 a.C., en
China se cultivaron el arroz (Oryza sativa) y la soja (Glycine max) mientras que en el afio 8000
a. C en Mesoamérica los principales cultivos fueron el Maiz (Zea mays), el frijol (Phaseolus
lunatus) y la calabaza (Cucurbita pepa). 1as zonas pioneras en implementar la agricultura se ven
remarcadas de anaranjado en la figura 2, mientras que las principales zonas agricolas hoy en

dia, se ven remarcadas de amarillo (Diaz Guillén, 2010).

& .
\ 1 Q&(Zuinea

. Centres of origin of
food production o
D The most productive

agricultural areas of the modern world

Figura 2. Mapa de las principales zonas agricolas a nivel mundial, prehispanicas y
actuales (Diaz Guillén, 2010).

Un ejemplo claro de la domesticacion de especies vegetales es la del maiz. La primera
variedad conocida fue el teosinte, una mazorca silvestre que luego de su modificacion dio

lugar al maiz conocido hoy en dia, como se observa en la figura 3.

Actualmente, segun datos de la Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion, en todos los afios de este milenio, la producciéon mundial de granos ha
superado los dos mil millones de toneladas, de las cuales, mil doscientos millones de
toneladas se logran por lo general en los paises en desarrollo, en tanto que los paises
desarrollados no han logrado que su produccién alcance los mil millones de toneladas. Segin
las estimaciones de la FAO, la produccién mundial de cereales en 2018 ascendié a 2609

millones de toneladas.
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Teosinte Intermediates Modern corn

Figura 3. Representacion de la evolucion morfolégica del maiz (Zea mays)

(Latham, 2002).

Tras dicha revisién, el prondstico de la utilizacién de cereales en 2018/19 se redujo debido a
los recortes previstos en el uso como piensos de los principales cereales, especialmente en
los Estados Unidos de América. Sin embargo, la estimacién sobre la utilizacion mundial de
cereales secundarios en 2018/19 representaba el 2.0% mas que el nivel alcanzado en la

campafa anterior, mientras que se preveia un aumento del 0.9% en la produccion de arroz y

0.5% en la del trigo (FAO, 2019).

El pronoéstico de la FAO sobre la producciéon mundial de cereales en 2020 se redujo en cerca
de 13 millones de toneladas, principalmente debido a las expectativas de una disminucion de
la produccién mundial de cereales secundarios. Pese a las revisiones a la baja, los prondsticos
indicaron que la producciéon mundial de cereales alcanzara un nivel récord de 2 750 millones

de toneladas, superando en un 1.6 % la produccién de 2019 (FAO, 2020).

Actualmente la producciéon mundial de cereales ha ascendido a 2 785 millones de toneladas,
como se observa en la figura 4. También se ha incrementado la produccién de cereales
secundarios desde la cosecha exitosa de arroz en India que supera por primera vez los 800
millones de toneladas. De igual manera en Colombia, Ghana y Pert se indica una mejora en

la cosecha de esta campafia con respecto a lo pronosticado anteriormente (FAO, 2023).

11
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Figura 4. Produccion mundial de cereales
en la campaifia 2022/23 (FAO 2023).

En el 2019 se registraron como los principales paises productores de cereales, mostrados en
la figura 5, a China, Estados Unidos, India, Brasil, Rusia, Indonesia, Argentina, Francia,
Ucrania y Canada. China ocupando el primer lugar en produccién de arroz y trigo, pero
mantiene el segundo lugar en producciéon de maiz, encabezado por Estados Unidos (Elisha

Sawe, 2019).
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Figura 5. Principales productores de cereales
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Por otro lado, el consumo de cereales, como el maiz y el trigo, se ve encabezado por Estados
Unidos, China y la Unién Europea (fig.6) con 315.3, 277 y 83 miles de toneladas al afio
respectivamente (2018-2019), mientras que el consumo de arroz, como se observa en la

figura 7, predomina en el continente asiatico, principalmente con China, India e Indonesia

(Elisha Sawe, 2019).
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METABOLITOS SECUNDARIOS (MS)

Las plantas son productoras de gran nimero de sustancias o productos metabdlicos. Los
metabolitos secundarios (MS) con compuestos derivados del metabolismo primario.
Principalmente son utilizados por las plantas como mecanismo de defensa, pero para el ser
humano son la fuente de distintos principios activos que se aprovechan en diversas areas.
Son utilizados en la industria farmacéutica, alimenticia, cosmética y como fuente de

numerosas sustancias de interés agroquimico.

Anteriormente se crefa que estas sustancias eran producidas inespecificamente, pero después
se encontr6 que poseen altos rendimientos y que tienen multiples funciones en las plantas.
Los MS, o compuestos secundarios, no presentan una actividad primordial en el metabolismo
primario, sin embargo, son utilizados por el organismo vegetal como mecanismo de defensa
ante hongos, herbivoros, virus o bacterias. Otros tienen funciones fisiolégicas como el
transporte de nitrégeno (alcaloides y pectinas), o proteccion contra los rayos ultravioleta
(flavonoides). Ademas, son una fuente importante de principios activos para medicamentos

y productos quimicos (Pérez ¢ al., 2013).

Los compuestos secundarios son especialmente abundantes en organismos carentes de un
sistema inmunolégico, pero es en el reino animal donde ha ocurrido la mayor expresion y
diversidad de estos. El interés en los metabolitos secundarios radica en que la mayoria de
estos compuestos tienen alguna funcién aprovechable ya sea actividad antibacteriana,
antioxidante, o anticancerigena; esto incita a nuevas investigaciones de los compuestos

secundarios naturales con actividad biolégica (Almaraz e al, 2008).

Con la implementacién del cultivo de células vegetales en suspension se ha permitido el
monitoreo del ambiente fisico y quimico de las células en crecimiento; asi como el desarrollo
y multiplicacién de técnicas quimicas analiticas, como la cromatografia liquida de alta presion
(HPLC), y la espectroscopia de masas; también ha surgido el desarrollo de técnicas
bioquimicas como la electroforesis para el analisis de proteinas. Gracias a la implementacion
de técnicas moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), ha sido posible
aislar y caracterizar gran nimero de enzimas responsables de establecer rutas de biosintesis

de un gran nimero de compuestos secundarios (Pérez ez al., 2013).
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Clasificacion De Metabolitos Secundarios

Los Metabolitos Secundarios se generan en las plantas durante distintas etapas de desarrollo
y en respuesta a situaciones de estrés, desempefiando funciones de defensa, atracciéon y
proteccion frente a insectos, asi como adaptacion a condiciones ambientales adversas. Los
compuestos que se encuentran en diferentes tejidos vegetales como hojas, flores, semillas,
tallos y raices se derivan de los metabolitos primarios de la glucélisis. Existen tres rutas

bioquimicas y tres familias de compuestos secundarios identificables (Harborne, 1993):

1. Ruta del acido shikimico: Esta ruta utiliza el fosfoenolpiruvato y la eritrosa-4-fostato
en interaccién con el ciclo de los acidos tricarboxilicos (Ciclo de Krebs) para producir
aminoacidos aromaticos y alifaticos. Estos aminoacidos son los precursores de los
alcaloides y fenoles.

2. Ruta del acido mevalénico: Esta ruta involucra la conjuncién del acetil CoA para
producir Terpenos.

3. Ruta de los policétidos (acetogeninas): Esta ruta también utiliza la conjuncién del

acetil CoA a través del acetato para generar compuestos secundarios nitrogenados.

Fenoles

Los compuestos fendlicos, también llamados fenoles o polifenoles vegetales son sustancias
que poseen al menos un anillo aromatico con un radical hidroxilo sustituyente en su
estructura quimica, un grupo fenolico. El fenol se encuentra como producto en el reino
vegetal, pero es mas comun que los compuestos fenélicos tengan dos o mas grupos hidroxilo

(Sotero, 2011).

De todos los metabolitos secundarios los polifenoles son los mas distribuidos y complejos
en el reino vegetal. Se han clasificado trece grupos diferentes de polifenoles y se identifican
entre si por el nimero de atomos de carbono en su esqueleto basico; C6, que son los fenoles
simples; C6-C1 o acidos fendlicos; C6-C2, que incluye a los 4cidos fenilacéticos y
acetofenonas; C6-C3, que incluye a los acidos hidroxicinamicos, fenilpropenos, cumarinas,
isocumarinas y cromonas; C6-C4 o naftoquinonas; C6-C1-C6 o xantonas; C6-C2-C6, que
incluye a los estilbenos y antroquinonas; C6-C3-C6 o flavonoides; (C6-C3)2 o lignanos;
(C6C3-Co6)2 o biflavonoides; (C6-C3)n o ligninas; (C6)6 o catecolaminas; y (C6-C3-C6)n o

flavolanos, también llamados taninos condensados (Pérez ez al., 2013).
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De acuerdo con Toro-Rojas (2012), los fenoles pueden ejercer su accion a través de diversos

mecanismos, siendo los principales:

e Actuando como inhibidores, activadores o protectores de enzimas especificas.
¢ TFuncionando como antioxidantes al capturar radicales libres.

e Actuando de manera indirecta como quelantes de iones de metales de transicion, es

decir, uniéndose a estos iones y reduciendo su capacidad de generar radicales libres.

Cada polifenol puede utilizar uno o varios de estos mecanismos, dependiendo de sus

propiedades individuales. Algunas de las estructuras principales se muestran en la figura 8.
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Figura 8. Estructura basica del grupo de los flavonoides
(Sotero, 2011).

La diversidad quimica de los flavonoides esta determinada principalmente por diferencias en
el nivel de oxidacién del anillo heterociclico. Esta diversidad permite clasificar al grupo de
los flavonoides en tres grupos diferentes; compuestos fendlicos, polifenoles o
fenilpropanoides. También se diversifican por los diferentes patrones de hidroxilacién,
glicosilacion, metilacién, metoxilacién y acilacién entre los anillos A y B. Las principales
clases de flavonoides son las flavonas y los flavonoles. Ambos se caracterizan por presentar
doble enlace entre el C2 y el C3 del anillo heterociclico C y difieren entre si por la presencia

de un grupo hidroxilo en la posicién 3 en los flavonoles (Avalos Garcia, 2009).

Los flavonoides agrupan cinco tipos diferentes de compuestos: las flavanonas, también

llamadas dihidroflavonas; los dihidroflavonoles, también llamados flavanonoles o 3-
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hidroxiflavanonas; las dihidrochalconas; los flavanos; y los flavanoles. En conjunto estos
cinco tipos de flavanoides reciben el nombre de dihidroflavonoides, ya que los carbonos 2 y
3 (o alfa y beta en el caso de las dihidrochalconas) de su estructura quimica estan
hidrogenados y no existe un doble enlace entre ellos. Las flavanonas, los dihidroflavonoles y
las dihidrochalconas se diferencian de los flavanos y flavanoles por la presencia de un grupo
carbonilo en el anillo heterociclico en los tres primeros y su ausencia en los dos dltimos. Los
flavanoides se consideran compuestos con una distribuciéon natural dentro del reino vegetal,
mas limitada que las flavonas y los flavonoles. Se han encontrado en helechos y

gimnospermas (Almaraz ez al., 2008).

Terpenos

Los terpenos, también llamados terpenoides o isoprenoides, tienen como unidad estructural
fundamental al compuesto de cinco atomos de carbono llamado isopentil pirofosfato. El
nombre de isoprenoides fue dado porque éstos compuestos se descomponen a altas

temperaturas y producen isopreno.

De acuerdo con el numero de unidades de isopreno que contengan, los terpenos se clasifican
en monoterpenos, con dos unidades; en sesquiterpenos, con tres; en diterpenos, con cuatro;
en triterpenos, con seis, en tetraterpenos, con ocho y en politerpenos con mas de veinte

(Gatto, 2018).

Dentro de los monoterpenos se destacan los piretroides, con potente actividad insecticida y
los constituyentes de aceites esenciales y las resinas de las plantas como el limoneno y el

mentol, como se muestran en la figura 9.

Las sesquiterpenlactonas, y el gosipol, un dimero, son ejemplos de sesquiterpenos. Como
ejemplos de los diterpenos estan el acido abidtico y el forbol, ambos componentes
abundantes en las resinas de las plantas lefiosas. Las fitoecdisonas, los cardendlidos o
glicosidos cardiacos y las saponinas son importantes representantes de los triterpenos. Estos
compuestos tienen potentes actividades biolégicas sobre los animales, desde insectos hasta
mamiferos. Por ultimo, un polimero de 1500 a 15000 unidades de isopentenil es el elemento
principal del hule en especies vegetales que sintetizan esta sustancia, de las cuales la mas

importante es el arbol del hule Hevea brasilensis (Sotero, 2011).
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Figura 9. Estructura de algunos monoterpenos (Sotero, 2011).

Compuestos secundarios nitrogenados

Este grupo de compuestos secundarios es quimicamente heterogéneo. LLa mayoria de ellos
son sintetizados en plantas a partir de aminoacidos comunes. Pertenecen al grupo de
compuestos secundarios nitrogenados los alcaloides, los glicosidos cianogénicos, los
glucosinolatos o glicésidos de aceite de mostaza y los aminoacidos no proteicos (Almaraz ez

al., 2008).

Los principales grupos de alcaloides son los alcaloides indolmonoterpénicos, que incluye
ejemplos notables como la quinina y la estricnina, su estructura se puede observar en la figura
10; los alcaloides tropano, representados por sustancias como la cocaina; los alcaloides tipo
benzilisoquinolina, que dan cuenta de elementos tan importantes como la morfina; y los
alcaloides tipo bisbenzilisoquinolina, grupo al que pertenece el curare, que es una sustancia

venenosa extraida del arbol de curare (S#ychnos toxifera).

Los glicésidos cianogénicos y los glucosinolatos en si mismos no son compuestos toxicos,
se convierten en tales cuando los tejidos dafados de las plantas estimulan su hidrdlisis para
producir respectivamente acido cianhidrico, un potente inhibidor de la respiracion celular, y
nitrilos, tiocianatos e isotiocianatos, sustancias pungentes y quimicamente muy activas. Los

aminoacidos no proteicos son sintetizados por muchas especies de plantas.

Estos compuestos normalmente no forman parte estructural de las proteinas, sino que se
encuentran en forma libre y pueden tener funciones duales, como material de reserva en las
semillas y como sistemas de defensa contra herbivoros, sustituyendo aminoacidos proteicos

y provocando alteraciones estructurales y funcionales en proteinas (Sotero, 2011).
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Figura 10. Estructura quimica de algunos alcaloides (Gatto, 2018).
METODOS DE EXTRACCION

El estudio de los componentes de una sustancia o mezcla se basa en tres etapas que permiten
reconocer e identificar cada parte que la conforma. En primer lugar, se requiere obtener una
muestra significativa. Luego, se deben aplicar distintas metodologias y técnicas para lograr el
aislamiento de los componentes de la mezcla de manera pura y sin alteraciones. Los métodos
de extraccion se basan en las propiedades fisicas de cada sustancia, como el punto de
ebullicion, la densidad y la solubilidad, entre otros. Estas propiedades proporcionan un
amplio abanico de opciones para seleccionar la metodologifa mas adecuada que se adapte a
las caracteristicas de la mezcla que se desea estudiar. Una vez aislados los componentes, se

procede a su analisis e identificacion (Lopez e al., 2005).

Este trabajo enfoca la atencion en los métodos de extraccion mas eficientes para la obtencion

de metabolitos secundarios en material vegetal, principalmente de cereales.

Se conocen diversos métodos de extracciéon de analitos, los cuales pueden agruparse de

manera general en técnicas convencionales y no convencionales (Reyes-Vargas, 2018).

Métodos de extraccion convencionales

e Soxhlet

Es un método clasico de extraccion en el que se emplea un aparato Soxhlet que permite
la extraccion repetida de los analitos utilizando un disolvente liquido que se evapora y
condensa en un ciclo continuo. Como se muestra en la figura 11, el equipo esta formado

por un matraz, un cuerpo intermedio con sifén y refrigerante. Es una técnica que
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presenta ventajas como la independencia del tipo de matriz y la transferencia multiple de
la muestra con el disolvente limpio. Sin embargo, también tiene inconvenientes como el
consumo de grandes cantidades de disolvente, la posibilidad de evaporacién del analito

y un tiempo de ejecucioén prolongado (Reyes-Vargas, 2018).

Refrigerante

Cuerpo
intermedic

Figura 11. Esquema del equipo Soxhlet (Reyes-Vargas, 2018).
e Destilacion por arrastre de vapor

La destilacion por arrastre con vapor es una técnica utilizada para separar sustancias organicas
insolubles en agua y ligeramente volatiles de otras sustancias no volatiles presentes en la
mezcla, como resinas, sales inorganicas u otros compuestos organicos no arrastrables. En
esta técnica, los vapores saturados de los liquidos inmiscibles siguen la Ley de Dalton sobre
las presiones parciales. Segun esta ley, cuando se mezclan dos 0 mas gases o vapores que no
reaccionan entre si a temperatura constante, cada gas ejerce una presion igual a si estuviera
solo, y la suma de las presiones de cada gas es igual a la presion total del sistema. Para esta
técnica es necesario armar un equipo adecuado para la destilacién compuesto por dos

matraces, uno que contiene la muestra con solvente y otro con agua (Dominguez, 1990).

A continuacién se muestra en la figura 12 un diagrama de un sistema de destilaciéon por

arrastre de vapor.
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Matraz 1

Figura 12. Esquema de un sistema de destilacion por arrastre de
vapor (Dominguez, 1990).

e [Extraccidon por maceracion

El método de extracciéon por maceracion se basa en la compatibilidad entre el solvente
utilizado y la muestra de interés, y consiste en sumergir la muestra en el solvente durante
varias horas para que los compuestos solubles se disuelvan y puedan ser obtenidos. Para
agilizar el proceso, se puede aplicar agitacion continua al recipiente de maceracion (Benitez

et. al., 2018).

LLa maceracion puede realizarse en frio o aplicando calor. En la maceracion en frio, se satura
la muestra con el solvente seleccionado, cubriéndola por completo y dejandola reposar
durante un tiempo prolongado. Este método presenta ventajas como la no necesidad de
equipo especializado de extraccion y la preservacion de compuestos termolabiles debido a la
ausencia de calor. Sin embargo, su desventaja radica en que el tiempo de extracciéon puede
prolongarse varias horas. En el caso de la maceracién con calor, el procedimiento es similar,

cubriendo la muestra con un solvente especifico, pero en este caso se expone a temperaturas

de entre 20 y 25 °C (Lopez, 2010).

A pesar de ser un método sencillo, seguro y econdémico, la maceracion presenta una eficiencia
baja. La eficacia de este método depende principalmente de los parametros de operacion,
tanto controlables como no controlables, asi como de la naturaleza de la matriz sélida y la

composiciéon quimica de los compuestos bioactivos de interés (Duarte-Trujillo e af, 2018).
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Métodos de extraccion no convencionales

e Asistida por Ultrasonido

El ultrasonido ha demostrado ser una técnica valiosa en la industria del procesamiento, ya
que ofrece la capacidad de realizar evaluaciones no invasivas ni destructivas en compuestos
delicados. En esta aplicacion, se distinguen dos tipos principales de ultrasonido: el

ultrasonido de sefial y el ultrasonido de potencia.

El ultrasonido de sefial se utiliza para monitorear procesos o productos mediante el uso de
seflales de baja intensidad, generalmente en el rango de 100 kHz a 1 MHz. En la industria de
alimentos, se emplea principalmente como una herramienta de control de calidad y para la
determinaciéon de propiedades sensoriales. Este enfoque no invasivo permite evaluar la
calidad de los alimentos sin causar alteraciones significativas en su estructura 0 composicion

(Corona-Jiménez et.al., 2016).

El uso del ultrasonido en el procesamiento de compuestos ofrece beneficios significativos.
Por un lado, el ultrasonido de potencia, con frecuencias entre 18 kHz y 100 kHz, induce
modificaciones en la estructura fisica y quimica del medio, generando expansiones y colapsos
de burbujas en la fase sélida. Esta interaccion mejora la transferencia de masa y facilita la
extraccion de compuestos bioactivos. Ademas, estudios han demostrado que el ultrasonido
es altamente efectivo, superando a métodos como la maceracion, destilacion y extraccion
con equipo Soxhlet. Estas ventajas lo convierten en una herramienta valiosa para el
monitoreo no invasivo de procesos y productos, asi como para la extraccion eficiente de

compuestos de interés (Azuola & Vargas, 2007).

e Asistida por microondas

La radiacion de microondas tiene la capacidad de interactuar directamente con el material al
absorber una porcion de la energia electromagnética y convertirla en calor. Genera excitacion
en las moléculas causando migracion de iones y rotaciéon de dipolos que contribuyen en la
trasferencia de energfa al solvente y material vegetal. Durante el proceso de extraccion, la
exposicion al componente eléctrico de las microondas provoca una alineacion de las
moléculas dipolares de la mezcla solvente-muestra. Esto a su vez conduce a la migracion de
iones y la rotacién de moléculas con momentos dipolares, generando energfa en forma de

calor (Rodriguez, 2014).
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Figura 13. Longitud de distintas ondas electromagnéticas
(Collins, 2008)

En la figura 13 se muestra que las microondas pertenecen a la categoria de ondas de poca
longitud, precedidas unicamente por las ondas de radio, permitiendo la interacciéon de
moléculas en rotacion. Asi mismo, en la tabla 2 se puede observar una comparacion entre
distintos tipos de radiacién electromagnética y su energia cuantica. L.as microondas poseen
1.013x10 ® eV, que es mucho menor que la energfa cuantica necesaria para romper el enlace
de hidrégenos entre moléculas de agua (fig.14), por lo que las microondas no pueden destruir
o dafiar moléculas presentes en las muestras de estudio, haciendo este método de extraccion

seguro para cualquier tipo de muestra (Collins, 2008).

Tabla 2. Energia cuantica de distintas ondas electromagnéticas

Frecuencia Energia

Tipo de onda

tipica (MHz) cuantica (eV)
Rayos-y 3.0x10™ 1.24x10°
Rayos-x 3.0x10 ¥ 1.24x10°
Ultravioleta 1.0x10° 4.1
Visible 6.0x10°® 2.5
Infrarrojo 3.0x10 ¢ 0.012
Microondas | 2450 1.013x10°°
Radio 1 4x10-°

Fuente: Collins, 2008
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Energia del enlace quimico
Tipo de enlace quimico

(ev)

H-OH 5.2
C-CH, 4.5
H-NHCH, 4.0
H3C-CH,4 3.8
7‘:_.(JH2 COOH 2.4
H, ;" 0.21

. ;
Ot —O

-

Figura 14. Energia necesaria para romper distintos tipos
de enlace (eV) (Collins, 2008).

La principal ventaja de la extraccion asistida por microondas es la rapidez con la que se logran
los resultados. El calentamiento uniforme y rapido permite acelerar el proceso de extraccion,
reduciendo significativamente el tiempo requerido en comparacién con otros métodos
convencionales. Ademds, se obtiene una mayor eficiencia en la extraccion, ya que la radiacion
microondas promueve una mejor interaccion entre el solvente y los compuestos de interés.
Otras de las ventajas de la aplicacion de este método son que se puede controlar la
temperatura y el tiempo de extraccion; que al ser un sistema cerrado no se producen vapores
acidos haciéndolo muy seguro para el personal; y solo es necesario ente 0.1 y 2g de muestra.
Su rapidez y eficiencia la hacen una opcién atractiva en diferentes campos, como la quimica,

la farmacologfa y la industria alimentaria (Azuola & Vargas 2007).

e Extraccion por fluidos supercriticos (SFE):

Cuando un fluido, como un solvente, se somete a temperaturas y presiones por encima de
sus valores criticos, expetimenta una transformacién en un estado conocido como fluido
supercritico. El punto critico (PC) es el punto en el cual el fluido alcanza su temperatura
critica (Tc) y presion critica (Pc), como se muestra en la figura 15. En este estado, el fluido
supercritico exhibe propiedades unicas que lo diferencian tanto de los liquidos
convencionales como de los gases. En el punto supercritico, el fluido posee una densidad
similar a la de un liquido pero exhibe la capacidad de difundirse y penetrar como un gas

(Toro-Rojas, 2012).
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Figura 15. Diagrama de obtencioén de un fluido
supercritico (Reyes-Vargas, 2018).

Ademas, un fluido supercritico presenta una viscosidad baja y una alta capacidad de
disolucion, lo que lo convierte en un excelente medio para la extraccién de compuestos de
interés. La solubilidad de diferentes sustancias en un fluido supercritico puede ser ajustada
modificando la temperatura y la presion, lo cual ofrece flexibilidad en el proceso de
extraccion. La tabla 3 muestra las temperaturas y presiones criticas de los solventes mas
frecuentemente usados, sin embargo, la extraccion por fluidos supercriticos (EFS) utiliza
generalmente diéxido de carbono (CO») en estado supercritico, como agente de extraccion.

El CO; superecritico tiene propiedades intermedias entre un gas y un liquido, lo que lo hace

eficiente para la extraccion selectiva de analitos (Reyes-Vargas, 2018).

Tabla 3. Temperatura y presion criticas de distintos compuestos.

Temperatura Critica

Presion critica

Compuesto

¢C) (bar)

Diéxido de carbono 31.1 72
Agua 374.2 214.8

Acetona 235 47

Etanol 243.4 72
Metanol 239 78.9
n-Hexano 234.2 30.1
Amoniaco 132.5 109.8

Fuente: Reyes-Vargas, 2018.
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METODOLOGIA

Tipo de investigacion
El presente trabajo se realizé bajo el esquema de investigacion de tipo cualitativa al tratarse

de un documento que recolecta y compara informacion sustraida de diversas fuentes de
informacién acerca de la extraccion de metabolitos secundarios, aplicado a cereales.
Disefio de investigacion

La presente investigacion fue realizada con la estructura de una investigacion no experimental

(documental).

Lugar de realizacién de la investigacion
Debido a la contingencia sanitaria, que inicié en el mes de marzo del afio 2020, provocada

por el virus SARS-COV-2, no fue posible realizar la investigaciéon de manera presencial en el
Laboratorio de Investigacién y Desarrollo de Productos Funcionales (LIDPF) de la
Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas (UNICACH), ubicado en el edificio 27, sobre la
5a Pte. Nte. 1150, Col. Lajas Maciel. Tuxtla Gutiérrez, Chiapas. Por lo tanto, la investigacion
se realiz6 de manera virtual con ayuda de diversas bases de datos mencionadas a

continuacion.

Desarrollo de la investigacion
La presente investigacion fue realizada siguiendo las etapas que se presentan enseguida:

1.- Compilacién y analisis de informacion, procedente de diversas bases de datos cientificas
como Scielo, Google Académico, EBSCO, entre otras; acerca de las técnicas y metodologias

utilizadas para la extraccion de metabolitos secundarios de material vegetal en un periodo

entre 2020 y 2023.

2.- Sintesis de informacioén recopilada, en el apartado “Marco Tedrico” de esta investigacion,
asi como parte del apartado “Desarrollo del Tema” del Manual Metodolégico para la

Identificacion de Metabolitos Secundarios en Cereales.

3.- Disefio y edicién del Manual Metodolégico para la Identificacion de Metabolitos

Secundarios en Cereales.

4.- Integraciéon del Manual completo a la presente investigacion; el cual cuenta con la

siguiente distribucién de contenido, de manera general:

1. Portada
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RESULTADOS

Se obtuvo como resultado el Manual Metodologico para la Extraccion de Metabolitos
Secundarios en Cereales, que podra ser utilizado en la Facultad de Ciencias de la Nutricion y
Alimentos por estudiantes que desarrollen trabajos de investigaciéon sobre distintos tipos de
cereales, y que estén interesados en la extracciéon de metabolitos secundarios dentro de su
composicion. Es decir, esta gufa o manual permanecera disponible para todo el pablico que

quiera acceder a la informacién proporcionada en el Manual.
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CONCLUSIONES

Las plantas ofrecen innumerables beneficios a los seres humanos. Ademas de
proporcionarnos energia a través de la alimentacion, contienen sustancias quimicas que
pueden prevenir y tratar enfermedades, contribuyendo as{ a una vida saludable. A lo largo de
la historia, se han identificado mas de 100 especies vegetales con propiedades curativas. En
la industria alimentaria, se ha promovido la investigacién y desarrollo de productos que
aprovechan los metabolitos secundarios de las plantas, los cuales poseen propiedades

antioxidantes, antiinflamatorias y antibacterianas.

A'lo largo de este trabajo se han discutido diferentes métodos de extraccion, incluyendo la
extraccion por maceracion, la extracciéon por ultrasonido y la extraccion asistida por

microondas. Cada método tiene sus propias caracteristicas y beneficios.

La extraccién por maceracion es un método econémico y sencillo. Aunque puede llevar
tiempo debido a su proceso prolongado de extraccion, resulta altamente eficaz y ofrece
extractos de alta calidad. Esta técnica es accesible para cualquier persona, ya que no requiere
conocimientos técnicos especializados en el manejo de equipos complejos. Es una excelente
opcién cuando los recursos econémicos son limitados y se dispone de tiempo suficiente. La
aplicacién de ultrasonido de potencia ha demostrado su eficacia en la extraccion de
compuestos bioactivos al alterar la estructura del medio, lo cual facilita la liberacion de los
compuestos deseados. Por otro lado, la extraccion asistida por microondas utiliza la radiacion
de microondas para calentar la muestra y acelerar el proceso de extraccién. Ambas técnicas
son rapidas y eficientes en su desempefio. Sin embargo, es importante tener en cuenta que
se requieren equipos especializados para llevar a cabo estas extracciones, lo cual puede
resultar costoso. Aunque se puede mejorar la transferencia de masa en ambas técnicas, es

necesario considerar el costo y la disponibilidad de estos equipos especializados.

En conclusién, no hay un método universalmente superior, ya que cada uno tiene sus
aplicaciones especificas. La seleccion del método adecuado dependera de varios factores,
como el tipo de muestra, los compuestos de interés, los recursos disponibles y los objetivos
del estudio de las caracteristicas de la muestra y los objetivos del estudio. Es recomendable
realizar pruebas preliminares y considerar las necesidades especificas antes de decidir el

método de extraccién mas apropiado.
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GLOSARIO
A

Acuoso Que se encuentra disuelto en agua

AIC13 Cloruro de Aluminio

Analisis Sensorial Analisis normalizado de alimentos que se realiza con los sentidos
AOAC Association of Analytical Communities

B

Bacteria Microorganismo procariota unicelular

C

Carbohidrato Biomolécula compuesta principalmente por Carbono
Compuesto Sustancia formada por dos o mas elementos de la tabla periddica
Cromatografia Método fisico de separacion de fase estacionaria y fase mévil
E

eV Electrovoltio

Evolucién Cambio o transformacién en caracteres fenotipicos y genotipicos de un

organismo
F
FNCA Facultad de Nutricion y Ciencias de los Alimentos

Funcional, producto Alimento que ademas de cumplir funciones nutricionales cumple una

funcién especifica

H

Herbivoro Animal que se alimenta principalmente de plantas
Hongo Organismo eucariota del reino Fungi

HPLC (High Potency Chromatography) Cromatografia de Alta Eficiencia
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K

KMnO4 Permanganato de Potasio

L

LIDPF Laboratorio de Investigacion y Desarrollo de Productos Funcionales
Liofilizacién Método de deshidratacién por sublimacion

Lipido Macromolécula soluble en solventes no polares

M

Metabolismo Conjunto de reacciones quimicas en las células de un organismo para obtener

energia quimica

MS Metabolito Secundario

N

NaCl Cloruro de Sodio

Nm Nanoémetro

0]

OMS Organizaciéon Mundial de la Salud

P

Proteina Macromolécula formada por aminoacidos

S

Semilla Grano contenido en el interior del fruto de una planta
Sol Solucion

Solvente Sustancia en la que se disuelve un soluto

Soxhlet Material de vidrio utilizado para la extraccién de compuestos
TLC (Thin Layer Chromatography) Cromatografia de Capa Fina
U

UNICACH Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas
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v
Viraje Variacion de color de un indicador en la valoracién acido-base

Virus Agente infeccioso microscépico que se replica dentro de las células de un organismo

sano.
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PROPOSITO

El presente manual esta destinado a contribuir a la base de datos de la Universidad de
Ciencias y Artes de Chiapas (UNICACH), con un Manual Metodolégico para la Extraccion
de Metabolitos Secundarios en Cereales que, a estudiantes de la Licenciatura en Ciencia y
Tecnologfa de Alimentos de la Facultad de Ciencias de la Nutricién y Alimentos los
Alimentos (FCNA) de la UNICACH, a estudiantes de licenciaturas afines que se encuentren
desarrollando un proyecto de investigacién; o al publico en general que desee obtener
informacion sobre la metodologia utilizada para la extraccion de metabolitos secundarios en
cereales, sirva como herramienta en la investigacion de compuestos producidos por especies

vegetales que puedan ser utilizados en la diversificacion de productos funcionales.
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INTRODUCCION

Gracias a los diversos procesos evolutivos, las plantas han desarrollado la capacidad de
producir compuestos, ajenos a sus funciones vitales. Estos son utilizados por la planta para
combatir y sobrevivir a situaciones de estrés o que puedan perjudicar al organismo vegetal
tales como bacterias patdgenas, insectos y hongos. L.os metabolitos secundarios (MS) son
compuestos derivados del metabolismo primario, no presentan una actividad primordial en
el metabolismo primario de la planta, sin embargo, algunos son utilizados como mecanismo
de defensa antihongos, herbivoros, virus o bacterias; otros tienen funciones fisioldgicas
como el transporte de nitrégeno (alcaloides y pectinas), o proteccién contra los rayos
ultravioleta (flavonoides). Ademas, son una fuente importante de principios activos para

medicamentos y productos de interés (Pérez ef al., 2013).

Hasta ahora se conocen alrededor de 20 000 variedades de MS. Sepulveda-Jiménez ez al.,
(2003) los clasifican como Nitrogenados y No Nitrogenados, de acuerdo con su composiciéon
quimica. Dentro del grupo de los MS Nitrogenados se encuentran los alcaloides, aminoacidos
no proteicos, glucosinolatos, glucésidos cianogénicos y aminas. Mientras que, los terpenos,
poliacetilenos, policétidos y los fenilpropanoides, pertenecen al grupo de los MS No
Nitrogenados. Las diferencias entre los MS son ocasionadas por diferentes reacciones que
suceden dentro de la planta. Esto permite tener un abanico amplio de compuestos con
propiedades diferentes y especificas para cada situacion; lo que se considera como un
mecanismo de adaptacion de las plantas. Muchos de los beneficios que se obtienen de
compuestos como los MS han sido utilizados desde la antigiedad no solo por las plantas sino

por los seres humanos, como antioxidantes, antimicrobianos e insecticidas.

Generalmente los MS son extraidos de plantas medicinales de las cuales se conoce el
beneficio que aportan a la salud para prevenir o curar enfermedades. La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) ha reconocido a 119 sustancias quimicas encontradas en diversas
especies de plantas con propiedades medicinales, como mencionan Mas-Toro ¢ al., (2012)
en su investigacion sobre extracciéon de metabolitos secundarios en variedades de polvos

vegetales.

El presente manual desglosa informacién necesaria para realizar la extraccion de MS
presentes en especies diferentes de cereales comercialmente consumidos (cebada, avena,

trigo, entre otros), con el fin de brindar un antecedente de informacién para posteriores
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investigaciones o desarrollo de productos funcionales aprovechando los metabolitos

secundarios encontrados en el material vegetal estudiado.
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DESARROLLO DEL TEMA

LOS CEREALES

Se conocen como cereales a las semillas comestibles de las gramineas de cultivo; como el
arroz, avena, cebada, centeno, maiz, mijo, trigo y sorgo. Cada grano se encuentra protegido
en su planta por una cubierta o vainas, formado de tres partes principales, como se muestra
en la fig. 1: el germen, el interior feculento o endospermo (el cual representa la mayor parte
del grano) y las capas exteriores de cascara fibrosa (donde se almacenan los nutrientes)

conocido como Salvado (Garcfa, 2001).

Endospermo
(cda 23Ul 3 cbbana
& harina blanca)

Fig. 1. Esquema de un grano de trigo (Verdini, 2018).

Los cereales han sido la base de la alimentacién humana por décadas. Son los principales
cultivos a nivel mundial y la dieta de la mayoria de los pueblos se basa en estos alimentos ya
que satisfacen mas del 50% de las necesidades energéticas de forma directa en el metabolismo
humano. Principalmente proporcionan carbohidratos, proteinas y en menor proporcion,

vitaminas, minerales, fibra y lipidos; especialmente si se consumen enteros (Verdini, 2018).

Los cereales de grano entero o integral son aquellos que presentan todas sus partes en la
misma proporcion (salvado, endospermo y germen). El salvado y el germen proporcionan
un alto contenido de fibra y de vitaminas (By y By), tocoferoles, calcio, asi como algunos

compuestos con actividad antioxidante.
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El consumo de cereales integrales recomendado al dfa es de 6 a 10 porciones, segun la revista
espafola Nutricion Hospitalaria (2015). Se demostré que el consumo de cereales enteros es
altamente beneficioso para la salud del consumidor, sin embargo, se demostr6 a través de
analisis sensoriales y pruebas de aceptabilidad que el consumo de cereales enteros o
productos integrales no es tan elevado como se esperaria. Esto es debido a que su sabor,

textura y color disminuyen la aceptabilidad de consumo (Ortega e¢7 /., 2015).

Como la mayorfa de las plantas, los cereales producen compuestos quimicos que funcionan
como mecanismo de defensa ante situaciones de estrés o peligro. Dichos compuestos son
llamados Metabolitos Secundarios (MS) y han sido estudiados por varios afios para su
aprovechamiento en productos comercializables. Por lo tanto, la extraccion de metabolitos
secundarios de cereales se vuelve una alternativa ideal para brindar a la poblaciéon una gama
de productos alimentarios que contengan todos los beneficios extraidos de estas semillas,

pero posean propiedades sensoriales agradables para el publico en general (Fuentealba-

Sandoval, 2015).

Los metabolitos secundarios son una variedad de sustancias quimicas con propiedades
funcionales distintas por lo que cuentan con composiciones distintas. Algunos compuestos
son labiles o volatiles y pueden verse afectados o contaminados por algunos de los solventes
que se utilizan cominmente. Por lo anterior, el método por elegir dependera, por un lado,
de las facilidades econémicas y técnicas con las que se cuenten, asi como de las necesidades
y caracteristicas del material vegetal. Es importante conocer las consecuencias que tendran

los diversos métodos sobre los compuestos que se quieran extraer (Peredo-Luna ez a/., 2009).

Existen diferentes métodos para la extracciéon de metabolitos. Este manual describe técnicas
de extracciéon convencionales (destilaciéon por arrastre de vapor, con equipo Soxhlet, por
maceraciéon) y no convencionales (extraccion asistida por microondas, asistida por
ultrasonido y por fluidos supercriticos). No obstante, para la utilizacion de cualquier método
de extraccion es necesatio aplicar un pretratamiento al material vegetal seleccionado con el

objetivo de que esté en las condiciones esenciales de trabajo.

45



Consideraciones generales previas a la extraccion

Seleccion del material vegetal

Antes de realizar la extraccién de metabolitos secundarios de una planta, es recomendable
seleccionar una especie vegetal reconocida por producir el compuesto o sustancia de interés.
Ademas, es crucial tener un conocimiento adecuado de la botanica de la especie vegetal en
estudio. Es importante familiarizarse con su taxonomia para poder identificarla

correctamente y asegurarse de trabajar con un ejemplar correspondiente a la planta de interés.

Es beneficioso realizar investigaciones en la literatura especializada en areas como la ecologfa,
la toxicologia y la botanica. Estas fuentes proporcionaran informacion relevante sobre las
propiedades quimicas basicas de la especie en cuestion. Conocer estas propiedades previas
permitird tener una mejor comprension de los compuestos presentes en la planta y sus
posibles aplicaciones. Ademas, puede proporcionar datos sobre las condiciones ambientales
Optimas para el crecimiento de la planta, asi como indicaciones sobre los periodos de cosecha
adecuados para obtener los metabolitos en su maxima concentracion y calidad (Pacheco-

Esteva, 2022).

Seleccion de solventes

Es de gran importancia evaluar la polaridad y solubilidad de los componentes objetivo previo
ala extraccion. Estos factores desempefian un papel clave, ya que brindan informacién sobre
la seguridad, la facilidad de manipulacion, asi como el grado de pureza y solubilidad del

compuesto obtenido.

El conocimiento de la polaridad de los metabolitos secundarios permite determinar qué tipo
de solvente o mezcla de solventes es mas adecuada para lograr una extraccion efectiva. Los
compuestos con una mayor polaridad tienden a ser mas solubles en solventes polares,
mientras que aquellos con menor polaridad suelen requerir solventes no polares. Esta
informacién ayuda a seleccionar el solvente mas apropiado, maximizando asi la eficiencia de

la extraccion y la recuperacion de los metabolitos deseados (Guia-Garcia, 2020).

Asimismo, la solubilidad de los constituyentes objetivo es un factor por considerar, ya que
determina la capacidad del solvente para disolver eficientemente los metabolitos secundarios
de interés. Al considerar la polaridad y solubilidad de los metabolitos secundarios, se puede
garantizar un proceso de extraccion mas efectivo, con una mayor pureza y rendimiento de
los compuestos obtenidos. Esta informacién también contribuye a la seleccion de los
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métodos de separacion y purificacion mas apropiados para obtener metabolitos secundarios
de alta calidad y aplicabilidad en diversos campos (Benitez, e. al., 2018).
A continuacién se muestra la polaridad que presentan los solventes cominmente utilizados

para compuestos como los metabolitos secundarios.

Tabla 1. Solventes comunmente utilizados para compuestos secundarios, ordenados
de mayor a menor polaridad.

Solvente Extraccion
Eter de petréleo, Hexano Lipidos, Ceras, Pigmentos
Tolueno, Diclorometano, Cloroformo Aceites volatiles, Antraquinonas
Acetato de Etilo, N-Butanol Flavonoides, Cumatinas
Etanol, Metanol Heterésidos en general
Sol. Hidroalcohdlicas, Agua Saponinas, Taninos
Agua Acidificada Alcaloides

Fuente: Pacheco-Esteva, 2022.

Pretratamiento de material vegetal

Previo a la obtencion de los extractos del material vegetal que se desea estudiar, se realizan

los siguientes pasos para preparar las muestras, propuestos por Pacheco-Esteva (2022):

1. Se deben seleccionar los granos de cereales que presenten condiciones favorables
para ser utilizados, es decir, que no presenten dafios en su estructura, marcas de insectos,
hongos o presenten diferencias significativas a comparacion de los demas granos. Si se trabaja
con especies de semillas que cuenten con una cascara demasiado dura, debera retirarse. Se

deben seleccionar aproximadamente 100 g.

2. Posteriormente, los granos deberan ser enjuagados con abundante agua con el fin de
eliminar cualquier particula extrafa que impida obtener un extracto puro como polvo, trozos

de cascara o de hojas secas.

3. El material vegetal limpio debera ser colocado en una estufa de secado entre 30 y
50°C por 72 horas para eliminar el exceso de humedad de las muestras sin perjudicar sus

componentes quimicos.

4. Finalmente se reducird el tamafio de las particulas del material vegetal. Se puede
utilizar un mortero y pistilo o colocar la muestra en una licuadora o procesador de alimentos

en intervalos de unos cuantos segundos hasta obtener particulas de 0.5 mm.

Nota: Si se desea utilizar el material vegetal fresco para la extraccién de metabolitos

secundarios, es importante tener en cuenta que debe ser utilizado inmediatamente después
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de la cosecha. Esto se debe a que las sustancias de interés presentes en el material vegetal son
susceptibles a la descomposicion y pueden perder su actividad biolégica o quimica con el
tiempo. Es importante destacar que el material vegetal fresco puede presentar algunas
ventajas, como la disponibilidad inmediata de los metabolitos secundarios en su forma mas
activa y la posible preservaciéon de compuestos volatiles que podrian perderse durante el
secado. Sin embargo, también se debe tener en cuenta que el material fresco puede contener
mas agua, lo que podria requerir ajustes en las condiciones de extraccion para garantizar una
adecuada disolucion de los metabolitos en los solventes utilizados. Una vez que se ha
asegurado la frescura del material vegetal, se puede proceder con el paso 4 del proceso de

extraccion, de manera similar a como se harfa con material vegetal seco (Guia-Garcia, 2020).
METODOS DE EXTRACCION DE METABOLITOS SECUNDARIOS

En este Manual se describen los métodos de extraccion convencionales y no convencionales

utilizadas mas comunmente; sefialados a continuacién:

I. Métodos de extraccion convencionales:

Extraccién o destilacién por arrastre de vapor

Esta técnica es preferiblemente utilizada para la extracciéon de compuestos que no sean
hidrosolubles, ya que al término de la destilacién con vapor de agua se obtendra un producto
que al condensarse formara dos fases. Una sera el compuesto deseado y otra el agua, por lo
que seran de facil separacion. Se basa en la inyeccion directa de vapor de agua en una mezcla
compuesta por la sustancia que se desee extraer (volatil) y otra no volatil. A diferencia de una
destilacion simple, se obtiene un destilado puro que requiere Gnicamente de una decantacion
para su separacion. En realidad, en lugar de “arrastrar”, el vapor de agua forma otra fase que
no puede ser mezclada con la fase volatil; cediendo a esta su calor latente para lograr
evaporarse. Al contar con dos fases inmiscibles, ambas se comportaran como si fueran la
unica sustancia en el destilador. La destilacién por arrastre de vapor de agua es una técnica
sencilla y econémica. El mayor inconveniente que presenta es que el tiempo de espera para

la obtencién del compuesto a extraer es muy largo (Peredo-Luna ez a/, 2009).

Segun Cataldo-Mollo ez al., (2015), este método se divide en tres etapas:
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1. Extraccion: En esta etapa el vapor de agua que se introduce disminuye la presiéon de los
componentes volatiles, reduciendo su temperatura. Se utiliza vapor de agua comunmente

para evitar que el componente que se desea extraer se mezcle con el vapor.

2. Condensacion: El vapor de agua permite volatilizar el extracto de MS. Ambos se
transportan por el condensador que a su vez es refrigerado por agua fria. La abrupta
diferencia de temperaturas permite que el extracto se condense y se vuelva liquido,

permitiendo su separacion por diferencia de densidades.

3. Separacion: Una vez que el vapor generado se condense, la mezcla de aceite y agua sale
por el tubo o manguera del destilador. La separacion se lograra por decantaciéon donde el
agua, que se encontrara en la parte inferior de la mezcla por tener mayor densidad, podra
eliminarse cuidadosamente dejando en el recipiente el aceite con metabolitos secundarios

separado.

En la fig. 2, se puede apreciar el equipo necesario para realizar este tipo de extraccion, asi

como la distribucién del material.

Destilacion por
Arrastre con vapor

do vapor

Aceite de menta é
Agua

Fig. 2 Esquema de un equipo de destilacion por arrastre (Peredo-Luna et al., 2009).

Extraccién con equipo Soxhlet

El método descrito por Ruiz-Reyes e a/. (2010) describe que para la extraccién de metabolitos
secundarios por digestién se deberan colocar 15 g de muestra en las capsulas de los tubos del
equipo Soxhlet. Se agregaran 30 ml de etanol al 50 % v/v y se dejaran en el equipo por 24

horas.
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Posteriormente agregar 90 ml de acido sulfarico al 10 % y 90 ml de etanol al 50% y calentar.
Comenzar a tomar el tiempo de extraccién hasta que la mezcla llegue a ebullicién. Una vez

concluido el tiempo, dejar enfriar y filtrar con vacio.

Lavar el residuo con 135 ml de etanol al 50%. Evaporar en bafio maria hasta obtener la mitad
del volumen inicial. Dejar enfriar por 30 minutos. Filtrar el precipitado haciendo cuatro

lavados de 20 ml de agua destilada a 10°C.

Cuando se hayan realizado los lavados correctamente, eliminar el residuo del filtrado y los
lavados. Los restos del recipiente y el papel filtro deberan ser enjuagados con 70 ml de etanol

al 96%.

Extraccién por maceracién en frio sin agitacion

ILa maceracion es un proceso en el cual se pone en contacto una matriz solida, como un
material biol6gico en polvo, con un solvente durante un tiempo especifico. El solvente puede
ser agua, alcoholes alifaticos (como el etanol), o una mezcla de ambos. I.a combinaciéon de la

matriz solida con el solvente se conoce como tintura (Duarte-Trujillo ez al., 2018).

Para este método, descrito por Benitez e~ al, (2018), se necesitara el siguiente material:

e ( gramos de muestra seca (molida e Espatula

o entera) e Probeta de 100 ml
e 3 wvasos de precipitado de 100 ml e Vidrio de reloj
e Alcohol al 98% e Balanza Analitica

e Papel aluminio y cinta

Colocar 2 g de muestra en cada vaso de precipitado.

2. Realizar tres muestras para cada proceso de extraccion requerido.

Cubrir la muestra seca con 63 ml de alcohol etilico al 98% y asegurarse de que esté
completamente cubierta.

4. Proteger la muestra cubriéndola con papel aluminio y asegurandolo con cinta para
evitar la evaporacion del solvente.

Dejar reposar las muestras durante un periodo de entre 12 y 48 horas para permitir
la extraccion de los compuestos.

Una vez transcurrido el tiempo de extraccion, separar el solvente de la muestra

vegetal mediante filtracion.
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7. Transferir el residuo de cada extraccion a una estufa de secado y mantenerlo a una
temperatura de 30°C durante una hora.
8. Permitir que el material se enfrie hasta que sea manipulable y luego pesarlo para

obtener el peso final.

La siguiente ecuaciéon ayudara a obtener el valor del porcentaje de rendimiento de la

extraccion (%R), donde Wi es el peso inicial y Wf es el peso final.

W, =W,
YR = — =100

W

Nota: Para la extraccién por maceracién dinamica con aumento de temperatura realizar los
pasos del 1 al 4 de la metodologia descrita anteriormente. Posteriormente, colocar los
recipientes sobre una parrilla de agitacion y mantener a una temperatura de 20 a 25°C durante

6 horas y continuar con los pasos 6 al 8 (Duarte-Trujillo ez af, 2018)

I1. Métodos de extraccion no convencionales

Extraccién asistida por microondas

En la extraccion asistida por microondas, se utiliza un sistema cerrado que consta de un
recipiente hermético que contiene la muestra y el solvente. LLa muestra puede ser sélida o

liquida, y el solvente se elige de acuerdo con la naturaleza de los compuestos a extraer (Azuola

& Vargas, 2007).

Antes de utilizar un sistema de extraccién por microondas, es importante considerar la
naturaleza de los materiales involucrados. Collins (2008) clasifica los materiales en tres
categorias: conductores, dieléctricos y aislantes. Los conductores, como los metales, reflejan
las microondas y no permiten la conduccién de calor. Los dieléctricos, como la porcelana,
interactdan con las microondas y pueden alterar su patrén, lo que dificulta la generacion de
calor uniforme. Los aislantes, como el teflon, el vidrio o el cuarzo, permiten el paso de las
microondas sin calentarse, pero retienen el calor emitido por la sustancia que contienen.
Debido a estas caracteristicas, los materiales aislantes son los mas adecuados para realizar

extracciones asistidas por microondas.
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Se describira a continuacion la metodologia propuesta por Rodriguez (2014) para la

extraccion asistida por microondas.

Pesar 2, 3, 4 y 5g de muestra preparada. Colocar la muestra en los cartuchos del equipo con
10 ml de disolvente. Probar con las variables de tiempo (5, 10, 15, 20 min) y temperatura (40,
50, 60, 70 y 80°C).

Fig. 3 Ejemplo de equipo de microondas (Rodriguez, 2014).

Extraccién asistida por ultrasonido

El sonido de alta frecuencia utilizado en la sonificacion o extraccion por ultrasonido se genera
mediante un transductor ultrasénico que convierte la energfa eléctrica en vibraciones
mecanicas. Estas vibraciones se transmiten al liquido de la muestra, creando una serie de
ciclos de compresion y expansion. Durante la fase de compresion, se generan regiones de
alta presion que pueden inducir la formacioén y colapso de microburbujas en el liquido.
Cuando estas microburbujas colapsan, se generan fuerzas de cavitacién, que producen
intensas fuerzas de corte y turbulencia en la muestra, lo que resulta en la fragmentaciéon de
particulas, la ruptura de enlaces quimicos o la liberacién de compuestos de interés (Azuola

& Vargas, 2007).

La siguiente metodologia descrita por Corona-Jiménez (2016) propone la utilizacién de un

equipo de ultrasonido de sonda UP400S Hielsher, Teltow, Alemania (fig. 4).

Colocar 5g de la muestra en el recipiente de extracciéon con 50 ml de hexano (o metanol).

asegurando un adecuado sellado para evitar pérdidas o contaminaciones externas. A
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continuacién, someter la muestra a tratamiento de ultrasonido durante diferentes tiempos: 5,
10 y 15 minutos. Ajustar la intensidad del ultrasonido a amplitudes correspondientes al 50%,

75% y 100% de la potencia de salida, que en el caso del modelo UP400S es de 400 W.

Una vez finalizada la etapa de extraccion, proceder a la centrifugacion de la mezcla. Utilizar
una velocidad de centrifugacion de 2701 x g, a una temperatura de 4 °C, durante un tiempo
de 10 minutos. Almacenar el sobrenadante obtenido por no mas de 24 horas a 4°C en un

recipiente oscuro hasta su analisis.

A
Data
B
. g
C
<

Fig. 4 Diagrama del equipo de extracciéon por ultrasonido UP400S. A: Computadora
portatil, B: Sistema de sonda de ultrasonido, C: Recipiente de extraccion con

Camisa, D: Enfriador. (Corona-Jiménez, 2016).

Extraccién por fluidos supercriticos

La utilizaciéon de fluidos supercriticos en la extraccion ofrece un enfoque eficiente y
sostenible para obtener compuestos de interés. La capacidad de ajustar las propiedades del
fluido supercritico mediante la manipulacion de la temperatura y la presiéon brinda

oportunidades para optimizar el proceso de extraccioén y obtener extractos de alta pureza.

El método descrito por Toro-Rojas (2012) utiliza un equipo de extracciéon supercritica del
tipo Spe-ed EFS-2 modelo 7071 (Applied Separations, Allentown, PA). Este equipo trabaja
con reguladores de temperatura, presion y flujo. Tiene una camara de calentamiento, un vaso
de extraccién, regulador de presion, colector de extracto y medidor de flujo de salida de

solvente.
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Es necesario preparar la mezcla seca y triturada con un solvente de apoyo (puede ser etanol

si se utiliza CO2 como solvente principal).

Se debe colocar 10 ml de solvente de apoyo gota a gota sobre 20g de muestra, hasta formar

una mezcla homogénea. Cubrir y dejar reposar por 16 horas antes de la extraccion.

Una vez transcurrido el tiempo colocar 20 g de sustrato humedo en el vaso de extraccion de
50 ml por cada muestra que se desee analizar. Colocar los vasos de extraccion con muestras
en el equipo de extraccion supercritica. La temperatura por utilizar puede variar entre los 40

y 60 °Cy la presion entre 200 y 400 bares.

DETERMINACION CUANTITATIVA DE METABOLITOS SECUNDARIOS

ESPECIFICOS

Una vez que se hayan extraido los MS del material vegetal seleccionado, se debe realizar el
analisis cuantitativo de los mismos presentes en el producto obtenido. Las metodologias

utilizadas fueron propuestas por Cabrera-Carrion ef al., (2015).
1. Determinacion cuantitativa de flavonoides

Los reactivos necesarios para realizar la extraccion son, el extracto obtenido con cualquier
método previamente descrito del material vegetal con el que se trabajard, cloruro de aluminio,
metanol y agua destilada. Asi mismo, se utilizarain como materiales: 6 tubos de ensayo
pequefos, una micropipeta, una probeta de 100 ml, un matraz aforado de 100 ml, siete
matraces aforados de 10 ml, un vaso de precipitado de 50 ml, un agitador de vidrio y un
vidrio de reloj. Los equipos que se utilizaran son, un espectrofotémetro y una balanza

analitica (Cabrera-Carrion ef al., 2015).

Se prepararan tres soluciones diferentes antes de comenzar con la extraccion (Solucién de

AlCl; al 2%, Solucién del extracto obtenido de 1 g/L, Solucién de trabajo de 200 mg/L).

a) Solucién de AlCls al 2% (Sol. 1): Pesar 3 g de AICL; en el vidrio de reloj y diluir en un
vaso de precipitado con 20 ml de agua destilada. Agitar hasta que se haya disuelto por

completo. Verter la solucién en un matraz aforado de 100 ml y aforar con agua destilada.

b) Solucién de extracto obtenido de 1 g/L (Sol. 2): Pesar 10 mg del extracto y disolver

en 5 ml de metanol. Pasar la soluciéon a aun matraz aforado de 10 ml y aforar con metanol.

54



C) Solucién de trabajo de 200 mg/L (Sol. 3): Tomar 2 ml de la sol. 2 y agregar a un

matraz aforado de 10 ml. Aforar con metanol.

Posteriormente se prepararan las soluciones necesarias para elaborar una curva de calibrado.
Con ella se obtendran valores de referencia que seran usados para comparar la concentracion

real del extracto puro posteriormente. Se prepararan 5 soluciones a diferentes

concentraciones (10, 20, 25, 40 y 50 mg/L) a pattir de la Sol. 3 de 200 mg/L.

1. Tomar 2.5 ml de la Sol. 3 y aforar con metanol a 10 ml en un matraz para preparar la

solucién a 50 mg/L de concentracién.

2. Tomar 2 ml de la sol. 3 y aforar con metanol a 10 ml en un matraz para la solucion

con concentracién de 40 mg/L.

3. Para preparar la solucién de 25 mg/L, se toman 5 ml de la solucién de 50 mg/Ly se

aforan con metanol en un matraz de 10 ml.

4. Para preparar la solucién de 20 mg/L, se toman 5 ml de la solucién de 40 mg/L y se

aforan con metanol en un matraz de 10 ml.

5. Por ultimo, la solucién de 10 mg/L se obtiene tomando 5 ml de la solucion
previamente obtenida de 20 mg/L. Verter en un matraz aforado de 10 ml y aforar con

metanol.

Una vez preparadas todas las soluciones se tomara 1 ml de cada una de ellas y se colocaran
respectivamente en tubos de ensayo de 5 ml. Agregar a cada tubo 1 ml de AlICl; al 2% y 1 ml
de metanol. Preparar un blanco para calibrar el espectrofotémetro colocando 1.5 ml de

metanol y 1.5 ml de soluciéon de AICI; al 2% en un tubo de ensayo.

Dejar reposar todas las soluciones por una hora. Pasado este tiempo, proceder a realizar las
lecturas en el espectrofotometro a 420 nm. Utilizar los valores de concentracién y lecturas

de absorbancia para realizar una curva de calibracion.
Analisis del Extracto

Colocar 0.5 ml del extracto que se desee analizar en un tubo de ensayo. Agregar 1 ml de la
solucion de AlCls al 2% y 1.5 ml de metanol. Al igual que las soluciones anteriormente
preparadas, se dejara reposar por 1 hora. Realizar las lecturas en el espectrofotometro a

420nm. Realizar por triplicado.
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2. Determinacién de taninos por método de titulacion

Este método utiliza las reacciones de oxidacion con permanganato de potasio (KMnO4)
como solucion titulante para luego comparar las lecturas de las valoraciones con los valores
conocidos del acido tanico. Con este método se determinan taninos como polifenoles usando
el método volumétrico de Lowenthal adaptado al método de la AOAC (1980), usando curva
de calibracién con acido tanico como patrén de referencia, se utiliza KMnO,4 como solucion
titulante y al indigo de carmin como indicador, se determina el volumen (ml) de
permanganato de potasio requeridos para oxidar los fenoles presentes en la muestra

(Cabrera-Carrion et al., 2015).
Se deberan preparar las siguientes soluciones para la cuantificacion de fenoles no taninos:

A) Solucién Indigo Carmin: Pesar 0.2 g de indigo tindisulfonato (NaSO»).. Disolver en
5 ml de acido sulfdrico concentrado. Colocar la mezcla en un matraz aforado de 100 ml y

aforar con agua destilada.

B) Solucién Acido Oxalico: Disolver 0.45 g de acido oxalico, previamente secado a 60°C

por 1 hora, en agua. Colocar en un matraz aforado de 50 ml y aforar con agua destilada.
O Agar al 10%: Pesar 10 g de agar y disolver en 100 ml de agua destilada.

D) Solucién de Cloruro de Sodio Acida: Saturar con cloruro de sodio una solucién de

acido sulfurico al 5%.
E) Realizar la valoracion del permanganato de potasio (KMnOy) con 4cido oxalico.

Para realizar la curva de calibrado es necesario preparar 5 soluciones patrén que serviran

como material de referencia en el analisis de resultados.
Para fenoles taninos:

1. Se preparan cinco soluciones con acido tanico a diferentes concentraciones (5, 10,

20, 40 y 50 mg/ L).

2. Titular cada una con KMnOy por triplicado. Anotar los resultados en una tabla,

concentraciéon de acido tanico vs volumen de KMnO,.

3. De las soluciones utilizadas antetiormente (concentraciones (5, 10, 20, 40 y 50 mg/

L) se colocaran, en distintos vasos de precipitado, 5ml de cada una. Agregar 2 ml de indigo
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carmin y 100 ml de agua destilada y titular con KMnO,. Anotar los volimenes gastados para

cada concentracion y realizar una curva de calibracion.
Para fenoles no taninos:

1. Tomar 5 ml de las soluciones con acido tanico a diferentes concentraciones (5, 10,
20, 40 y 50 mg/ L) y agregar 2.5 ml de la solucién de agar al 10%, 5 ml de solucién de NaCl

acida y 0.5 g de caolin en polvo a cada una.

2. Agitar las muestras por 30 minutos sin aumentar la temperatura. Dejar sedimentar y

filtrar.

3. A la solucion filtrada se le agregaran 5ml de indigo carmin y se aforaran a 100 ml con

agua destilada.

4. Titular con KMnOy. Realizar la curva de calibracion para fenoles no taninos.
Andlisis de la muestra

Parte 1

Tomar 5 ml del extracto de MS obtenido a través de cualquiera de los métodos descritos
anteriormente y mezclar con 5 ml de la solucién indigo carmin. Aforar en un matraz aforado

de 100 ml con agua destilada.

Titular con KMnOy hasta observar un cambio de color de azul a verde. Posteriormente,
agregar de gota a gota el KMnO, hasta observar el viraje a un color amarillo brillante. Asignar

el numero o letra que se prefiera para identificar la solucion titulada (ejemplo: Solucion “A”).
Parte 2

Tomar otros 5 ml del extracto que se tenga y mezclarlos con 2.5 ml de solucion de agar al
10%, 5 ml de soluciéon de NaCl acida y 0.5 g de caolin en polvo. Agitar las muestras por 30
minutos sin aumentar la temperatura. Dejar sedimentar y filtrar. A la solucion filtrada se le
agregaran 5 ml de indigo carmin y se aforaran a 100 ml con agua destilada. Titular con
KMnO.. Asignar el nimero o letra, diferente al asignado previamente, que se prefiera para

identificar la solucién titulada (ejemplo: Solucion “B”)

Calcular la cantidad de fenoles taninos y no taninos con ayuda de las curvas de calibracién y

los promedios obtenidos de las titulaciones “A” y “B” como se muestra en la tabla 1.

Tabla 2. Simulacion de resultados de promedios y curvas de calibracion.
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Y-0.114/0.0037=

A=14ml Y-0.15/0.005 B= 0.4 ml
(0.4-0.114) /0.0037

Fuente: Cabrera-Carrion et al., 2015.

3. Determinacion Cuantitativa de Alcaloides

Esta metodologia esta basada en la técnica descrita por Rojas et al, (2015), el cual se
fundamenta con la reaccién de alcaloides que contienen nitrégeno en su composiciéon con la
sustancia verde de bromocresol (BCG), susceptible al equipo de espectrofotometria con una

lectura a 470 nm. Este método es sencillo, eficaz y no se ve interferido por otros compuestos.

Los equipos y materiales necesarios para esta técnica son los siguientes:

o Atropina o Pipetas de 1ml y 5ml

o Solucion fosfato acido de sodio o Vasos de precipitado de 25,50,100
(PH 4.7) y 250ml

. Agua destilada . Tubos de ensayo

. Verde bromocresol . Embudos

o Cloroformo o Equipo de venoclisis

° Hidréxido de sodio ° Balanza

* Papel aluminio . Espectrofotémetro

Procedimiento:

1. Preparar las soluciones de trabajo.

Para la solucién de verde bromocresol, pesar 70 mg de verde bromocresol y mezclar en
un vaso de precipitado con 3 ml de NaOH y 5 ml de agua destilada. Aforar en un matraz

balén a 1 litro.
Para la solucién de acido citrico, aforar a 1 litro 42 g de acido citrico.

Para la solucién tampén de fosfato acido de sodio, aforar 71.6 g de fosfato a 1 litro y

corregir pH hasta 4.7.
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Por dltimo, aforar 1mg de atropina en un matraz volumétrico de 10 ml.
Preparar la curva de calibracion.

Medir alicuotas de la solucién de atropina de 0.5, 0.8, 1, 1.2, 1.5 y 2 ml. Colocar cada una

en diferentes embudos de separacion.

Preparar un blanco con agua destilada y 6 soluciones patrones con cada alicuota (de 0.5,
0.8, 1, 1.2, 1.5 y 2 ml), colocando en cada embudo de separacion 5 ml de fosfato y 5 ml

de verde bromocresol. Agregar 2 ml de cloroformo a los siete embudos.

59



