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RESUMEN GENERAL

Extractos antioxidantes de semillas de Renealmia alpinia como una
alternativa de uso nutraceutico

El x’kjit (Renealmia alpinia) pertenece a la familia Zingiberaceae, y en México
tiene una distribucion en las zonas de la Sierra de Oaxaca, Puebla, Veracruz y
Chiapas. En Ecatlan, Puebla se emplea en la elaboracién de un platillo tradicional
de temporada, sin embargo, las semillas residuales se desechan, cuyo valor
agregado radica entre otras propiedades en la capacidad antioxidante de las
mismas. Se prepararon extractos de hexano, etanol y metanol de las semillas,
resultando el extracto metandlico el de mayor capacidad antioxidante, seguido
por el extracto de metanol-agua al 80% (v/v), ambos ajustados a pH=3. El
extracto etanolico desarroll6 capacidad antioxidante moderada, por lo que se
recomienda este extracto como aditivo de alimentos como una alternativa a los
pobladores de Ecatlan, Puebla. Asi mismo se obtuvo el aceite esencial de estas
semillas, por hidrodestilacion, empleando un destilador clevenger, este aceite fue
analizado por cromatografia de gases, con deteccidon por espectrometria de
masas, el cromatograma obtenido indicO la presencia de al menos 10
componentes cuya identidad molecular puede asociarse con; Acetato de
isoamilo, 2-tujeno, 3-bencilsulfonil-2,6,6-trimetilbiciclo (3.1.1) heptano, B-Pineno,
acetato de mirtenoil, D-limoneno, 2-careno, pinocarveol, acetato de bornilo y
oxido de aloaromandreno. Al comparar los componentes minoritarios de este
aceite esencial con las fracciones obtenidas por cromatografia en columna del
extracto de hexano utilizando la técnica de Resonancia Magnética Nuclear, se
identificd un diterpeno de tipo dialdehido, previamente descrito. Como parte de
esta investigacion se determiné la disposicion a pagar de los consumidores por
productos nutraceuticos o alimentos adicionados con ellos, con la finalidad de
ofrecer algun producto con base en semilla de xkjit, resultando significativo que
los consumidores estan interesados en pagar un precio extra por nutraceuticos
sin tomar en cuenta el origen o condiciones de la planta.

Palabras clave: Renealmia alpinia, antioxidantes, volatiles, disposicién a pagar
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GENERAL ABSTRACT

Antioxidant extracts from Renealmia alpinia seeds as an alternative of
nutraceutic use

The x'kjit (Renealmia alpinia) belongs to the Zingiberaceae family, and in Mexico
it is distributed in the areas of the Sierra de Oaxaca, Puebla, Veracruz and
Chiapas. In Ecatlan, Puebla it is used in the preparation of a traditional seasonal
dish, however, the residual seeds are discarded, whose added value lies among
other properties in their antioxidant capacity of the same. Extracts of hexane,
ethanol and methanol from the seeds were prepared, resulting in the methanolic
extract being the one with the highest antioxidant capacity, followed by the extract
of methanol-water at 80% (v / v), both adjusted to pH = 3. The ethanolic extract
developed moderate antioxidant capacity, so this extract is recommended as a
food additive as an alternative to the inhabitants of Ecatlan, Puebla. Likewise, the
essential oil of these seeds was obtained by hydrodistillation, using a clevenger
distiller, this oil was analyzed by gas chromatography with detection by mass
spectrometry, the chromatogram with detection by mass spectrometry, the
chromatogram obtained indicates the presence of at least 10 components whose
molecular identity can be associated with: Isoamyl acetate, 2-tujene, 3-
benzylsulfonyl-2,6,6-trimethylbicycle (3.1.1) heptane, p-Pinene, myrtenyl acetate,
D-limonene, 2-carene, pinocarveol, bornyl acetate and alloaromandrene . By
comparing the minority components of this essential oil with the fractions obtained
by column chromatography of the hexane extract using the Nuclear Magnetic
Resonance technique, a diadehyde-type diterpene, previously described, was
identified. As part of this research, the consumers’ willingness to pay for
nutraceutical products or foods added with them was determined, in order to offer
a product based on x'kjit seed. It was found that consumers are interested in
paying an extra price for nutraceuticals regardless of the origin or conditions of
the plant.

Keywords: Renealmia alpinia, antioxidants, volatiles, willingness to pay

Thesis de Maestria en Ciencia y Tecnologia Agroalimentaria. Universidad Autonoma Chapingo
Author: Brenda Escutia Monroy

Advisor: Dr. Benito Reyes Trejo
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1. INTRODUCCION GENERAL

En los paises en desarrollo, como México, las plantas comestibles silvestres son
un recurso importante para la alimentacion de diversas comunidades rurales
(Chaudhury et al., 2018). Los alimentos tradicionales son una fuente de nutrientes
esenciales en una dieta balanceada, el consumo de este tipo de alimentos trae
beneficios a los consumidores principalmente en los ambitos de salud y
longevidad (Hristov et al., 2017; Roche et al., 2017; Diaz et al., 2019). Se ha
documentado que el valor nutricional y nutracéutico de los alimentos no
convencionales, como las plantas silvestres de uso tradicional, es comparable y
en algunos casos superior, al valor de los alimentos convencionales. (Chaudhury
et al., 2018).

La biodiversidad de los ecosistemas en diferentes comunidades rurales propicia
el desarrollo de una gran variedad de especies vegetales, que satisfacen, entre
otras, las necesidades alimenticias de las personas que habitan estos espacios
(Diaz et al, 2018). En particular, las caracteristicas edafoclimaticas de la
comunidad de Ecatlan, Municipio de Jonotla,Puebla, México, favorecen el
crecimiento de Renealmia alpinia (Rotth.) Maass, planta perteneciente a la familia
Zingiberaceae (Negrelle, 2015) cuyos frutos son conocidos como x’kijit (masa
rica, en el idioma Totonaco). De acuerdo con diversos estudios, R. alpnia también
se localizan en las comunidades rurales de Veracruz, Oaxaca y Chiapas y se
utiliza con fines medicinales y culinarios (Maas, 1977). Los arilos del fruto de
x’kijit contienen proteina y grasa (4.2 y 8.6 %, respectivamente), vitamina C y
compuestos fenolicos, mientras que el exocarpo es rico en antocianinas (Luna et
al., 2018). En la comunidad de Ecatlan, los arilos del fruto de R. alpinia son
aprovechados para preparar de un platillo tradicional, sin embargo, las semillas
gue representan un 48 % del fruto, la mayoria de las veces son desechadas y en

algunas ocasiones su aceite se utiliza para preparar frituras (Martinez et al.,
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1995). Cabe mencionar, que a partir de semillas del género Renealmia se han
aislado e identificado flavonoides derivados de la narigenina y la catequina (Gilli
et al., 2014), diarilheptanoides (Sekiguchi et al., 2002) y diterpenoides tipo
labdano (Sekiguchi et al., 2001). Tanto los diarilhepanoides como los flavonoides
son compuestos fendlicos, cuyas propiedades antioxidantes han sido
extensamente estudiadas, por lo tanto, las semillas podrian ser utilizadas para
preparar alimentos enriquecidos en compuestos bioactivos (Luna et al., 2018;
Sandi, 2019).

Actualmente existe una tendencia de consumo de materiales vegetales
nutraceuticos, que contienen sustancias bioactivas (Vasudevaiah etal., 2017). La
adicion de estos alimentos nutraceuticos a otro producto base ayuda a que tenga
el consumidor una percepcion y aceptacion positiva del producto final. El
consumidor basa su opinidon en el origen del componente nutraceutico, y es
probable que adquiera un producto si este componente tiene su origen de manera
natural, sin embargo, las caracteristicas sensoriales como el sabor, olor, color y
textura determinan la eleccion y el éxito de los productos, dando las bases a que
tenga disposicion a pagar por el mismo (Kraus et al., 2017; Boccia & Punzo,
2020).

El objetivo de este proyecto fue determinar la capacidad antioxidante del aceite y
extractos de semillas de xkijit (Renealmia alpinia) para proponer un uso
alternativo a la semilla y ser empleada por los pobladores de Ecatlan en un

producto de facil elaboracion y de interés para los consumidores.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Plantas comestibles silvestres

Las poblaciones nativas de México han mantenido una estrecha relacion las culturas
gue las rodean, desde tiempos prehispanicos (Lascurain et al., 2010). Actualmente
en se pueden encontrar en nuestro pais alrededor de 23 500 especies de plantas
silvestres (Gerique, 2006), sin embargo, Lascurain et al., (2010) indican que el
aprovechamiento de estos recursos vegetales se encuentra intrinsecamente ligado
con las comunidades rurales, ya que el uso de estas especies vegetales permiten
la supervivencia y dan les dan identidad ya que forman parte de sus tradiciones
(vestimenta y festividades), teniendo también usos nutricionales y medicinales,
generando recursos econdémicos ya que en algunas regiones son utilizadas como
materia prima para la elaboracion productos gastrondmicos tradicionales, asi como,

artesanias (Lara, 2013).

Actualmente las plantas silvestres comestibles se enfrentan a una serie de
problemas, como consecuencia de la actividad humana y la globalizacién, entre
estos problemas destacan los ecologicos y sociales: Pérdida de la biodiversidad,
del paisaje natural y el cambio del manejo de los recursos naturales; mientras que
la reduccion de conocimientos y saberes empiricos, asi como la extincion de las
lenguas indigenas (Boege 2006; Ramirez, 2007). En la zona de montafia del estado
de Puebla, regidn totonaca, existe gran variedad de ejemplares vegetales que se
estan estudiando y son usadas popularmente por los habitantes, como el caso de
las diferentes variedades de uvas silvestres (Vitis spp.) cuyo fruto ha sido
aprovechado en consumo directo y, también en la elaboracién de bebidas frescas y
licores, mientras que las hojas se utilizan en el tratamiento de fiebre y como
antifangico podoldgico; dichas uvas silvestres han sido agrupadas por coordenadas

geograficas y caracteristicas fisiolégicas (Gaona et al. 2010).En la presente
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investigacion se aborda un estudio agroalimentario y nutraceutico del X'kijit
(Renealmia alpinia), planta silvestre comestible arraigada en la Sierra Norte de

Puebla.

2.2.1. X'kijit (Renealmia alpinia)

El género Renealmia L. f (Zingiberaceae) se distribuye por las regiones tropicales
de América y Africa, consta de 85 especies, de las cuales en México se han
identificado cuatro especies: Renealmia cenua, Renealmia mexicana, Renealmia
occidentalis y Renealmia alpinia (MASS, 1997). En este trabajo se estudio
Renealmia alpinia, también conocida como Xkijit (en lengua totonaco), es una
planta silvestre comestible que crece y se aprovecha en el estado de Puebla, México
(Jimenez et al., 2018). El X'kijit es una planta rizomatosa aromatica con una altura
de 2 a 6 m, con hojas elipticas, inflorescencia basal de 0.12 a 0.55 m y sus frutos
son capsulas de color rojizo a morado, éstos son comestibles, la pulpa de sus
semillas es de color amarillo y es utilizada en la gastronomia local, sin embargo, el

pericarpio y las semillas se desechan (Barco, 2002).

g \," - \/ ’ ‘sq £

Fgur 1.Planta de Renealmia alpia
Fuente:Propia Figura 2.Fruto inmaduro de R. alpinia
Fuente: Propia
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Figura 3. Fruto maduro de Renealmia alpinia
Fuente:Propia Figura 4. Céascara, arilo y semillas

Fuente: Propia
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Figura 5. Sopa de x’kijit

Fuente:Propia Figura 6. Tamales envueltos en hoja de x’kijit
Fuente: Propia
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2.1.1.1 Usos del x’kijit

Al ser una planta silvestre comestible tiene usos tradicionales, en x’kijit es utilizado
por la etnia Totonaca de la Sierra Norte de Puebla, en comunidades como Ecatlan,
Municipio de Jonotla, las personas preparan una especie de sopa a partir de los
arilos de Renealmia alpinia. Este platilo se acompafa de tortillas o guisos
tradicionales. Las hojas de R. alpinia son utilizadas para envolver tamales o
empanadas, asi mismo, las vainas foliares se utilizan de manera rudimentaria en la
agricultura en la siembra de maiz (Macia, 2003); el x’kijit es base de platillos
tradicionales alrededor del mundo, por ejemplo, en Ecuador se elabora un platillo
tradicional denominado Tonga (Van den Veerle et al., 2004); Espinosa, (2014)
reportd que en Peru se utiliza para preparar un platillo denominado Patarash,
también se ha innovado en la industria alimentaria del pais inca para elaborar una
bebida alcoholica tipo Ginebra seco a partir de la maceracion de las semillas de
x’kijit, con enebro (Juniperus communis) y semillas de cilantro (Coriandrum

sativum).

A patrtir del pericarpio del X'kijit se pueden obtener colorantes naturales, los cuales
pueden variar su color de acuerdo con los cambios de pH y diferentes disolventes,
obtenido colorantes con tonalidad de amarillo a naranja, mientras que de las raices
se han identificado tonos de color rosa, marrén, hasta azul oscuro (Noriega et al.,
2011). Por otra parte, Gomez & Benjumea (2014), han determinados efectos
analgésicos significativos en extractos acuosos y metandlicos obtenidos de las
hojas de Renealmia alpinia, debido al contenido de ciertos flavonoides que

proporcionan estas propiedades.

Renealmia alpinia ha sido estudiada por su actividad analgésica (Patifio et al.,
2013); mientras que Gomez-Betancour et al., (2014) han identificado a la flavanona
pinostrobina como el principal compuesto que posee propiedades inhibitorias contra
el veneno de vibora (Bothrops atrox-asper); mientras que Patifio et al., (2013) han
investigado la produccion de planta de Renealmia alpinia en cultivo a condiciones
controladas y a gran escala, con la finalidad de propagar el material vegetal para

préximas investigaciones.
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2.2. Extractos naturales

Los extractos naturales son preparaciones obtenidos a partir de material vegetal,
tienen consistencia liquida, semi solida y sélida; se elaboran a partir de la base de
un material vegetal triturado, el cual se pone en contacto con un liquido o disolvente
de extraccion (Ortufio, 2006), sin embargo, cuando los extractos se obtienen con un
fin especifico se utiliza una 0 mas partes del material vegetal y técnicas especificas
gue permitan detectar, determinar o cuantificar ciertos metabolitos secundarios o

principios activos (Moncayo, 2020).

En los dltimos afios el estudio de extractos obtenidos a partir de plantas ha tomado
relevancia cientifica, ya que se han identificado diferentes compuestos obtenidos a
partir de plantas, frutos y materia vegetal, como es el caso de: acido ascorbico
(vitamina C), o-Tocoferol (vitamina E), compuestos fendlicos, carotenoides, y
flavonoides, los cuales son una fuente de antioxidantes naturales y se utilizan en las

industrias: farmacéutica, alimentos y medicina (Keeton et al., 2001).

Para la obtencion de extractos se utilizan generalmente disolventes organicos que
penetran en la materia vegetal y disuelven los metabolitos. Posteriormente los
disolventes se eliminan por evaporacion a baja temperatura, obteniendo la fraccion
deseada, uno de los disolventes organicos de mayor uso en este tipo de técnicas
es el etanol, ya que permite extraer una amplia gama de principios activos de gran
interés en la determinacion de un perfil fitoquimico que justifique la actividad

biologica de cualquier planta (Sharapin, 2000).
2.2.1. Importancia y uso

Los extractos vegetales tienen una gran importancia en las investigaciones
actuales, ya que, al provenir de plantas medicinales con principios activos
identificados, los vuelve seguros sin efectos secundarios para el medio ambiente y
ademas de costos econdmicos, a diferencia de los extractos comunes (Van Hai,
2015). En los ultimos afos tiene gran relevancia el estudio en la prevenciéon de

enfermedades humanas y su relacion con los compuestos bioactivos de origen
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natural, en extractos de especies vegetales, se han identificado terpenos y
compuestos terpenoides asociados a los neuroprotectores (Sanchez et al., 2021),
los cuales son relacionados con las propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, y
los mecanismos de accion de dicha actividad biolégica (do Nascimento et al., 2018).

Los compuestos antioxidantes obtenidos a partir de extractos vegetales son los
compuestos mas atractivos para las investigaciones actuales, en frutas se han
realizado numerosos estudios relacionados con el potencial antioxidante de ciruela,
extracto de semilla de uva, arandano, granada y gayuba, y sus efectos sobre
productos carnicos (Karre et al., 2013). Por su parte, Baharvand, & Asadi, (2017) ha
identificado compuestos con actividad antihipertensiva en planta medicinales
nativas de Irdn, mientras que, Meresa, et al., (2017) identificaron beneficios
antihipertensivos en extractos de plantas nativas de Etiopia.

2.2.2. Métodos de extraccion

Actualmente existen diversas metodologias empleadas en la obtencion de extractos
naturales con fines de identificacion de compuestos bioactivos, todos los métodos
tienen como objetivo presentar alta eficiencia de extraccion, ser factibles
tecnolégicamente, reproducibles y conservar la bioactividad de los extractos
(Bernal, 2012), sin embargo, no existe un método estandarizado para la extraccion
de todos los compuestos fitoquimicos de las plantas, ya que éstos dependen de la
naturaleza del compuesto en estudio (Palmer & Chaguturu, 2017). Los métodos de
extraccion tradicional son: Maceracion, extraccion Soxhlet e hidrodestilacion (Azmir
et al., 2013).

La maceracion surge a partir de técnicas rudimentarias en la elaboracion de ténicos
caseros, por sus bondades se ha convertido en una técnica econémicay popular de
obtener aceites esenciales y compuestos bioactivos, consta de sencillos pasos:
comenzando por la trituracion de materiales vegetales en particulas pequefias, esta
operacion es util para aumentar el area de superficie del material vegetal y para
mezclar adecuadamente con el disolvente; como siguiente paso se agrega el

disolvente apropiado denominado menstruo en un recipiente cerrado; y finalmente
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el liquido se filtra, el residuo sdlido de este proceso de extraccidn, se prensa para
recuperar una gran cantidad de soluciones ocluidas. Al liquido colado obtenido se

separan de las impurezas por filtracion (Azmir et al., 2013).

Extraccion mediante Soxhlet creado por (Soxhlet, 1879), consiste en un instrumento
gue tiene como obijetivo la extraccion de lipidos, sin embargo, actualmente se utiliza
para la extraccion de valiosos compuestos bioactivos de diversas fuentes vegetales
(Azmir et al., 2013).

Hidrodestilacion es un método tradicional para la extraccibn de compuestos
bioactivos y aceites esenciales de plantas, no intervienen disolventes organicos.
Este procedimiento se puede aplicar antes de la deshidratacion de los materiales
vegetales; existen tres tipos de hidrodestilacion: Destilacion de agua, destilacion de
agua y vapor y destilacion de vapor directo (Vankar, 2004). El instrumento
Clevenger es el mas utilizado en la hidrodestilacion de acuerdo con las técnicas
dadas en el AOAC (Ertl, 1997). En la hidrodestilacion, en primer lugar, los materiales
vegetales se envasan en un compartimento de destilacion; en segundo lugar, se
agrega agua en cantidad suficiente y luego se lleva a ebullicion; alternativamente,
se inyecta vapor directo en la muestra de vegetal. El agua caliente y el vapor actian
como los principales factores que influyen en la liberacion de compuestos bioactivos
del tejido vegetal. El enfriamiento indirecto por agua condensa la mezcla de vapor
de agua y aceite. La mezcla condensada fluye del condensador a un separador,
donde el aceite y los compuestos bioactivos se separan automaticamente del agua
(Silva et al.,, 2005). La hidrodestilacion implica tres procesos fisicoquimicos
principales; Hidrodifusion, hidrolisis y descomposicién por calor. A una temperatura
de extraccion alta se pueden perder algunos componentes volatiles. Este
inconveniente limita su uso para la extraccion de compuestos termolabiles (Azmir,
et al., 2013).
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2.3. Compuestos antioxidantes

La oxidacién es uno de los procesos mas comunes en los seres vivos, es una de
las causas de enfermedades y patogénesis, en los seres humanos. Durante los
procesos de oxidacion se producen moléculas llamadas radicales libres, las cuales
estan en continua formacion en el interior de las células, éstos son neutralizados de
manera natural por el organismo, sin embargo, un desequilibrio de los radicales
libres pueden producir diversas enfermedades (Bray, 2000). Entre las cuales se
tienen: Alzheimer, enfermedades intestinales y ciertos tipos de cancer (Stadtman
2006). La OMS (1990) recomienda la ingesta de alimentos que contengan
sustancias antioxidantes como, la fuente principal de estos compuestos. Los
estudios para caracterizar fuentes naturales ricas en antioxidantes han tomado
importancia en los ultimos afios (Granato et al., 2017). Se han realizado diversas
investigaciones para identificar compuestos con actividad antioxidante en alimentos
(Girgih et al., 2014). Como resultado se han aislado péptidos antioxidantes de
productos alimenticios como chicharo, soya, linaza, pescado, caseina, suero de
leche, quesos, huevo, entre otros (Bhandari et al., 2020). La principal funcion de los
compuestos con capacidad antioxidante es inducir o participar en reacciones de
transferencia de electrones (Huang et al., 2005), por lo que se considera que las
cadenas de aminoacidos tienen la capacidad de transferir electrones a un pH

fisiologico evitando los procesos de oxidacion (Poljsak et al., 2013)
2.3.1. Fenoles

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios, cuya biosintesis deriva de
las vias de la pentosa fosfato, éstos son de los grupos de fitoquimicos mas comunes
en las plantas, tienen una importancia fisiolodgica; los fenoles juegan un papel
importante en el crecimiento y la reproduccion, ya que brindan proteccion contra
patdégenos y depredadores (Bravo, 1998). Ademas de contribuir al color vy
caracteristicas sensoriales de frutas y verduras (Alasalvar et al.,, 2001), los
compuestos fendlicos presentan un sin numero de propiedades fisiologicas, tales
como efectos antialérgicos, antiinflamatorios, antimicrobianos, antioxidantes,

antitrombdéticos, cardioprotectores y vasodilatadores (Mazur, et al., 2005; Middleton
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et al. 2000; Puupponen-Pimia et al., 1999). Los efectos beneficiosos derivados de
los compuestos fendlicos se han atribuido a su actividad antioxidante (Heim et al.,
2002).

Bravo (1998) describe que la estructura de los compuestos fendlicos se encuentra
conformada principalmente por un anillo aromético, que contiene uno 0 mas
sustituyentes hidroxilo; éstos van desde moléculas fendlicas simples hasta
compuestos complejos, altamente polimerizados. La mayoria de los compuestos
fendlicos de origen natural, se encuentran conjugados con mono y polisacaridos
unidos a uno o mas grupos fendlicos, asi mismo, pueden encontrarse derivados
funcionales, ésteres y ésteres metilicos (Puri & Hall, 1998). Los acidos fendlicos, los
flavonoides y los taninos se consideran los principales compuestos fendlicos de la
dieta (King & Young, 1999), en el Cuadro 1, se muestra la principal clasificacion de

los compuestos fenadlicos obtenidos en plantas.

Cuadro 1. Clasificacion de los compuestos fendlicos en plantas.

Clase Estructura
Fendlicos simples, benzoquinonas Cs

Acidos hidroxibenzoicos Ce—C1
Acetofenonas, acidos fenilacéticos Ce—C2

Acidos hidroxicinamicos, fenilpropanoides (cumarinas,

isocumarinas, cromonas, cromenos) ComCa
Naftoquinonas Ce—Cy4
Xantonas Ce—C1—-Cs
Estilbenos, antraquinonas Ce—C2—-0Cs
Flavonoides, isoflavonoides Ce—C3—-Cs
Lignanos, neolignos (Ce—Ca) 2
Biflavonoides (Ce—C3—Ceg)2
Ligninas (Ce—C3)n
Taninos condensados (proantocianidinas o flavolanos) (Ce—C3—Ceq)n

Fuente: Puri & Hall (1998).
Elaboracion propia.
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2.3.2. Flavonoides

Los flavonoides constituyen el grupo mas grande de fenoles vegetales (Puri & Hall,
1998), pertenecen a la clasificacion del grupo de los polifenoles, son metabolitos
secundarios originados en plantas, su estructura general consta de 15 4tomos de
carbono, los cuales se encuentran distribuidos en dos anillos bencénicos fijados al
anillo heterociclico (Brodowska, 2017); estan predispuestos a una configuraciéon Cse
— Cz— Cs, SU estructura esta compuesta por dos anillos arométicos A y B, unidos
entre si por un puente de tres carbonos que forman el anillo heterociclico, C

Figura 7. Estructura genérica de una molécula de flavonoides.
Fuente: (Balasundram, Sundram, & Samman, 2006).

El anillo aromético A se deriva de la via del acetato - malonato, mientras que el anillo
B se deriva de la fenilalanina a través de la via del shikimato (Merken & Beecher,
2000). Las variaciones en los patrones de sustitucion del anillo C dan como
resultado las principales clases de flavonoides: flavonoles, flavonas, flavanonas,
flavonoides (o catequinas), isoflavonas, flavanonoles y antocianidinas (Hollman &
Katan, 1999). Los flavonoides son los precursores y responsables del brindar sabor
dulce a alimentos (citricos, vino, cerveza, etc.), debido a la presencia de complejos
con azucares (carotenoides glicosidicos y antocianinas), ademas que pueden ser
utilizados como colorantes naturales en el caso de las antocianinas con flavonas
(Brodowska, 2017). Di Majo et al., (2014), han reportado que los grupos hidroxilo
pertenecientes a la estructura de los flavonoides son los responsables de la
actividad antioxidante, ya sea por formacién de complejos quelantes de metales o

por captacion de radicales libres.
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2.3.3. Métodos de determinacion de capacidad antioxidante

La determinacion de la capacidad antioxidante de los extractos naturales se realiza
principalmente mediante metodologias de captacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS, por sus siglas en Ingles, reactive oxygen species), dependiendo de
las reacciones quimicas involucradas, estos ensayos se clasifican en dos
categorias: Transferencia de &atomos de hidrogeno (HAT) y reaccion de
transferencia de un solo electron (ET); por lo tanto, los resultados finales
dependeran del mecanismo involucrado (Shahidi, & Zhong, 2015). En el Cuadro 2,
se observan en los ensayos quimicos mas utilizados para la medicion de actividad

antioxidante.
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Cuadro 2. Ensayos basados en la eliminacion de las principales especies reactivas de oxigeno (ROS) y el potencial REDOX.

Nombre del ensayo TIPO de Mecanismo Oxidante Investigacion Deteccion Referencia
ensayo dominante
ORAC Eliminacion HAT Radical Fluoresceina Fluorometria Prior et al.,
de ROS peroxilo 2005
generado
por AAPH
Quimioluminiscencia  Eliminacion HAT Peréxido  Luminol Fluorometria Papadopoulos
de ROS de et al., 2003
hidrogeno
Eliminacion de DPPH Eliminacion ET Radical Radical DPPH  Espectrofotometria  Blois, 1958
de ROS DPPH o EPR
TEAC Eliminacion ET Cation Cation radical Espectrofotometria Miller et al.,
de ROS radical ABTS 1993
ABTS
FRAP Potencial ET Fe 3* Ferricianuro Espectrofotometria  Pascual-
REDOX Reguera et al.,

1998
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CUPRAC

Ag * reductor

Au 3* reductor

CERAC

CHROMAC

Potencial
REDOX

Potencial
REDOX

Potencial
REDOX

Potencial
REDOX

Potencial
REDOX

ET

ET

ET

ET

ET

Cu 2t

Ag*

Au 3*

Ce 4+

Cr 6*

Neocuproina

Nanoparticula
de Ag

Nanoparticula
de Au

Tinte carmin

indigo

Complejo Cr 3*

Espectrofotometria
Resonancia de
plasmones

superficiales

Voltametria ciclica

Espectrofotometria

Espectrofotometria

Apak et al.,
2004

Ozyiirek et al.,
2012

Andreu-
Navarro et al.,
2011

Ozyurt et al.,
2010
Isik et al., 2013

AAPH, diclorhidrato de 2,2'-azobis (2-amidinopropano); DPPH, 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo; ABTS, acido 2,2'-azinobis (3-

etilbenzotiazolin-6-sulfonico.

Elaboracion propia.
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2.4. Aceites esenciales

Los aceites esenciales (AE) son compuestos derivados del metabolismo vegetal
de las plantas, son fracciones liquidas que proporcionan aromas y sabores
caracteristicos a la planta, éstos estan almacenados en las glandulas o vesiculas
secretoras en los tejidos de las de las plantas: hojas, flores, corteza o pericarpio
y semillas (Torrenegra et al., 2015). Un aceite esencial puede tener alrededor de
50 a 300 compuestos quimicos, los cuales pertenecen a los grupos: compuestos
fendlicos, terpénicos, éteres, aldehidos, cetonas, ésteres, hidrocarburos,
alcoholes, fenilpropanoides, entre otros (Moreno et al., 2006). Diversas
investigaciones han demostrado que los aceites esenciales poseen diversas
propiedades medicinales, por su actividad antimicrobiana, antiviral,
antiinflamatoria, anticancerigena, antioxidante, insecticida, entre otras (Garcia et
al., 2017).

Los principales métodos de extraccion de AE son: hidrodestilacion (HD),
destilacion por arrastre con vapor de agua, destilacion-extraccion con disolvente
(DES), Head-Space (HS), hidrodestilacion asistida por la radiacion con
microondas (MWHD) y destilacion con fluidos supercriticos (FSC), ; este ultimo
método ha adquirido gran importancia debido a la utilizacion de CO2 como
disolvente, debido a que no es toxico, ni explosivo, ademas es facil de remover y

no deja residuos toxicos en el AE (Matiz et al., 2012; Torrenegra et al., 2015),
2.4.1. Perfil de volatiles

Las plantas sintetizan y emiten una gran variedad de compuestos organicos
volatiles, los cuales poseen funciones ecoldgicas importantes. En la mayoria de
los casos, a temperatura ambiente los compuestos organicos volatiles de las
plantas son gases (Dong et al., 2016). Los compuestos organicos volatiles son
importantes para las plantas, como mecanismos de defensa para repeler insectos
o detener la colonizacion por bacterias y hongos patdgenos, para promover la
reproduccién, al atraer polinizadores o dispersores de semillas, son mensajeros

intraespecificos e interespecificos (Dicke et al.,, 2017). La mayoria de los
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compuestos organicos volatiles de las plantas son productos o subproductos de
rutas metabdlicas primarias, con base en su origen biosintético, los compuestos
organicos volatiles se dividen en cuatro principales vias metabdlicas: 1) del
shikimato-fenilalanina; 2) del acido mevaldnico (MVA); 3) del metileritritol fosfato
(MEP); y 4) de la lipoxigenasa (LOX), estas vias regulan la emision de
compuestos benzenoides, penilpropanoides, sesquiterpenos, monoterpenos,
hemiterpenos, diterpenos, volatiles derivados de carotenoides y metil jasmonato,
asi como volatiles de hoja verde (Dudareva et al., 2013).

Los terpenos representan el grupo mas diverso de compuestos volatiles, los
cuales se clasifican de acuerdo con el numero de carbonos en su cadena,
incluidos hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpeno (C15),
homoterpenos (C11 y C16), algunos diterpenos (C20) y triterpeno (C30), también
estan los compuestos de azufre organicos volatiles como el dimetilsulfuro y el
metanotiol (Vivaldo et al., 2017). Los terpenos son los principales compuestos
volatiles reportados en semilla de Renealmia alpinia, los componentes que se
encuentran en mayor proporcion son 88 % de monoterpenos hidrocarbonados de
los cuales, el B-pineno (22 %), limoleno (18.4 %), y B-felandreno (38 %) fueron

los predominantes (Lognay et al., 1991).

2.5 Alimentos nutraceuticos

El término nutracedutico se le atribuye a Stephen De Felice, quién definia que era
un alimento o parte de este que aporta beneficios a la salud, procurando que con
su ingesta se prevengan enfermedades o ayuden a los pacientes a su
recuperacion, sin embargo, no curan estas, solo aumentan la inmunidad. (Vainio
& Mutanen, 2000; Ernst, 2001).

Los nutraceuticos son concentrados de sustancias bioactivas aisladas y que se
presenten y obtienen de los alimentos, pero en una concentracion mayor de la
gue se hayan en ellos. La diferencia entre un medicamento y un nutraceutico es
el origen de la sustancia activa, ya que en el medicamento se obtiene por sintesis

en un laboratorio y el segundo es de origen biolégico y natural. Son un
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complemento dietético que se encuentran en el mercado en una matriz no
alimenticia, como puede ser encapsulados, en polvo, etc. (Martin, 1999;
Basdevant et al., 2000; Kalra, 2003).

2.5.1 Clasificacion de los nutraceuticos
Los nutraceuticos se pueden clasificar como tradicionales, no tradicionales,
sustancias con funciones nutricionales establecidas, hierbas o productos
botanicos, reactivos derivados de otras fuentes, probiéticos y prebiéticos, acidos
grasos poliinstaurados, vitaminas antioxidantes, polifenoles y especias.

Un nutraceutico tradicional es aquél que ya viene dentro de un alimento, como el
licopeno en el jitomate, aportando activamente beneficios por su capacidad
antioxidante como preventivo del cancer. El nutraceutico no tradicional es aquél
gue complementa la dieta con la adicion de nutrientes, tal es el caso de los

micronutrientes.

Las sustancias con funciones nutricionales establecidas incluyen a las vitaminas,
las mas comunes son la vitamina A, B, C, D y E; y los minerales como Calcio,

Zinc y Hierro.

Las hierbas o productos botanicos son la planta propiamente dicha o extractos y
concentrados de ellas. Como reactivos derivados de otras fuentes se cuenta con
la glucosamina, condoitrina, flavonoides, fibra dietética y fitoquimicos. Los
prebidticos y probiéticos son benéficos para la flora intestinal, ya que los
probidticos son los microorganismos que habitan en sitios especificos del colon
y que con las fibras prebidticas que son su alimento reducen la poblacién de

patégenos.

Los acidos poliinsaturados como el omega-3 y omega-6 no son sintetizados en
el cuerpo humano, pero se obtienen de fuentes como el pescado y algunas
semillas. Los antioxidantes son la defensa contra los radicales libres que originan
el cancer. Los polifenoles, como los acidos fendlicos y los flavonoides se obtienen

de fuentes vegetales, y son metabolitos secundarios que cumplen la misién de
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proteccién en las plantas. Por ultimo, las especias son fuente de sabor y aroma
en la gastronomia, y suelen ser usadas por las comunidades como medicinales,
colorantes, plaguicidas y para elaborar articulos de higiene personal (Rajat et al.,
2012)).

2.5.2 Disposicion a pagar por alimentos nutraceuticos
La Disposicion A Pagar (DAP) pondera la valoracion de los consumidores por los
atributos de los productos, determinando el sobreprecio que pagaria por dicho
producto (Hanemann, 1991). Atributos especificos en los alimentos como los
beneficios a la salud, son de interés en la toma de decisiones del area de
marketing en la industria alimentaria y en las politicas publicas de salud en
determinado pais por su impacto social (Dolgopolova & Teuber, 2018). Sin
embargo, existen otras motivaciones, ademas de la salud, porque los
consumidores prefieren los dichos alimentos, y tienen que ver con aspectos
sociales, al ser considerados productos de lujo y, hedodnicos, relacionados a la

motivacion de autocontrol (Barauskaite, et al., 2018).

La disposicion a pagar y las decisiones de compra de alimentos nutraceuticos
estan relacionados con las caracteristicas sensoriales del producto, el precio,
nivel de vida de los compradores, la marcay, los distintivos en el empaque sobre
las propiedades benéficas. Otros factores de influencia son las prescripciones
médicas, la relacion entre el producto y el ingrediente nutraceutico, asi como las

técnicas de elaboracion (Plasek & Temesi, 2019).

Se tienen ideas preconcebidas sobre el perfil consumidor de alimentos
saludables, tales como, un grado de estudios a nivel licenciatura, en su mayoria
del sexo femenino por ser las encargadas de las compras de alimentos, o
consumidoras de la tercera edad. La creencia de que los alimentos benéficos a
la salud se correlacionan positivamente con los alimentos nutraceuticos y
funcionales. El conocimiento de los beneficios a la salud, las creencias acerca de
este tipo de alimentos y la presencia de al menos un familiar enfermo en las
familias, superan las condiciones sociodemogréficas de los consumidores. Se ha

notado que el impacto de los conocimientos para la aceptacion de productos
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nutraceuticos va declinando con respecto a la edad, teniendo su cuspide entre

edades juveniles (Verbeke, 2005).

En Canada se realiz6 un estudio para identificar quienes consumian alimentos
funcionales y nutraceuticos, clasificando a dos tipos de consumidores, en uno de
ellos, personas mayores, de un nivel de ingresos bajos, nivel educativo menos
formal; representado por habitantes de zonas rurales. El otro tipo de consumidor
no estaba tan receptivo a los alimentos funcionales y nutraceuticos, si no a
“alimentos para el bienestar general’, siendo estos jovenes, niveles altos de
educacion formal por lo tanto con un nivel de ingresos alto; representado por
habitantes de zonas urbanas. El segundo tipo de consumidores no esta
realmente preocupado por problemas a la salud, teniendo a su favor mayores
conocimientos acerca de enfermedades, eligiendo otras opciones de
alimentacion benéficas a través de alimentos convencionales (Herath et al.,
2008).

Por esta razon se decidio hacer una investigacion que aprovechara el desperdicio
de una fruta consumida en la Sierra Norte de Puebla, conocida como x’kjit, de la
cual se ha estudiado la capacidad antioxidante del fruto en cuanto a cascara y
arilo, teniendo la semilla poco protagonismo en investigaciones, por lo que se
determind la capacidad antioxidante del aceite y del extracto alcohodlico de
semilla, para ser aprovechada por los pobladores de Ecatlan, Puebla y ofrecer un
producto en base a la semilla, por ello también se investigd a cerca de la
disposicion a pagar de un producto adicionado con el extracto o semilla molida
del x’kjit.
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3. PROPIEDADES ANTIOXIDANTES DE LOS EXTRACTOS
ALCOHOLICOS DE SEMILLA DE Renealmia alpinia

RESUMEN

México es rico en plantas comestibles silvestres que llegan a tener un uso tradicional,
como es el caso del x’kijit (Renealmia alpinia) conocido por formar parte de un platillo
que solo se elabora en dia de muertos, en la Sierra Norte de Puebla. El uso de esta planta
es al arilo del fruto para elaborar sopa y a las hojas de la planta que se usan para envolver
tamales. Se han estudiado con anterioridad las propiedades nutracedticas del fruto en arilo
y cascara, este estudio se enfoco en determinar la capacidad antioxidante de los extractos
alcohdlicos con etanol y metanol (puro, al 80 % y con ajuste de pH = 3) también con el
disolvente de la semilla, por medio de fenoles totales, flavonoides y los ensayos FRAP y
ABTS. La mayor capacidad antioxidante fue observada en los extractos metanolicos en
cualquiera de sus variantes. Se realizd una cromatografia por columna y se determind la
capacidad antioxidante de cada fraccion obtenida, sin embargo, las metodologias no
fueron las adecuadas pues se tuvo problemas con la formacion de floculos al ir agregando
los reactivos a las muestras. Solo se pudieron comparar datos para ABTS en el que la
fraccion de hexano/acetato de etilo 80:20, 90:10 y la mezcla 50:50 con 30:70 fueron

superiores a las demas.

Palabras clave: Renealmia alpinia, antioxidantes, fenoles, flavonoides, FRAP, ABTS,

cromatografia por columna.
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ANTIOXIDANT PROPERTIES OF ALCOHOLIC EXTRACTS FROM
THE SEED OF Renealmia alpinia

ABSTRACT

Mexico is rich in wild edible plants that come to have a traditional use, as is the
case of x'kijit (Renealmia alpinia) known for being part of a dish that is only made
on the day of the dead, in the Sierra Norte de Puebla. The use of this plant is to
the aril of the fruit to make soup and to the leaves of the plant that are used to
wrap tamales. The nutraceutical properties of the fruit in aril and peel have been
studied previously, this study focused on determining the antioxidant capacity of
alcoholic extracts with ethanol and methanol (pure, at 80% and with pH = 3
adjustment) also with the solvent of the seed, by means of total phenols,
flavonoids and the FRAP and ABTS tests. The highest antioxidant capacity was
observed in methanolic extracts in any of its variants. A column chromatography
was carried out and the antioxidant capacity of each fraction obtained was
determined, however, the methodologies were not adequate because there were
problems with the formation of flocs when adding the reagents to the samples.
Data could only be compared for ABTS in which the hexane / ethyl acetate fraction
80:20, 90:10 and the mixture 50:50 with 30:70 were superior to the others.

Keywords: Renealmia alpinia, antioxidants, phenols, flavonoids, FRAP, ABTS,
column chromatography.
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3.1. Introduccién

El x’kijit (Renealmia alpinia) es una de las 23,000 especies de plantas en México
gue son usadas en comunidades rurales como medicina, alimento, bebidas
alcohdlica y no alcohdlicas, utensilios, combustible, papel y fibra. Siendo el x’kijit
un fruto de clima tropical, las condiciones edafocliméticas de las sierras de
Veracruz, Chiapas, Oaxaca y Puebla son propicias para el crecimiento de R.
alpinia (Guevara et al., 2018). La parte comestible del fruto de esta planta es el
arilo, que tiene una coloracién amarilla, mientras que el pericarpio y las semillas

se desechan (Jiménez et al., 2018).

R. alpinia es una especie perteneciente a la familia botanica Zingeberaceae, de
guien se han estudiado algunas especies demostrando la actividad analgésica
de ciertos extractos y aceites esenciales. (Goémez, et al., 2019). Los compuestos
bioactivos se extraen por dos tipos de métodos, los tradicionales y los novedosos,
dentro de los tradicionales estan la hidrodestilacion, maceracion, Soxhlet y
maceracion; mientras que los novedosos consisten en el uso de fluidos super

criticos, microondas, asistidos por ultrasonido y enzimas (Vega et al., 2017).

La extraccion de compuestos fendlicos, de distintas partes de las plantas, se
realiza con disolventes que, dependiendo del tipo de soluto que se quiera
disolver, se selecciona el mas conveniente, ya que es por afinidad de polaridades
con sus analogos. Los disolventes mas utilizados son agua, metanol, acetona,
acetato de etilo, cloroformo y hexano, los cuales estan ordenados crecientemente
por su polaridad, siendo el agua el menos polar y el hexano el mas polar (Altemimi
et al., 2017).

En la presente investigacion se encontré la capacidad antioxidante de la semilla
de xkjit realizando extractos alcohdlicos de etanol y metanol, incluyendo

extraccion con hexano, para averiguar el mejor método de extraccion.
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3.2. Materiales y métodos
3.2.1. Materiales

Las semillas de x’kijit (Renealmia alpinia), se obtuvieron en la temporada de otofio
de 2020 en Ecatlan, Puebla, México. Se lavaron, limpiaron, y se secaron usando
un horno de secado por aire forzado a 40 ° C (24 h), después fueron molidas en
nutribulet. A partir de las semillas molidas se obtuvieron los extractos etandlico,
metandlico, metandlico a pH = 3, metandlico al 80%, metandlico al 80% con pH
= 3 y hexanico (Hernandez, et al., 2019).

Los reactivos de Folin-Ciocalteu, carbonato de sodio anhidro, catequina, los
acidos 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox) y galico, fueron
adquiridos con Sigma Aldrich. La medicién de absorbancias para cuantificar los
fenoles totales, flavonoides y para evaluar la capacidad antioxidante se medieron
en un lector de microplacas Synergy 2 Microplate reader, Biotek International,

software Genb, Biotek Instruments Inc., Winooski, VT, USA.
3.2.2. Determinacion del contenido de fenoles totales (CFT)

El contenido de fenoles totales fue cuantificado siguiendo el método de Folin-
Ciocalteau (Singleton, et al., 1999) adaptado a microplacas. Primero se preparon
los extractos del polvo de x’kijit. 1 g de muestra se mezclé en cada uno de los
disolventes o mezclas de disolventes. Para la extraccién de los compuestos
fendlicos se siguid el método de Hernandez-Rodriguez, et al.,, 2019. Cada
muestra se agitdé en vortex por 3 minutos a 1500 rpm (Vortex Synergy, WVR
International), después fue sonicada 15 min (Ultrasonic Cleaner 8890, Cole-
Palmer), incubadas por 30 min a 130 rpm (Orbital incubators Prendo INO-650M)
y sonicadas nuevamente. Finalmente, las mezclas fueron centrifugadas (15 min,
1277 G) y los sobrenadantes recuperados, se llevaron a un volumen final de 10
mL con la mezcla de extraccion. En el pozo de una microplaca, una alicuota (25
ML) de extracto se mezclé con agua (125 L), reactivo de Folin-Ciocalteu (20 uL)
y Na2CO320% (30 uL). Después de 30 min, se medio la absorbancia de la mezcla
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de reaccion a una longitud de onda 750 nm. La curva de acido galico se preparo
en el intervalo de concentraciones de 2.5-29.0 yg acido galico/ mL. Los
resultados se expresaron como miligramos equivalentes de acido gélico de &cido
galico por gramo de muestra seca (mg EAG g™).

3.2.3. Flavonoides totales (FT)

Los flavonoides totales se determinaron de acuerdo al método de Kubola &
Siriamornpun (2011) adaptado a microplacas. El extracto de cada muestra (0.5
mL) se mezclar6 con agua destilada (2.5 mL) y NaNO: al 5% (0.15 mL). Después
de 5 min se adicionaron 0.3 mL de AICIz36H20 al 10 %. La mezcla se dejo reposar
durante 5 min y enseguida se adicion6 1 mL de NaOH al 5%; las muestras se
agitaron en vortex (3,000 rpm, 3 min). De cada una de las mezclas de reaccion
se tomo una alicuota de 200 uL, y se transfirio a los pozos de una microplaca
para medir posteriormente las absorbancias a 510 nm. La curva de calibracion
de catequina se preparo en el intervalo de concentraciones de 0 a 130.2 uM. Los
resultados se expresaron como miligramos equivalentes de catequina por gramo
de muestra en base seca (mgEC g;,l). Todas las muestras se analizaron por

triplicado.

3.2.4. Capacidad antioxidante por ensayo FRAP

De acuerdo con la metodologia de Benzie & Strain, (1999) para la determinacién
de la capacidad antioxidante por el ensayo FRAP adaptado a microplacas, se
prepararon disoluciones: 100 mL de buffer de acetato 300 mM, 10 mL de 2, 4, 6
Tripiridil-s triazinas (TPTZ) 10 mM usando como disolvente HCI 40 mM, y por
ultimo, 10 mL de FeCls.6H>0 20mM. La solucion FRAP es una mezcla de 10 mL
de buffer de acetato con 1 mL de solucibn TPTZ y 1 mL de solucion de

FeCls.6H20. Se realiz6 una curva de calibracion de Trolox.
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3.2.5. Capacidad antioxidante por método ABTS

Siguiendo el método de Re et al., (1999) se determiné la capacidad antioxidante
por el ensayo ABTS adaptado a microplacas. Se mezclaron 10 mL de una
disolucion ABTS 7.4 Mm con 10 mL de una disolucion de persulfato de sodio 2.6
mM, dicha mezcla se dejo incubar 16 horas en refrigeracion. Culminadas las 16
horas, se tomé una alicuota de 600 uL de mezcla y se afor6 a 10 mL con metanol
puro, formando la disolucion ABTS-*. En cada pozo de la microplaca se
transfirieron 20 pL de la curva o de los extractos, y 180 uL de la disolucion
ABTS-*, como blanco se ocup6 una alicuota de 200 pL de la disolucion ABTS-*.
La disminucion de la absorbancia se registra a 734 nm por espacio de 10 minutos.
Los resultados se expresaron en micromoles equivalentes de Trolox por gramo

de muestra en base seca (umol ET gp3).

3.2.6. Separacion del extracto etanodlico de semilla de R. alpinia

Por medio de una cromatografia en columna se purifico el extracto etandlico de
semilla de R. alpinia, utilizando como la fase estacionaria el gel de silice y como
la fase movil primero el hexano, después mezclas de hexano/acetato de etilo de
polaridad creciente (90: 10, 80: 20, 70: 30, 50: 50, 30: 70), y finalmente acetato

de etilo y metanol.

3.2.7. Analisis estadistico

Los tratamientos se hicieron por triplicado. Los datos fueron sometidos a un
analisis de varianza (ANOVA) utilizando un disefio completamente al azar,
utilizando InfoStat version estudiantil (2020). Mediante la prueba de Tukey se

compararon medias con una significancia P<0.05.
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3.3. Resultados y discusion

Se estudié la capacidad antioxidante de extractos etandlico, metandlico,
metandlico a pH = 3, metandlico al 80%, metandlico al 80% a pH = 3 y hexanico;
de la semilla de x’kijit (Renealmia alpinia). Como se observa en el Cuadro 1, los
extractos metandlicos en cualquiera de sus variantes, mostraron la mayor

capacidad antioxidante.

Cuadro 3. Capacidad antioxidante de extractos de semilla de x’kijit (Renealmia
alpinia)

Disolvente de CFT FLAV FRAP ABTS
extraccion mg EAG g mgECg;! umolETg;! pmol ET gp}
Etanol 1.73 a* 1.36b 9.66 a 21.26 bc
Metanol 158a 1.01 ab 11.63 bc 24.84 c
Metanol (pH=3) 1.66 a 1.01 ab 12.13 bc 19.36 b
Metanol al 80% 284 Db 1.24b 15.81d 21.50 bc
Metanol al 80% 4.46 c 0.78 a 14.72 cd 13.15a
(PH=3)

Hexano - - 1.04a -

ZMedias con la misma letra (a, b, ¢, d) dentro de columnas son estadisticamente iguales con
base en la prueba de Tukey (P<0.05).
Fuente: Elaboracion propia.

De acuerdo con Guevara et al., (2018), los compuestos nutrimentales y bioactivos
de la pulpa y de la cascara de x’kijit (Renealmia alpinia), reportaron un contenido
flavonoides para pulpa (567.80 mg de catequina - 100 g!) y para cascara (55.80
mg de catequina - 100 g1), al ser comparados con los resultados obtenidos en
este estudio (Cuadro 1), se aprecia que los extractos de semilla de xkijit

(Renealmia alpinia), tienen el contenido mas bajo de flavonoides en el fruto.

En un estudio acerca de las propiedades bioquimicas y antioxidantes del jengibre
y la circuma, pertenecientes a la familia Zingiberaceae, en los extractos etandlico
y acuoso del polvo del rizoma de curcuma, jengibre y mezcla curcuma jengibre,
se encontré una mayor concentracion de flavonoides totales en la mezcla de
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circuma - jengibre (4. 27 + 0.05 mg CE-100 g}), seguida por circuma en polvo
(3.88 £ 0.25 mg CE-100 g1), y después por el polvo de jengibre (2.25 + 0.06 mg
CE-100 g*). Cotejando dicho estudio en cuanto a los extractos etandlicos de
curcuma y jengibre (Mushtaq et al., 2019) con el presente estudio de semilla de
x’kijit, para el mismo tipo de extracto, la semilla presenta menor contenido de

flavonoides.

En cuanto al contenido de fenoles totales en la semilla de x’kijit, el extracto
metandlico al 80 % (pH = 3) presenté mayor contenido (4.46 mg EAGg;: ) que el
resto de los extractos. En contraste con el resto del fruto, pulpa (102.40 mg de
EAG-100 g) y cascara (59.90 mg de EAG-100 g*!) (Guevara et al., 2018), se
tiene un menor contenido fendlico en los extractos de semilla que en lo reportado

para pulpa y cascara.

Retomando el estudio de los extractos de polvo de cuircuma, jengibre y mezcla
de ambas, se mantiene el orden de mayor a menor que para flavonoides, mezcla
de curcuma jengibre (103.39 mg CE-100 g1), circuma (76.14 mg EAG 100 gY) y
jengibre (69.11 mg EAG 100 g* (Mushtaq, et al., 2019). El extracto etandlico de

semilla de x’kijit es inferior a los valores reportados en este estudio.

Los flavonoides son el subgrupo polifenélico mas abundante en la cuantificacion
de los fenoles totales (Yang et al., 2020; Rehman et al., 2019), Los flavonoides
constituyen alrededor dos terceras partes de los fendlicos en los alimentos de
origen vegetal (Robbins, 2003) y tienen excelente capacidad antioxidante
(Musialik et al., 2009). Existe una relacién positiva entre flavonoides y fenoles
totales con la capacidad antioxidante, ya que, a concentraciones mas altas de
flavonoides totales y compuestos fendlicos totales, se tienen niveles mas altos de
actividad antioxidante (Mushtaq, 2019). En el caso de semilla de x’kijit, para los
extractos etandlico, metandlico y metnaldico (pH = 3), la cantidad de flavonoides
totales representa arriba del 50% de los fenoles totales (75.14 %, 63.92 % y 63.

12% respectivamente), mientras que para los extractos metandlico al 80% y
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metandlico al 80% (pH = 3), los flavonoides representan menos del 50% en el
contenido de fenoles totales (43.66 % y 17.48 %).

Se observo que el tipo de disolvente influye en la extraccion de compuestos
bioactivos, como los compuestos fendlicos y los flavonoides, asi como también
el tipo de disolvente afecta a la capacidad antioxidante. Esto debido a que cada
tipo disolvente influye diferente en la solubilidad, cinética de difusién y
transferencia de masa de los compuestos bioactivos (Vega, et al., 2017).

Para fines alimenticios es recomendable utilizar extractos obtenidos con
disolventes, como el etanol, que no representen riesgos al consumidor al poseer
una baja toxicidad (Escorsim, et al., 2018). El etanol posee alta polaridad lo que
implica interacciones fuertes con moléculas polares, extrayendo eficazmente
compuestos no glicéridos (esteroles, tocoferoles, fosfatidos y pigmentos) (Sbihi
et al., 2018). Por lo anterior, aunque el extracto etandlico tiene un menor
contenido fendlico, su contenido de flavonoides fue el mas alto y

estadisticamente igual al del extracto obtenido con metanol al 80 % a (pH = 3).
Capacidad antioxidante de las fracciones de columna del extracto etandlico

El extracto etandlico de semilla de xkijit se obtuvo de la rotaevaporacion de la
inmersion etandlica de semilla molida. Obteniendo un peso de 4.9 g de extracto,
el cual se disolvié con un poco de hexano para poder aplicarse en la columna
siguiendo la relaciéon 1:20 (extracto: gel de silice). La columna se empaco
mezclandola con el gel de silice con el hexano posteriormente se colocé el
extracto etandlico y finalmente, en la parte superior, sulfato de sodio anhidro. El
volumen de cambio fue de 500 mL, se ocuparon 4 volimenes de cambio para

eluir cada fraccion.

La primera elucion de la columna se hizo con hexano, después con mezclas de
hexano y acetato de etilo, las cuales iban incrementando en polaridad, la
penultima elucién se realizé con acetato de etilo y la Gltima con metanol (Cuadro
4)
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Cuadro 4. Proporcion de los eluyentes y fracciones en columna.

Eluyente Porcentaje (%) Fracciones
Hexano 100 500
Hexano / Acetato de etilo 90/10 450 - 50
Hexano / Acetato de etilo 80/20 400 — 100
Hexano / Acetato de etilo 70/30 350 — 150
Hexano / Acetato de etilo 50/50 250 — 250
Hexano / Acetato de etilo 30/70 150 - 350
Acetato de etilo 100 500
Metanol 100 500

Fuente: Elaboracion propia.

Por cada una de las fracciones obtenidas, se determiné la capacidad
antioxidante. En el caso de la fraccion eluida con hexano, no se logro rescatar
material, ya que quedo una pelicula transparente en el fondo del frasco, en el
caso de las fracciones 50:50 y 30:70 la cantidad de material obtenido por cada
fraccidon no fue la requerida para obtener tres repeticiones de cada una, ya que
se requeria un aproximado de 20 mg por cada repeticion, por lo que se decidio

juntarlas al encontrar similitudes en sus cromatografias de capa delgada.

De acuerdo con la metodologia usada para la obtencién de capacidad
antioxidante, en el caso de determinacion de fenoles totales (Cuadro 5), no se
logré determinar este parametro debido al enturbiamiento de las muestras al
colocarles el reactivo Folin-Ciocalteu, se cambido la parte metodolégica de
agregar 125 L de agua por propanol, lo que ocasion6 que se formaran floculos
azules en la parte inferior de la placa y una fase liquida amarilla en la parte

superior.

La determinacién de flavonoides de cada fraccion (ver Cuadro 5), indica que las
fracciones 80:20, la mezcla 50:50 con 30:70 y el acetato de etilo son
estadisticamente similares, la fraccion 90:10 y metanol son similares entre si,
pero comparten ciertas similitudes con el grupo estadistico anteriormente

mencionado, asi como la fraccion 80:20 que es estadisticamente diferente e
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inferior al resto. Cabe resaltar que la cantidad de flavonoides obtenida en cada

fraccion es menor a una unidad de mg EC g;,}

En FRAP, las fracciones 90:10, 80:20 y 70:30 no pudieron ser ensayadas debido
a que no hubo coloracion y sélo se enturbio al colocar el reactivo FRAP, para
fracciones de mezcla 50:50 con 30:70 y acetato de etilo fue necesario hacer

diluciones, mientras que la fracciébn de metanol no requirié dilucion.

Para el ensayo ABTS, se lograron obtener resultados de todas las fracciones,
determinando que la fraccion 80:20 tuvo mayor capacidad antioxidante, seguido
de la mezcla 50:50 con 30:70 y 90:10. Las diferencias encontradas entre los
ensayos FRAP y ABTS pueden estar fundamentadas en el mecanismo de accion
de cada ensayo, la actividad antioxidante determinada por FRAP conlleva la
reduccion de Fe®* a Fe?* , mientras que el ensayo ABTS determina la capacidad
de estabilizacion de radicales libres mediante la donacion de protones
(Sukweenadhi et al., 2020).
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Cuadro 5. Capacidad antioxidante de las fracciones en columna del extracto etandlico.

FRACCION FT FLAV FRAP ABTS
mg EAG g} mg EC g;, umol ET g2 umol ET g}

90:10 (Hexano/Acetato de Etilo) ND 0.01 ab? ND 21.26 bc
80:20 (Hexano/Acetato de Etilo) ND 4.2E-04 a ND 2484 c
70:30 (Hexano/Acetato de Etilo) ND 0.01b ND 19.67 b
Mezcla 50:50 y 30:70 ND 0.01b 0.05b 21.55 bc
(Hexano/Acetato de Etilo)

Acetato de Etilo ND 0.02b 0.05c 13.27 a
Metanol ND 0.01 ab 0.04 a ND

Z Valores con la misma letra dentro de columnas son estadisticamente iguales con base en la prueba de Tukey (P<0.05)

ND = No Determinado.
Fuente: Elaboracion propia.
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3.4 Conclusiones

Los extractos de semilla de x’kijit (R. alpinia) en disolventes metandlicos al 80%
con y sin ajuste de pH mostraron la mejor capacidad antioxidante, seguidos del
extracto etandlico. El etanol es un disolvente in6cuo, por lo tanto, el extracto
etanolico de las semillas de x’kijit (R. alpinia) se podria usar como un ingrediente
para el disefio de alimentos funcionales, sin representar riesgos para los

consumidores.
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4. PERFIL QUIMICO DEL ACEITE ESENCIAL DE SEMILLAS

Renealmia alpinia

RESUMEN

Renealmia alpinia es una planta perteneciente a la familia Zingiberaceae cuyos
ejemplares mas representativos es el jengibre (Zingiber offcinale), la circuma
(Curcumalonga) y el cardamomo (Elettaria cardamomum). En el xX’kjit (R. alpinia)
se han estudiado los compuestos volatiles en hojas, ramas y frutos, por lo que el
proposito de esta investigacion fue determinar los compuestos volatiles por
cromatografia de gases y la composicion quimica por Resonancia Magnética
Nuclear del aceite esencial de semilla de R. alpinia. A partir del aceite esencial
de las semillas de R. alpina, obtenido por hidrodestilacion, se identificaron 10
compuestos volatiles, los cuales tienen cierto porcentaje de corresponder con la
encontrado en la biblioteca del espectrometro de gases Agilent Technologies
7890. Los compuestos que coinciden con otras investigaciones son el B-pineno
y el D-limoneno, sefales que se detectaron también en los espectros de
resonancia magnética nuclear de hidrégeno (RMN de *H) del aceite estudiado.

Palabras clave: acaeite esencial, Renealmia alpinia, compuestos volatiles,
cromatografia de gases, Resonancia Magnética Nuclear

Tesis de Maestria en Ciencia y Tecnologia Agroalimentaria. Universidad Autbnoma Chapingo
Autor: Brenda Escutia Monroy

Director de tesis: Dr. Benito Reyes Trejo

Co-directora de tesis: Dra. Ma. Magdalena Rojas Rojas

59



CHEMICAL PROFILE OF Renealmia alpinia SEED ESSENTIAL
OIL

ABSTRACT

Renealmia alpinia is a plant belonging to the Zingiberaceae family, the most
representative examples of which are ginger (Zingiber offcinale), turmeric
(Curcuma longa) and cardamom (Elettaria cardamomum). In the x'kjit (R. alpinia)
the volatile compounds in leaves, branches and fruits have been studied, so the
purpose of this research was to determine the volatile compounds by gas
chromatography and the chemical composition by Nuclear Magnetic Resonance
of the oil essential seed of R. alpinia. From the essential oil of the seeds of R.
alpina, obtained by hydrodistillation, were identified 10 volatile compounds, which
have a certain percentage of corresponding to the Agilent Technologies 7890 gas
spectrometer library. Compounds that coincide with other investigations are [3-
pinene and D-limonene, signals that were also detected in the hydrogen nuclear
magnetic resonance spectra (*H NMR) of the oil studied.
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4.1. Introduccién

Los aceites esenciales son liquidos oleosos aromaticos que se extraen de
cualquier parte de las plantas, siendo mezclas de compuestos no polares,
volatiles, incoloros la mayoria de las ocasiones y disolubles en solventes
organicos. Las propiedades estudiadas de los aceites esenciales son:
antioxidantes, antifungicos, antibacterianos, antivirales, antiinflamantorios,
analgésicos y suelen ser usados como aditivos alimentarios por sus propiedades
contra patdgenos (Chouhan et al., 2017; Nazzaro et al., 2017).

La familia Zingiberaceae se caracteriza por sus plantas rizomaticas, tales como
Zingiber officinale Rosc., Z. cassumunar Roxb., Z. zerumbet Herrero, Curcuma
aeruginosa Roxb., C. mangga Valeton y van Zyp, C. xanthorrhiza Roxb.,
Kaempferia galanga Linn., Alpinia galanga Swartz y Boesenbergia pandurata
(Roxb.) Schlecht, de las que se extraen aceites esenciales para el control de

enfermedades (Gevd et al., 2019).

El género Renealmia (Zingeberaceae) ha sido poco estudiado en cuanto a la
composicion quimica de sus especies, aun con estudios de su importancia
botanica, agroecoldgica y farmacéutica (Gevu et al., 2019). El objetivo de esta
investigacion es identificar los compuestos volatiles por cromatografia de gases
y la composicion quimica del aceite por Resonancia Magnética Nuclear de la

semilla de R. alpinia.
4.2 Materiales y métodos
4.2.1 Obtencién de aceite esencial

Se molié la semilla de Renealmia alpinia por medio de un procesador de
alimentos Nutribullet, posteriormente se colocaron aproximadamente 50 g de
semilla molida en matraces de fondo plano con un agitador magnético. Se agrego
agua previamente calentada (1.5 L) y se conect6 al aparato Clevenger para llevar

a cabo la hidrodestilacion y una obtencion del aceite esencial.
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4.2.2 Capacidad antioxidante por ensayo FRAP

De acuerdo con la metodologia de Benzie & Strain, (1999) para la determinacion
de la capacidad antioxidante por el ensayo FRAP adaptado a microplacas, se
prepararon disoluciones: 100 mL de buffer de acetato 300 mM, 10 mL de 2, 4, 6
Tripiridil-s triazinas (TPTZ) 10 mM usando como disolvente HCI 40 mM, y por
ultimo, 10 mL de FeClz.6H>0 20mM. La solucion FRAP es una mezcla de 10 mL
de buffer de acetato con 1 mL de solucibn TPTZ y 1 mL de solucién de

FeCl3.6H20. Se realiz6 una curva de calibracion de Trolox.

4.2.3 Capacidad antioxidante por método ABTS

Siguiendo el método de Re et al., (1999) se determiné la capacidad antioxidante
por el ensayo ABTS adaptado a microplacas. Se mezclaron 10 mL de una
disolucién ABTS 7.4 Mm con 10 mL de una disolucién de persulfato de sodio 2.6
mM, dicha mezcla se dejo incubar 16 horas en refrigeracion. Culminadas las 16
horas, se tomo una alicuota de 600 pL de mezclay se aforé a 10 mL con metanol
puro, formando la disolucion ABTS-*. En cada pozo de la microplaca se
transfirieron 20 yL de la curva o de los extractos, y 180 uL de la disolucién
ABTS-*, como blanco se ocupé una alicuota de 200 pL de la disolucién ABTS-".
La disminucion de la absorbancia se registra a 734 nm por espacio de 10 minutos.

Los resultados se expresaron en micromoles equivalentes de Trolox por gramo

de muestra en base seca (umol ET gp,2).

4.2.4 Perfil quimico de compuestos volatiles del aceite esencial de

Renealmia alpinia

Para la separacién de los componentes del aceite esencial se utilizo el
cromatégrafo de gases Agilent Technologies 7890A acoplado a un detector

selectivo de masas Agilent Technologies 240 de baja resolucion usando la
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técnica de ionizacién por impacto electrénico (IE) a 70 eV y un rango de escaneo
de masa de 40-500 m/z.

4.2.5. lIdentificaciébn del aceite esencial de Renealmia alpinia por

Resonancia magnética nuclear e infra-rojo

El aceite esencial de Renealmia alpinia se analizé utilizando la técnica de
Resonancia Magnética Nuclear de hidrogeno y carbono 13 (RMN *H y 3C) en un
equipo operado a 400 MHz marca Agilent a 400 MHz se determinaron los
espectros de MRN de protén (*H) y carbono (*3C). El aceite se diluyo en
cloroformo deuterado (CDCls) y como referencia interna se utilizé el

tetrametilsilano (TMS). El () se encuentra reportado en partes por millén (ppm).
4.3. Resultados y discusion

4.3.1. Capacidad antioxidante
Se determiné la capacidad antioxidante por triplicado del aceite esencial de

semilla de R. alpinia por los ensayos FRAP y ABTS (Cuadro 4).

Cuadro 6. Capacidad antioxidante por ensayo FRAP y ABTS para aceite de
semilla de R. alpinia.

MUESTRA FRAP ABTS
umol ET g;;} umol ET g;}
Aceite Esencial 7.5008 25.3398

Fuente: Elaboracion propia con datos experimentales.

4.3.2. Perfil de volatiles

La composicion quimica del aceite fue determinada por triplicado usando el
Tiempo de Retencion Lineal, sin embargo, en la biblioteca NIST no se tienen
datos de los CAS obtenidos, por lo que se decidié obtener los posibles nombres
de acuerdo con la probabilidad mas alta que establece el programa del

espectrometro de masas (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Composicion quimica del aceite esencial de semilla de Xxkjit (R.
alpinia).

Probabilidad (%)

*

No. Compuesto

1 Acetato de isoamilo (aceite de platano) 52.16
2 2-Tujeno 53.96
3 2,6,6-trimetil-3-(fenilsulfoni)byciclo (3.1.1) heptano 5.45
4 B-Pineno 10.12
5 Acetato de mirtenilo 3.24
6 D-Limoneno 12.16
7 2-Careno 13.65
8 Pinocarveol 44.03
9 Acetato de bornilo 40.7
10  Oxido de aloaromandreno- (1) 14.26

*: Porcentaje de probabilidad de que el pico coincida con el compuesto anotado.
Fuente: Elaboracion propia con datos experimentales.

Las estructuras moleculares de los componentes detectados en cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas se muestran en la Figura 8, mismos
de los que es posible comparar o cotejar sus datos de sus espectros publicados
de Resonancia Magnética Nuclear con el espectro de RMN de 'H del aceite
esencial de Renealmia alpinia, principalmente las sefiales de los hidrogenos
olefinicos del tipo R-CR=C-H, observables en la zona de 5 a 7 ppm de dichos

espectros.
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Figura 8.Estructuras moleculares de los componentes detectados por cromatografia de gases
presentes en el aceite esencial de Renealmia alpinia.

Lognay et al (1991), estudiaron la composicion quimica del aceite hidrodestilado
de semillas de R. alpinia, mediante técnicas cromatograficas y espectrométricas,
hallando que la mayoria de los compuestos voléatiles que lo conforman son
hidrocarburos monoterpénicos: 38 % B-felandreno, 22.3 % B-pineno y 18.4 %
limoneno mayoritariamente. Tanto el B-pineno como el limoneno se encuentran
como posibles compuestos identificados en la cromatografia de gases (Cuadro
7). Hasta ahora no se tiene un estudio reciente de la composicion quimica de la

semilla de R. alpinia, colectada de Ecatlan y Jonotla, Puebla.

Se ha estudiado el aceite de hoja de Renealmia sp., donde los mayores

constituyentes son: B-pineno (31.9 %), 1,8-cineol (21.3 %) y alcanfor (10.5 %)
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(Leclercq et al., 2000). Otros compuestos presentes en la hoja, pero de la especie
Renealmia thyrsoidea son terpinoleno (26.32 %), a-felandreno (17.16 %), y-
terpineno (6.55 %), B-pineno (5.97 %), p-cymol (4.70 %) (Noriega et al., 2016).

Comparando los resultados obtenidos con una especie perteneciente a la familia
Zingiberaceae, pariente del xkijit, tenemos al cardamomo (Elettaria
cardamomum), del cual el aceite esencial de la semilla se ha estudiado por ser
la parte consumible de la planta. En un estudio realizado para determinar la
composicion quimica y los efectos insecticidas del aceite esencial de
cardamomo, se encontraron como componentes principales en un 36.61 % al a-
acetato de terpineol, 30.42 % de 1,8-cineol, 5.79 % de acetato de linalilo y 4.84
% de sabineno (Goudarzvand et al., 2017). Sin embargo, otro estudio reporta al
a-ionona, eucaliptol y alcohol santonila (29.29 %, 1885 % y 9.23 %
respectivamente) como compuestos mayoritarios (Ahmed et al., 2019). Con estas
investigaciones se puede notar que no comparten constituyentes quimicos de
manera mayoritaria la semilla de cardamomo con la de x’kijit, aunque habria que
considerar que las diferencias que se reportan para la composicion quimica aun
para la misma especie son debidas a las condiciones edafoclimaticas de donde
se extrajo el material vegetal, puesto que los estimulos abidticos promueven
distintas vias biosintéticas dando origen a una gran variedad de metabolitos
secundarios (Gomez et al., 2019), Esto explica que la composicion quimica de
las semillas de R. alpinia que se obtuvieron de la comunidad de Ecatlan, México,
aunque algunos compuestos hayan coincidido con la investigacién de Lognay, et
al., pueden ser diferentes debido a que ese estudio utilizé material vegetal

peruano.
4.3.3. Analisis del aceite esencial por Resonancia magnética nuclear

Con la finalidad de corroborar la informacién obtenida en el espectrometro de
gases, se llevd a cabo la caracterizacion de compuestos a través de espectros
de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de H y 3C, del aceite de semilla de
x’kijit. En el espectro de RMN de 'H se presentan hidrégenos de alqueno

aproximados a 5 y 5.6 ppm, una zona de CH: y doble enlace entre 1.8 y 3,
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ademas de varias sefiales de CHs, entre 1 y 1.6 aproximadamente (Figura 9).

Algunas sefiales coincidiendo a la estructura del limoneno y también del pineno.

Con la finalidad de corroborar la informacién obtenida en el espectrometro de
gases, se realizo la caracterizacion de compuestos a través de espectros de
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de *H y 13C, del aceite de semilla de x'kijit.
En el espectro de RMN de H se presentan hidrégenos de alqueno aproximados
a5y 5.6 ppm, una zona entre 1.8 y 3.0 ppm, de hidrégenos tipo CH y CH> que
corresponden a los hidrégenos a- a los enlaces dobles, ademéas de varias

sefales de CHgs, entre 1.0y 1.6 ppm (Figura 9).
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Figura 9. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de 1H (CDClz, TMS, 400 MHz) del aceite

de semillas de x’kijit hidrodestilado.
Fuente: elaboracion propia con datos experimentales.

En cuanto al espectro de RMN de 13C, tenemos la presencia de grupos carbonilo
(C=0) entre 140y 160 ppm, carbonos con doble enlace (R-CH=CH-R) entre 108
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y 114 ppm, y carbonos saturados entre 20 y 52 (Figura 10) con sefiales similares

al pineno.
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Figura 10. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de 13C (CDCls, TMS, 400 MHz) del aceite
de semillas de x’kijit hidrodestilado.
Fuente: elaboracion propia con datos experimentales.

Continuando con el analisis del aceite esencial, en la expansion mostrada en la
Figura 12, es posible observar un grupo se sefales a altas frecuencias y
especificamente en la zona de protones de grupo aldehido en 9.40 y 9.64 ppm
gue precisamente corresponden a los protones aldehidicos de un diterpeno
conocido aislado previamente de Renealmia alpinia , otras sefiales confirmatorias
de la presencia del diterpeno mencionado son las sefialadas en el espectro de
RMN de 'H del aceite esencial, que coinciden con las de un grupo metileno

exociclico a 4.89 y 4.40 ppm (Figura 12b).
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Figura 11.Diterpeno aislado del extracto hexanico de semillas de Renealmia alpinia
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Figura 12.Expansiones de los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de 1H (CDCls, TMS,
400 MHz), Trazo inferior a) Del aceite esencial de semillas de xkijit, trazo superior b) Del

dialdehido puro aislado por cromatografia en columna.

En el mismo espectro de RMN de 'H del aceite esencial, es posible encontrar un

conjunto de sefales simples a 0.84 y 1.26 ppm gque corresponden a los grupos

gem-dimetilo (CHz) y otro metilo de tipo vinilico (C=C-CHz) en 1.65 ppm que en

conjunto con la sefial de hidrégeno vinilico (-CR=CR-H) en 5.18 ppm, permiten

deducir que a-pineno esta presente en este aceite esencial (Figura 13)
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Figura 13.Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls, TMS) publicado por la empresa Sigma-
Aldrich-Merck del a -pineno

El grupo de sefales descritas en el espectro publicado por la empresa Sigma-
Aldrich-Merck, se pueden observar en la expansién del espectro de RMN de *H
del aceite esencial de Renealmia alpinia (Figura 14), confirmando asi, la
presencia de a -pineno, aunque no este sefialado como uno de los 10 principales

componentes de este aceite.
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Figura 14.Expansion del espectro de RMN *H del aceite esencial de Renealmia alpinia, donde se
observan las sefiales que indican la presencia de a-pineno en este aceite.
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Finalmente, cabe sefialar la observacidn de dos sefiales intensas en el espectro
de RMN de 'H del aceite esencial de Renealmia alpinia, en 4.61 y 4.55 ppm que
son caracteristicos de los hidrégenos metilénicos de un sistema exociclico,
semejante al publicado para los isGmeros cis- y trans- del pinocarveol, cuyos
desplazamientos quimicos publicados para los hidrégenos del metileno exociclico
son de 4.75 y 5.05 ppm, sin embargo no corresponde a esta molécula, pero
resulta muy interesante este monoterpenoide y seria posible purificarlo utilizando
complejos de transferencia de carga como por ejemplo, emplear una columna
cromatografica cuya fase estacionaria sea Silica gel impregnada con nitrato de
plata.

Otro monoterpenoide que podria estar presente en el aceite esencial de semillas
de Renealmia alpinia es el B-pineno, que también muestra un grupo metileno
exociclico en su estructura, sus desplazamientos quimicos aunque difieren un
poco con los de los hidrégenos observados en el espectro de RMN H del aceite
esencial (4.61 y 4.55 ppm) y los publicados por la empresa Sigma-Aldrich-Merck
(Figura 15), los dos grupos metilo (-CHs) en cabeza de puente 0.71 y 1.23 ppm

confirman la presencia de este metabolito en el aceite esencial mencionado.

| )t |
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Figura 15.Espectro de RMN de *H a 300 MHz (CDCls, TMS), publicado por la empresa Sigma-
Aldrich-Merck del B-pineno.
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Al observar el espectro de RMN de 3C publicado por la empresa Sigma-Aldrich-
Merck (Figura 16, trazo superior), es posible corroborar la presencia del B-pineno
en el aceite esencial, cuyos datos de desplazamientos quimicos son comparables
a los observados en este aceite (Figura 16, trazo inferior).
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Figura 16.Espectro de RMN de *C a 75 MHz (CDCIs;, TMS), publicado por la empresa Sigma-
Aldrich-Merck del B-pineno (Trazo superior) y a 100 MHz del aceite esencial de Renealmia
alpinia(Trazo inferior).

4.4 Conclusiones

En una aproximacion de los compuestos quimicos que contiene el aceite esencial
de semilla de R. alpinia se encontraron 10 compuestos volatiles, de los cuales,
por medio de Resonancia Magnética Nuclear, se identificaron a y B-pineno, asi
como minoritariamente el aldehido diterpeno previamente aislado en extractos

hexanicos de R. alpinia.
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5. DISPOSICION A PAGAR POR UN PRODUCTO
NUTRACEUTICO A BASE DE SEMILLA DE XKIJIT

RESUMEN

En afos recientes las personas estan mas interesadas en cuidar su salud debido
al incremento en enfermedades cronico-degenerativas, buscando opciones
preventivas para dichas problematicas, tal es el caso de consumir alimentos con
ciertas cualidades benéficas que los mantengan saludable e incrementen el
sistema inmunoldgico. Se han encontrado propiedades antioxidantes en el fruto
conocido como xkjit, (R. alpinia) una planta que crece en la Sierra Norte de
Puebla, y con la finalidad de aprovechar la semilla del fruto, que después de la
elaboracién de un platillo tipico es considerado como desecho, buscando un uso
alternativo como nutracéutico que puedan ofrecer los pobladores de la Sierra
Norte de Puebla como opcion de fuente de ingresos. Se identifico la disposicion
a pagar de los consumidores por nutraceudticos por medio de una encuesta
realizada en Google Forms y analizada con regresiones logisticas modelo Probit,
en donde se obtuvo informacién de que los consumidores estan dispuestos a
pagar un precio adicional por algun producto nutraceutico o adicionado con él,
sin importar el origen o las condiciones en que crece la planta.

Palabras clave: Renealmia alpinia, disposicién a pagar, producto nutraceutico,
Sierra Norte de Puebla, modelo probit.
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5. WILLINGNESS TO PAY FOR AN XKIJIT SEED-BASED
NUTRACEUTIC PRODUCT

ABSTRACT

In recent years, people are more interested in taking care of their health due to
the increase in chronic degenerative diseases, looking for preventive options for
these problems, such as the case of consuming foods with certain beneficial
qualities that keep them healthy and increase the immune system. Antioxidant
properties have been found in the fruit known as x'kjit (R. alpinia), a plant that
grows in the Sierra Norte de Puebla and, so that take advantage of the fruit's
seed, which after making a typical dish is considered waste, looking for alternative
use as a nutraceutical that the inhabitants of the Sierra Norte de Puebla can offer
as an option of source of income. The willingness to pay of consumers for
nutraceuticals was identified through a survey carried out in Google Forms and
analyzed with model logistic regressions. Probit, where information was obtained
that consumers are willing to pay an additional price for a nutraceutical product or
added to it, regardless of the origin or conditions in which the plant grows.

Keywords: Renealmia alpinia, willingness to pay, nutraceutical product, Sierra
Norte de Puebla, probit model.
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5.1. Introduccién

Existe la tendencia de buscar opciones alimenticias con contenidos menores de
sustancias quimicas como aditivos o suplementos sintéticos (Moldes et al., 2017),
regresando al principio hipocratico de “que el alimento sea tu medicina y tu
medicina sea tu alimento” (Chanda et al., 2019), cumpliendo también con las
expectativas de las personas asociando alimentos con buena salud y prevencion
de enfermedades (Farid et al., 2019).

De aqui surge el concepto de nutraceutico, atribuido a Stephen De Felice en
1979, que es la combinacion de la palabra nutriente y farmacéutico, siendo
alimentos o partes de estos que conservan y modifican los procesos metabolicos

para el buen funcionamiento fisiolégico de los seres humanos (Rajat et al., 2012).

Dependiendo del uso de los nutraceuticos, estos se clasifican en: tradicionales,
no tradicionales, fortificados, recombinantes, potenciales y establecidos,
fitoquimicos, hierbas suplementos y fibras dietéticas, probioticos y prebidticos
(Sharma et al., 2017).

Las personas al buscar alimentos de calidad, y si contribuyan al cuidado de su
salud, tienden a tener la motivacion a pagar un precio superior por éstos, a esto
se le llama disposicion a pagar (DAP), que es un indicador de la demanda como

un intercambio de mayor pago por mejor calidad (Hanemann, 1991).

En México, enfermedades crénicas como las cardiovasculares, diabetes, artitris
y cancer, son atribuidas a una mala alimentacion entre otros factores, por lo que
para contrarrestar o0 minimizar estas afecciones se recomienda una alimentacion
saludable y llevar a cabo actividades fisicas (Meléndez et al, 2020). Entre las
recomendaciones alimenticias son las raciones especificas de carnes, frutas,
verduras, asi como compuestos aislados respaldados por conocimientos

cientificos como las fibras y los antioxidantes (Santana, 2019).

Las plantas silvestres comestibles son una fuente de nutrientes y estan siendo

empleadas en la alta cocina, se han investigado sus propiedades benéficas como
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antioxidantes y antinflamatorias (Pereira et al., 2020). En México existen mas de
250 especies de plantas silvestres, son parte de la dieta basica de las
comunidades en donde crecen o se semicultivan, siendo de facil recoleccion para
las personas (Mateos et al., 2020). En la Sierra Norte de Puebla crece una planta
rizomatica aromatica conocida como xkjit (R. alpinia), que en totonaco significa
“masa rica”, cuyas hojas son usadas como envoltura de tamales y empanadas
(Barco, 2002). El fruto es una fuente de colorantes y compuestos antioxidantes
(Jimenez et al., 2021). En este estudio se identificé la disposiciébn a pagar por

subproductos nutraceuticos derivados de la semilla del x’kjit.
5.2. Materiales y métodos
4.2.1. Método de muestreo

Se aplic6 un muestreo no probabilistico tipo bola de nieve, en donde los
participantes respondieron la encuesta por medio de Google Forms y de tener la
posibilidad compartir la encuesta con sus contactos para ser llenada. Los
encuestados fueron convocados via Facebook y Whatsapp. La recopilacion de

datos fue en los meses de septiembre y octubre de 2021.
4.2.2. Estructura de la encuesta

Se hizo una adaptacion de la metodologia propuesta por Szakaly et al. (2019),
dividiendo la encuesta en cuatro bloques. El primer bloque titulado “habitos de
consumo Yy patrones de compra”, constaba de una escala Likert de 5 puntos,
donde a través de una serie de enunciados se invitaba a marcar el enunciado
gue mejor describiera sus practicas de compra, asi como sus creencias sobre los
alimentos. El segundo bloque, “consumo de nutraceuticos”, invitaba al
participante a elegir, entre una serie de opciones, el nutraceutico que consume
con mayor frecuencia, la repeticibn mensual de consumo y presentacion de
compra, incluyendo el ordenamiento, de acuerdo con sus habitos, de los atributos
presentados para sus decisiones de compra. El tercer bloque, “escenarios
hipotéticos”, contenia preguntas de disposicion a pagar, asi como del porcentaje
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extra, de dichos supuestos y, el cuarto bloque recopilaba las caracteristicas

demogréficas del participante.
4.2.3. Andlisis de la informacion

Se propusieron tres variables dependientes dicotomicas para determinar la
disposicion a pagar, las cuales fueron formuladas como las siguientes preguntas:
¢estarias dispuesto a pagar un % extra por un alimento adicionado con un
nutraceutico?, ¢estarias dispuesto a pagar un costo adicional por un producto
elaborado por pobladores de la Sierra Norte de Puebla? y, ¢ estarias dispuesto a
pagar un costo adicional por un producto alimenticio obtenido de una planta que
conservan en México y que te aporta beneficios a la salud?. Se aplicé el modelo
Probit (Munene,2006) para la regresion logistica (fuente), donde las variables
independientes  fueron agrupaciones  denominadas: caracteristicas
sociodemogréficas, habitos de consumo y patrones de compra, consumo de
nutraceuticos y decisiones de compra de estos. También se obtuvo la maxima
verosimilitud para la estimacion de valores de parametros desconocidos y tener
la explicacion mas probable de los datos empleando el software XLSTAT version
2014 (Addinosoft, U.S.A.). Los encuestados podian elegir el rango que ellos
consideraban como el porcentaje extra a pagar cada una de las variables
dependiente, teniendo como opciones menos del 5 %, de 6 al 25 %, de 26 al 35
%, arriba del 35 %, obteniendo, al cerrar la encuesta, el porcentaje de personas
gue estuvieron dispuestas a pagar por cada uno de los rangos de los porcentajes

presentados.
5.3. Resultados y Discusion

Se obtuvieron 337 respuestas de la encuesta electronica titulada “Habitos de
consumo de nutraceuticos”, recabando informaciéon acerca de caracteristicas
sociodemogréficas, habitos de consumo alimentario y patrones de compra,
consumo de nutracelticos y decisiones de compra; para determinar la
disposicion a pagar y el porcentaje maximo extra que se pagaria en tres rubros

(variables dependientes): por un alimento adicionado con un nutraceutico, por un
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producto elaborado por pobladores de la Sierra Norte de Puebla y, por un
producto alimenticio obtenido de una planta que conservan en México y que

aporta beneficios a la salud.

Se tuvo una participacion mayoritariamente de tres entidades federativas del
pais: 43.9 % del Estado de México, 16.9 % de la Ciudad de México y el 11.3 %
de Oaxaca. Una participacién importante del sexo femenino (65.3 %), el rango de
edad predominante fue de 26 a 40 afos (50.4 %), siendo empleados como
principal ocupacion (43.9 %). Solteros en su generalidad (58.8 %), la licenciatura
fue el nivel de estudios destacado (55.5 %), con ingresos mensuales menores de
$5 000 (29.1 %) y 28.8 % entre $10 000 - $19 999 (Cuadro 8).

Cuadro 8. Caracteristicas sociodemograficas de los encuestados

Variable Categorias % de participantes
Femenino 65.3
Sexo
Masculino 34.7
< 25 anos 23.4
26-40 anos 50.4
Edad 41-55 afnos 20.5
56-75 afos 5.6
> 76 afos 0
Estudiante 29.4
Empleado 43.9
Ocupacién Emprendedor 17.8
Ama de casa 7.7
Jubilado o] 1.2
pensionado
Estado civil Soltero(a) 58.8
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Casado(a) 25.2

Divorciado(a) 4.7
Viudo(a) 0.9
Concubinato 0 10.4
union libre

Sin escolaridad 0.3
Primaria 0.6
Secundaria 3.3

Nivel educativo
Preparatoria 12.2
Licenciatura 55.5
Posgrado 28.2
Menos de $5 000 29.1
$5 000 - $ 9999 24
$10 000 - $19 999 28.8
$20 000 - $29 999 11.3
Ingreso mensual

$30 000 $39 999 3.3
$40 000 - $49 999 3
$50 000 - $59 999 0
Mas de $60 000 0.6

Fuente: Elaboracion propia

Se observa en las regresiones probit (jError! La autoreferencia al marcador no es
valida.) que héabitos de consumo con patrones de compra y, consumo de
nutraceuticos son significativas para la disposicibn a pagar por un alimento
adicionado con un nutraceutico. Se tuvo un 62.9 % de los consumidores
dispuestos a pagar un porcentaje extra por un alimento adicionado por un
nutraceutico, en dénde el 45.6 % de ellos pagaria 6 a 15 % mas. Los

consumidores tienen mayor preferencia a los nutraceuticos cuando existe
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evidencia cientifica a la que ellas pudieran acceder, siendo ésta de facil

comprensién y asi tener seguridad en su decision de compra (Teoh et al., 2021).

Cuadro 9. Significancias de regresiones probit de la disposicion a pagar en tres
rubros

Variables Disposicion a pagar
independientes Nutraceuticos Productores de  Planta
la Sierra Norte ~ conservada y
de Puebla nutracedtica en
México
Caracteristicas 0.973 0.990 0.995
sociodemogréficas
Habitos de <0.0001 0.097 0.074
consumo y
patrones de
compra
Consumo de 0.003 0.489 0.615
nutraceuticos
Decisiones de 0.290 0.212 0.350
compra

Fuente: Elaboracién propia

El xX’kjit es una planta que ha crecido en la Sierras de Puebla, Oaxaca, Veracruz
y Chiapas, conocida a nivel regional por usar el arilo del fruto en platillos, las
hojas para envolver tamales y también son usadas para usos medicinales. Los
pobladores de la region dejan secar la semilla al sol para esparcirlas
posteriormente en sus traspatios. Al no ser una planta tradicional mexicana es
poco conocida por el resto de los estados del pais, explicando el que no sea
significativo el origen del alimento en esta investigacion. A diferencia del maiz,
cultivo ampliamente reconocido en México, en dénde se ha investigado que los
consumidores si estuvieron dispuestos a pagar un sobreprecio en elotes al
conocer su origen, si es cultivado en un sistema organico y por pequefios

productores (Jauregui et al., 2021).
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De manera individual se analizaron las variables independientes significativas:

hébitos de consumo con patrones de compra y, consumo de nutracelticos, con

la probabilidad asociada de x2. Los habitos de consumo significativos para tener

disposicion a pagar por un alimento adicionado por un nutraceutico (Cuadro 10)

son: evito los alimentos con alto contenido de sal (p = 0.031), evito los alimentos

con alto contenido de azucar (p = 0.015) y los alimentos enriquecidos con

ingredientes que mejoran la salud valen los costos adicionales (p = <0.0001).

Cuadro 10. Modelo econométrico de la DAP por un alimento adicionado con un
nutraceutico segun los habitos de consumo y patrones de compra.

Parametros del modelo

Verosimilitud

Variable Coeficiente (B)  Error estandar  Pr > x?

Interseccion5 -0.834 0.704 0.236 400.65

1 -0.041 0.120 0.735 X?=43.81

2 0.009 0.091 0.924 .g.l. =16, 320
3 0.055 0.080 0.493 p =<0.0001
4 0.116 0.070 0.100

5 0.242 0.112 0.031

6 -0.076 0.124 0.542

7 -0.265 0.109 0.015

I 0.045 0.068 0.502

[l -0.087 0.067 0.192

1]l -0.015 0.070 0.826

v 0.038 0.063 0.544

\% -0.118 0.070 0.090

VI 0.119 0.108 0.269

VI 0.067 0.090 0.459

VIl 0.304 0.077 <0.0001

IX -0.102 0.060 0.089

Fuente: Elaboracién propia
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1 = Intento comer alimentos saludables

2 = Como cinco o mas porciones de frutas y verduras al dia

3 = Compro alimentos a base de hierbas, naturales u organicos

4 = Compro suplementos dietéticos

5 = Evito los alimentos con alto contenido de sal

6 = Evito los alimentos con alto contenido de colesterol

7 = Evito los alimentos con alto contenido de azulcar

| = Confio en alimentos que prometen mejorar mi salud

Il = Los alimentos que mejoran la salud son econémicamente accesibles

lIl = Los alimentos que mejoran la salud estan destinados solo para las personas enfermas y
ancianos

IV = Los alimentos saludables saben tan bien como los alimentos convencionales

V = Algunos nutraceuticos pueden tener efectos nocivos

VI = Comer alimentos que mejoran la salud es beneficioso para mi

VIl = Todas las tiendas de comestibles deben vender productos alimenticios que mejoren la salud
VIII = Los alimentos enriquecidos con ingredientes que mejoran la salud valen los costos
adicionales

IX = Podemos obtener sustancias que mejoran la salud de los alimentos existentes. Por lo tanto,
no es necesario desarrollar nuevos productos enriquecidos con sustancias que mejoran la salud

La inclinacion de compra de los consumidores por alimentos bajos en sodio o en
azucar estan relacionados al consumo previo de los mismos, pero también
existen otro tipo de consumidores influenciados por las campafas publicitarias
gue indican dafios a la salud con el exceso de sal y azUcar en los alimentos, por
lo que sus elecciones de compra son sesgadas, ya que este tipo de consumidores
prefieren alimentos regulares (Park et al., 2020). Por lo que se sugeriria sacar al
mercado un producto con estas indicaciones de bajo contenido de sodio y azucar,
pues forma parte de las practicas de compra de los consumidores, incluyendo su
disposicion a pagar un costo adicional por alimentos enriqguecidos con

ingredientes que mejoren su salud.

Cabe sefialar que el bajo contenido de algun ingrediente no es una garantia de
mejor calidad nutricional, pues los alimentos y bebidos sefialados con bajo o nulo
contenido de sodio 0 azucar suelen tener densidades medias de contenido total

de calorias, azucar, grasas y sodio en concentraciones (Taillie et al., 2017).

La DAP por un alimento adicionado con un nutracéutico de acuerdo con el
consumo de estos, tiene como caracteristicas significativas el tipo de nutraceutico

consumido (p = 0.041), asi como su frecuencia mensual de consumo (p = 0.008)
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(Cuadro 11). El 66.8 % de los encuestados prefiere a las hierbas como primera
opcion nutraceutica, seguida por los antioxidantes y los nutrientes (vitaminas y
omegas). Con un 47.8 % los encuestados consumen menos de 2 veces al mes

nutraceuticos.

Cuadro 11. Modelo econométrico de la DAP por un alimento adicionado con un
nutraceutico segun el consumo de estos.

Parametros del modelo

Verosimilitud
Variable Coeficiente (B)  Error estandar  Pr > x?
Interseccién 0.236 0.211 0.263 430.52
Cual -0.098 0.048 0.041
nutracedtico Xx°=13.93
consume.
Frecuencia 0.165 0.062 0.008
mensual de .g.l. =3, 333
consumo
Cantidad 0.013 0.042 0.759
promedio p = 0.003
mensual

Fuente: Elaboracién propia
En la disposicion a pagar por un alimento adicionado con un nutraceutico, tanto
la variable independiente caracteristicas sociodemograficas como decisiones de

compra no fueron significativas.

Como parte de la encuesta se les proporcionaron tres posibles presentaciones
para un producto alimenticio adicionado con semilla de x’kijit, indicando que el
sabor de esta era similar al jengibre, el 46.3 % se incliné por una presentacion en
tisana, mientras que un 43 % preferiria probar la semilla como parte de pan
artesanal. La finalidad de esta pregunta estuvo enfocada en las posibilidades de
elaboracién por los pobladores de Ecatlan, Puebla en un producto que
aprovechara la semilla de x’kjit, para ofrecer un alimento que pudieran comprar
locales y turistas. Sin embargo, esta investigacion arrojé que los consumidores

tendrian la disposicion a pagar extra por un alimento benéfico para su salud, pero
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no por un producto en apoyo a pobladores de zonas marginadas y desigualdad
social, como lo es la Sierra Norte de Puebla, ni pagar extra por un producto de

una planta que conservan en esa region.

5.4 Conclusiones

Se encontrd que existe un interés en los consumidores por alimentos benéficos
para su salud, evitando alimentos azucarados o con alto contenido de sal,
estando de acuerdo en pagar un precio extra por los nutraceuticos, de los cuales
Se consume mas nutrientes como vitaminas y omegas, comprando menos de dos
veces al mes estos productos. Al ser el X’kjit una planta conocida regionalmente,
en el consumidor no genera un impacto en su disposicion a pagar un porcentaje
extra al conocer el origen de los productores o si es una planta conservada en la
Sierra Norte de Puebla. Por lo tanto, como futuro aprovechamiento de un
producto elaborado con semilla de x’kjit es mejor indicar que aporta beneficios a

la salud como producto nutraceutico para atraer la atencion de los consumidores.
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