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Abstract

The ramon (Brosimum alicastrum), is a predominant tree in the Yucatan Peninsula and the fruit seed
was used as a food source for the Mayan native population. Currently, the ramon seed has aroused the
interest of many researchers for its antioxidants content; however, there isn’t enough available
information about it. The information on the characterization of the ramon flour would provide
information on its functional value for the development of functional foods. To generate such
information it is important to use an extraction method for the quantitative analysis of its interest
compounds. Therefore, the objective of this work was to characterize the ramon flour extracts (CO;
supercritical and conventional E-SL) through its antioxidants compounds content and antioxidant
activity. In this work, a two stages supercritical CO, secuential extraction method was used; a first
extraction (E-CO;) without co-solvent, followed by an extraction with co-solvent (E-CO,-CQ); prior
the second extraction, the dynamic time of extraction and the effect of various proportions of aqueous
ethanol (25%, 50%, 75%) and absolute ethanol on the total fenolic content was evaluated (CFT). The
analyzed response variables for the E-CO,-CO extract characterization were compared with the results
obtained from the E-SL extract. In the first stage, a 30 minutes dynamic time was established to obtain
an antioxidant extract that was characterized by HPLC (tocopherols, carotenoids, squalene,
phytosterols). Fucosterol was identified as the major compound with 5,997.27 mg/100 g dry extract,
followed by the stigmasterol with 561.45 mg/100 g dry extract. In the second stage, the use of absolute
EtOH as a co-solvent improved the extraction yield of CFT (from 2 to 12 mg EAG/100 g of EAG
flour/100 g flour, 25 % and absolute ethanol, respectively). The E-CO,-CO crude extract showed a high
content of total flavonoids (2.97+ 0.12 g quercetin/100 g dry extract) and hydrolyzables tannins with
1.72 £ 0.17 g tannic acid/100 g dry extract. The supercritic CO, extract (E-CO,-CO) showed high
antixodant activity measured with the ABTS" assay (649.29+20.50 mM trolox/100 g dry extract). The
obtained results are important to consider the ramon flour as an ingredient for the development of
functional foods and aperitives.

Ramon flour, Bioactive compounds, Antioxidant activity
Introduccién

En la actualidad existe un interés en la basqueda de nuevas materias primas de origen vegetal o
subproductos agroindustriales (cascaras, semillas, granos y frutos) como fuente de compuestos o
ingredientes bioactivos para ser usadas en el desarrollo de alimentos funcionales 0 como nutracéuticos
tales como barritas, panes, aperitivos funcionales y extractos estandarizados en tabletas, cuyo consumo
ha logrado demostrar una mejora de la salud humana (Montemurro, Pontonio, y Rizzello, 2019).

Las investigaciones actuales demuestran que la mejora y conservacion de la salud, esta asociado
a la ingesta de nutrientes y sustancias no esenciales como los compuestos bioactivos, que son capaces
de modular ciertas funciones en el organismo, reduciendo el riesgo de padecer enfermedades
degenerativas conservando en buen estado la salud humana (El-akabawy y El-sherif, 2019). Entre los
compuestos mas estudiados se encuentran los compuestos fendlicos; los cuales han demostrado ser
potentes antioxidante naturales, capaces de eliminar o estabilizar radicales libres (principal causa para
la generacién de enfermedades cronico-degenerativas) (Zaidi et al., 2019). Estudios confirman que la
funcion antioxidante de los compuestos fenolicos se lleva a cabo por diferentes mecanismos de accién
como secuestradores de radicales libres, capacidad para la modulacién de enzimas, quelacion metalica,
asi como sus efectos sobre las vias de sefializacion celular y en la expresion de genes (Bel$¢ak-
Cvitanovi¢., et al 2018; Rodrigo, Miranda, y Vergara, 2011).

El Brosimum alicastrum o Ramén es un arbol predominante en la peninsula de Yucatan, que
desde tiempos ancestrales sus semillas fueron usadas como una alternativa al maiz para el consumo
humano. En la actualidad son muy pocas las poblaciones nativas de Yucatan que lo utilizan como
fuente de alimento; sin embargo, sélo existe informacién respecto al valor nutrimental de su harina,
pero escasa informacidn respecto al contenido de compuestos con propiedades Utiles a la salud. Se ha
informado que la semilla de ramon contienen vitaminas, minerales, proteinas, etc. (Carter, 2015). En un
estudio se ha informado que las semillas tostadas de Ramoén adquiridos al Maya Nut Institute contienen
acidos fenolicos que en alimentos funcionales ha demostrado tener efectos deseables, reduciendo el
riesgo de padecer enfermedades degenerativas (Ozer, 2016).
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Por su parte, Moo-Huchin et al. (2019) también reportaron que las semillas de Ramon muestran
mayor contenido de &cido clorogénico y que fue capaz de retardar la oxidacion de lipidos de carne de
cerdo. Sin embargo, la informacion disponible no es suficiente para dar por hecho el conocimiento de
su composicion bioactiva.

Disponer de un método de extraccion es importante para el aislamiento e identificacion de
compuestos fendlicos. Aunque las técnicas convencionales han sido muy utilizadas por su eficiencia,
facilidad de preparacion de extractos y una amplia aplicacion; dichas técnicas implican el uso de
disolventes como alcoholes, acetona, éter di-etilico y acetato de etilo que resultan ser toxicos para el
consumo; ademas de que los tiempos de extraccion suelen ser muy prolongados con la posibilidad de
perder compuestos de interés, durante la extraccion (Prado et al., 2015). Por otra parte, cuando se
utilizan técnicas no convencionales es posible obtener otros metabolitos de interés con posibles
aplicaciones en varias areas, tal es el caso del uso de la extraccion con CO; supercritico. La extraccion
con fluido CO, supercritico proporciona caracteristicas atractivas que superan muchas de las
limitaciones de las extracciones convencionales (Azmir et al., 2013), siendo un método que permite
recuperar extractos de mayor pureza, es selectivo a ciertos compuestos, permite el uso de solventes
generalmente reconocidos como seguros (GRAS, por sus siglas en inglés) y bajo costo relativo a la
produccion de metabolitos (Cadena-carrera et al., 2019). Por estas razones, la presente investigacion
tiene como objetivo caracterizar los extractos de la harina de ramoén obtenidos por extraccion con CO,
supercritico y extraccion sélido-liquido mediante el contenido de compuestos fendlicos, fitoesteroles,
escualeno, carotenoides y tocoferoles.

Metodologia a desarrollar
Obtencion de la harina

Las semillas del arbol de Ramén (Brosimum alicastrum) se recolectaron en la region de Calkini,
Campeche en septiembre de 2018. Las semillas fueron seleccionadas considerando que fueran libres de
dafio mecanico y con un tamafio homogéneo; las cuales fueron acondicionadas, retirando la testa y
secadas a 70 °C durante 72 h hasta obtener el 10% de humedad. Al finalizar el tiempo de secado, las
semillas fueron trituradas y molidas hasta obtener el polvo. El polvo que se obtuvo se pasé por un
tamiz de malla No. 100 (0.149 mm), hasta obtener la harina que fue almacenada a 4°C en bolsas de
polietileno.

Preparacion y obtencién de los extractos de harina

Los extractos de harina fueron obtenidos a partir de dos métodos de extraccion: CO, supercritico y
extraccién solido-liquido. En este trabajo se realiz6 una extraccién CO; supercritico secuencial de dos
etapas a modo estatica-dinamica para extraer selectivamente los principales compuestos bioactivos de
la harina de ramon. Se realiz6 una primera extraccion con solo CO, supercritico sin co-solvente;
mientras que la segunda extraccion consistié en exponer la harina resultante de la primera extraccion a
una nueva extraccion con CO, supercritico usando etanol absoluto como co-solvente.

Procedimientos de extraccion
Extraccion solido-liquido

La extraccion se llevé a cabo de acuerdo con el procedimiento descrito por Camaal-Chuc et al. (2018),
utilizando etanol acuoso y agitacion mecanica. Todas las extracciones fueron realizadas por triplicado.

El rendimiento de extraccion (%) para extractos obtenidos por ambos métodos, fue determinado
por la ecuacion presentada a continuacion:

masa del extracto seco (g)

Rendimiento = x 100 1)

masa de la muestra (g)
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Extraccion secuencial con CO; supercritico

La extraccion con CO, supercritico se realiz6 usando un equipo de extraccion modelo SFT-150
SFE/SFR System, con una celda de extraccién de 0.1 |, separador de CO; y colector de extracto, tanque
de aire y CO,, bombas, medidor de flujo. Los principales procedimientos de extraccion fueron: cargar
la camara de extraccion con la harina de ramodn, cambiar las condiciones de CO; en el tanque a
condiciones supercriticas (esto se logra por un enfriamiento, aumentando la presion y finalmente
aumentando la temperatura). Se permitio que el CO; en las condiciones supercriticas elegidas entre a la
camara de extraccion para la extraccion estatica o remojo, luego se deja el paso del CO, supercritico a
través de la muestra para la extraccién dinamica. EI CO, que contiene el extracto se dirige a la primera
camara de separacién, en donde el gas se expande a presidn atmosférica y se obtiene el extracto.

El procedimiento de extraccion se llevo acabo en dos etapas, la primera etapa se realizé con el
propdsito de recuperar y caracterizar el extracto crudo lipofilico de la harina dejando expuestas los
solutos de mayor polaridad a una segunda extraccion usando CO, supercritico con co-solvente en el
sistema. En base a esta extraccion, se realiz6 un estudio cinético, con la finalidad de determinar el
tiempo de extraccion dindmica para realizar la segunda etapa. Las condiciones utilizadas en la
extraccion CO, supercritico (E- CO;) son las descritas por Martinez-Correa et al., (2012a y 2017b) y
Uribe et al., (2011), con algunas modificaciones. 50 g de harina fina se sometié a una extraccion
estatica a 60 °C, 40 MPa por 30 min. Posteriormente, se hizo pasar el flujo de CO, (1.8 g/min) a través
de la muestra durante 60 min (extraccion dinamica). Los extractos fueron recuperados en un vial ambar
por despresurizacion del sistema y fueron pesados para calcular el rendimiento de extraccion. Los
extractos secos obtenidos se reconstituyeron en EtOH/agua (1:1 v/v) y almacenados en congelacion -
20°C, hasta su uso.

En un trabajo realizado por Monroy et al. (2016), mencionan que el uso de co-solvente en el
sistema de extraccion supercritica es capaz de modificar la polaridad del CO, mejorando el poder de
solvatacion e incrementando el rendimiento de extraccion de compuestos. Por lo que convierte al
método, una alternativa para la extraccion de compuestos de polaridad media a alta como los
compuestos fendlicos y flavonoides. Por lo tanto, en este trabajo se sugirié una segunda extraccion con
CO, supercritico usando co-solvente (E-CO,-Co).

En la segunda etapa de extraccion (E-CO,-Co), se realizd un experimento preliminar usando
varias concentraciones de etanol/agua y etanol absoluto, para evaluar su efecto, con la finalidad de
determinar la concentracion de etanol que permita obtener mayor rendimiento de compuestos fendlicos.
La extraccion se llevo acabo con la harina resultante (20 g) de la primera extraccion, lo cual se mezcl6
con 20 ml de solvente (EtOH al 25, 50, 75 y 100 %), seguido de la extraccion CO, supercritica
previamente descrita en esta seccion, utilizando una temperatura de 40°C, presion 20MPa, extraccion
estatica de 30 min y la extraccién dindmica por 30 min. Cada extraccion se realizé por triplicado.

El extracto seco obtenido se reconstituyd con 4 ml etanol/agua (1:1, v/v) y fue analizado por su
contenido de compuestos fendlicos totales utilizando una reaccion colorimétrica con Folin-Ciocalteu
descrita por Moo-Huchin et al., (2014). Con base a los resultados, en este trabajo se determind la
concentracion de co-solvente que obtuvo mayor contenido de compuestos fendlicos totales. Tras la
determinacion de la concentracion del co-solvente, se realizaron otras extracciones (CO, supercritico +
co-solvente) y se prepararon los extractos para su caracterizacion.

Caracterizacion del extracto por métodos analiticos y bioactividad.

Los extractos E-CO, obtenidos en la primera etapa fueron caracterizados a través del contenido de
carotenoides (a-carotenos, luteina), tocoferoles (a-tocoferoles, y-tocoferol), fitosteroles (estigmasterol,
fucosterol) y escualeno siguiendo las metodologias descritas por Can-Cauich et al. (2019).

Mientras que los extractos obtenidos en la extraccion sélido-liquido (E-SL) y en la segunda
etapa de extraccion supercritica (E-CO,-Co) se caracterizaron y compararon por su contenido de
compuestos fendlicos totales, flavonoides totales, taninos condensados, taninos hidrolizables y la
actividad antioxidante de acuerdo a la metodologia reportado por Moo-Huchin et al. (2014).
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Analisis estadistico

Se realizaron tres extracciones por tratamiento y las mediciones fueron realizadas por triplicado para
cada repeticién. Los resultados se reportaron como promedio + desviacién estandar (DE). Los datos se
analizaron mediante un andlisis de varianza de una via (ANOVA) mediante el software estadistico
Statgraphics Plus version 2.1 (Manugistic, Inc., Rockville, MD, USA) vy se realizo la comparacion de
medias mediante la prueba de Tukey, en donde las diferencias con p<0.05 se consideraron
significativas.

Resultados
Primera etapa: cinética de extraccion supercritica (E-CO5)

Para la obtencion de extractos ricos en compuestos activos a tiempos cortos en un sistema de extraccion
CO, supercritico sin tener un gasto excesivo de CO, que comprometa la viabilidad econémica, se ha
sugerido realizar un estudio cinético, como una primera etapa para determinar el tiempo de extraccion
dinamico, lo cual corresponde a un tiempo en la que se permite el paso de flujo constante del CO,
supercritico a través de la muestra expuesta en una celda de extraccion hasta la extraccion completa
(Uribe et al., 2011). Entonces, en este trabajo se justifica la necesidad de determinar el tiempo de
extraccion dinamica con CO; supercritico, considerando como criterio el rendimiento de extraccion
maxima acumulado.

La figura 3.1 muestra el comportamiento de los valores de rendimiento de extracto crudo
acumulado de harina en un intervalo de tiempo de extraccion con CO; supercritico de 0 a 60 min.

Figura 3.1 Comportamiento de los valores de rendimiento de extraccién acumulado de harina en
funcion del tiempo de extraccidn dindmica CO, supercritico a 60° C y 40 MPa. Letras diferentes en
cada intervalo de tiempo indican valores significativamente diferentes (P<0.05)
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Por otra parte, se ha mencionado por algunos autores que la curva general de extraccion CO;
supercritico es caracterizada por tres periodos basados en la transferencia de masa: a) extraccion de
solutos que se encuentran en la superficie de la matriz vegetal (extraccién lineal o constante, EL); b)
agotamiento parcial de los solutos en la superficie (extraccion descendiente, ED) y finalmente, c)
extraccion completa de algin metabolito extraible (controlada por difusion, EC) 6 por que el sistema ha
llegado a la capacidad maxima de extraccion (CME) (Lopez-Padilla, Ruiz-Rodriguez, Reglero, y
Fornari, 2017; Rocha-Uribe et al., 2019; Sovova, Nobre, y Palavra, 2016). Considerando lo anterior y
de acuerdo con los datos obtenidos en este trabajo, se observo que durante los primeros 10 min, el
rendimiento acumulado de extraccion incrementa de forma lineal respecto al tiempo (EL); mientras que
la region ED se mostr6 entre 10 y 30 min de extraccion. Tras 30 min de extraccion, el rendimiento
acumulado se mantuvo sin cambios significativos hasta 60 min (EC 6 CME). Acorde a los valores de
rendimiento acumulado, la mayor recuperacion de extraibles (0.35%) resultd a 30 min; lo cual fue
definido como el tiempo de extraccion dinamica.
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El valor de rendimiento alcanzado en este trabajo es comparable a lo reportado por Santos et al.
(2017) en extractos de raiz de Rumex Acetosa L. (de 0.2 a 8.3%) y Lucia et al. (2019) quiénes
obtuvieron un rendimiento que varié de 0.73% (15 MPa, 60°C con 2 ml/ min) a 1.73% (20 MPa, 40°C,
4 ml/ min) en extracto de hojas de Eugenia involucrata. Este trabajo confirma la idea de la necesidad
de determinar el tiempo de extraccion dindmico con CO, supercritico previo a utilizar un método
estandarizado para la obtencion y caracterizacion de extractos de matrices vegetales.

Caracterizacion del extracto por su contenido de carotenoides, tocoferoles, fitoesteroles y
escualeno por HPLC

Las semillas y nueces son bien conocidas por sus propiedades farmacoldgicas para la conservacién de
la salud humana debido a la presencia de compuestos bioactivos minoritarios con caracteristicas
liposolubles, como fitoesteroles, tocoferoles y carotenoides. Conjuntamente, estos compuestos han
demostrado ser potentes antioxidantes, que juegan un papel importante en la prevencion de
enfermedades causadas por el estrés oxidativo y/o como aditivos en los alimentos retrasando la
oxidacion lipidica (Can-Cauich et al., 2019). Por ello, dentro de la primera etapa de este estudio de
investigacidn se llevo acabo la recuperacion y caracterizacién del extracto crudo lipofilico de harina de
ramon obtenido con CO, supercritico sin co-solvente, con el proposito de separar esta fraccion y dejar
expuestas a los mas polares para una segunda extraccion usando un modificador en el sistema de
extraccion. El extracto de la harina obtenido se caracterizd por su contenido de carotenoides,
tocoferoles, fitosteroles y escualeno (Tabla 3.1).

Los compuestos predominantes en el extracto crudo de Ramon fueron esteroles, principalmente
el fucosterol con 5,997.27 mg/100 g extracto seco y estigmasterol con 561.45 mg/100 g extracto seco,
seguido por los carotenoides y escualeno. De acuerdo a algunos trabajos publicados para extractos de
nueces y semillas, la presencia de fucosterol es muy poco o escasamente reportado, debido a que los
principales esteroles que se han reportado en variedades de nueces, pistachos, girasol, almendra y
semillas de calabaza son PB-sitosterol y estigmasterol, incluso a concentraciones méas bajas a los
reportados en este trabajo (Vu et al., 2019; Wang et al., 2019). Mientras que Can-Cauich et al. (2019)
lo reporta en aceites de semillas de calabaza y Wong et al. (2018) en algas marinas, haciendo énfasis
como fuente principal de fucosterol. Las organizaciones reguladoras como la Autoridad Europea para
la Seguridad de los alimentos (EFSA) y Administracion de Medicamentos y Alimentos (FDA),
recomiendan incorporar a la dieta la ingesta de fitosteroles, debido a algunos estudios que se han dado a
conocer sobre los efectos favorables en la disminucion de la absorcion de lipoproteinas de baja
densidad (LDL) en el intestino, causando un descenso en la concentracion de colesterol en la sangre;
previniendo riesgo de enfermedades cardiovasculares (Bot et al., 2018). Por lo tanto, los resultados
mostrados son importantes para considerar la harina de ramdn como ingrediente bioactivo para el
desarrollo de alimentos funcionales o en su caso incorporarlos a alimentos especificos.

Tabla 3.1 Contenido de carotenoides, tocoferoles, fitosteroles y escualeno de extractos de harina
Brosimum alicastrum obtenido por E-CO,

p
Compuestos Fenolicos Totales 1.30+0.05
Luteina 45,34 +0.33
j3-caroteno 68.24 + 0.93
a-tocoferol 34.64 £2.34
y-tocoferol 29.12 + 0.47
Estigmasterol 561.45 + 60.08
Fucosterol 5,997.27 + 120.49
Escualeno 53.32 £ 0.92

Los valores presentados son medias + desviacién estandar (n=3)

Segunda etapa: Estudio preliminar del efecto del etanol como co-solvente en la extraccion con
CO; supercritico (E-CO,-Co)

Una de las limitaciones que presenta el sistema CO, supercritico es la poca selectividad ante los
compuestos orgdnicos de mediana o alta polaridad. Por ello, se han buscado estrategias usando
modificadores o co-solventes dentro del proceso para mejorar la eficiencia de extraccién y la
selectividad para compuestos bioactivos de matrices vegetales (Jiao y Kermanshahi, 2018).
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En este trabajo, se realizaron pruebas de extraccion preliminares con el objetivo de determinar
la concentracion de co-solvente para la recuperacion maxima de compuestos fenolicos totales presentes
en la harina.

La figura 3.2 muestra el efecto de varias concentraciones de EtOH-agua y etanol absoluto en la
extraccion de polifenoles de la muestra de harina de B. alicastrum. A diferencia de las mezclas etanol
en agua, el etanol absoluto exhibié la mayor cantidad de compuestos fendlicos totales de la harina de
ramon que vario de 2 hasta 12 mg EAG/100 g de harina. De acuerdo a algunos autores los grupos -OH
del etanol en estado supercritico son capaces de formar enlaces de hidrégeno con los solutos,
aumentando la solubilidad y la recuperacion de los compuestos fendlicos del medio extractor (Lu,
Boughner, Liotta, y Eckert, 2002; Valle, Robert, y Fuente, 2018).

Estos resultados concuerdan con los reportados por Alves (2018), quién demostro que el uso de
diferentes modificadores en el sistema supercritico, el etanol fue capaz de mejorar el rendimiento de
extraccion de compuestos fenolicos en semillas de chia (Salvia Hispanica L.). Cadena-Carrera et al.
(2019) también reporta un efecto favorable y significativo del EtOH en la extraccion de compuestos
fenodlicos en hojas de hojas de guayusa (llex guayusa Loes).

Por otra parte, Reder et al. (2018) en su trabajo describe que el etanol puede causar un
hinchamiento de las particulas mejorando la solubilidad y difusién de los compuestos fendlicos. Estos
resultados concuerdan con los trabajos reportados por Pimentel-Moral et al.(2018) y Reder et al.
(2018), donde obtuvieron mayor contenido de compuestos fendlicos cuando se usé etanol como co-
solvente.

El uso de EtOH, como co-solvente no solo se ha limitado a la extraccion de compuestos polares
(Bitencourt et al., 2018), también se ha usado para la recuperacion de compuestos lipofilicos y otros
compuestos bioactivos, como reportan (Valle et al., 2018; Xie, Cahoon, Zhang, y Ciftci, 2019). En el
presente trabajo de investigacion se demuestra que el uso de co-solvente (EtOH) en un sistema de CO,
supercritico como un factor importante que favorece el incremento de la polaridad del CO,, mejorando
significativamente el rendimiento y la selectividad de compuestos fendlicos de los extractos de la
harina de B. alicastrum.

Figura 3.2 Efecto del etanol en el Contenido de Compuestos Fenodlicos Totales (CFT) en la extraccion
con CO; supercritico (E-CO,-Co), a 40°C y 20MPa
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Caracterizacion del extracto por su contenido de compuestos fendlicos, flavonoides y su actividad
antioxidante

En la tabla 3.2 se muestra la comparacion del contenido de compuestos fendlicos y actividad
antioxidante de los extractos de Ramén obtenidos por (E-CO,-Co) y extraccion sélido-liquido (E-SL).
El rendimiento de extraccion obtenido por E-CO,-Co fue de 0.69 % (p/p, respecto a la muestra seca);
mientras que la E-SL resulto en un rendimiento de extraccion promedio de 18 % (p/p, respecto a la
muestra seca).
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El valor del rendimiento alcanzado en la extraccion E-CO,-Co fue mayor al reportado por
Radojkovi et al., (2016); cuyos valores van de 0.30 % (20 MPa, 60 min) hasta 0.65 % (40MPa, 90 min)
para extractos de hojas de Morus. Este valor de rendimiento también fue superior a lo alcanzado en la
extraccion CO; supercritico sin co-solvente (primera etapa). Estos resultados indican que la mayoria de
los compuestos bioactivos presentes en la harina de ramén son compuestos que tienen caracter de
mediana hasta alta polaridad, demostrando que el uso de etanol en un sistema supercritico mejora la
recuperacion de estos compuestos.

De acuerdo con los resultados, el contenido de compuestos fendlicos totales del extracto
alcohdlico obtenido por extraccion sélido-liquido fue superior al extraido por CO, supercritico (7.19+
0.06 y 2.45+ 0.15 g EAG/ 100 g extracto seco, respectivamente). Los valores del contenido de
compuestos fendlicos totales del extracto E-CO,-Co reportados en este trabajo resultaron ser mas altos
a lo encontrado por Goyeneche et al., (2018) y Reder et al., (2018) para extractos de hojas de rdbano y
hojas de Arctium Lappa (conocida como bardana en Brasil) obtenidas por CO; supercritico.

En otro resultado, el contenido de taninos condensados de los extractos fue similar entre ambos
métodos de extraccion. Cuando se utilizd la extraccion E-CO,-Co, el extracto recuperado resulto con
mayor contenido de flavonoides totales y taninos hidrolizables con valores de 2.97+ 0.12 g QE/100 g
extracto seco y 1.72 £ 0.17 g acido tdnico/100 g extracto seco, respectivamente. El valor del contenido
de flavonoides totales reportado en este trabajo result6é superior a lo encontrado por Goyeneche et al.,
(2018) para hojas de rabano.

El efecto positivo en la extraccion CO, supercritica con EtOH, se debié a la capacidad en
conjunto que presenta el co-solvente y las condiciones del sistema de extraccion. Es probable que bajo
las condiciones del sistema de extraccion CO, supercritica con co-solvente utilizado, existe una
interrupcién de las interacciones electrostaticas y de van der Waals entre los compuestos no extraibles
(flavonoides) y las cadenas de los polisacaridos (fibra dietética) o proteinas (Palafox-Carlos et al.,
2011); lo que permite una mayor recuperacion de taninos y flavonoides.

Generalmente, el contenido de compuestos fendlicos esta relacionado con la actividad
antioxidante de los extractos, en este trabajo la actividad de los compuestos se evalu6 utilizando tres
ensayos (ABTS, DPPH y poder reductor) que se consideran simples y con alta reproducibilidad.
Respecto al ensayo ABTS”, la actividad antioxidante del extracto de harina obtenido por E-CO,-Co
presentd el valor mas alto de 649.29+20.50 mM Trolox/100 g extracto seco, respecto al E-SL
(471.83+3.20 mM ETrolox/100 g extracto seco).

El valor reportado para E-CO,-Co es mayor a lo reportado por Mazzutti et al,. (2019) para
extracto de hojas de Sida Rhombifolia (360+0.01 mMET/100g extracto). Como se puede observar en la
tabla 2, el extracto E-CO,-Co obtuvo menor contenido de CFT, pero mayor contenido de flavonoides
totales y taninos hidrolizables; lo cual probablemente éstos Ultimos contribuyen en la mayor actividad
antioxidante para E-CO,-Co.

Ademas, es posible que la mayor actividad antioxidante se deba a que los extractos E-CO,-Co
presentan un grado de pureza mayor al extracto E-SL y la existencia de un posible sinergismo entre los
compuestos.

En cuanto al ensayo DPPH y poder reductor, la actividad antioxidante méas alta se obtuvo en los
extractos E-SL con 83.28+3.63 mM Trolox/100 g extracto seco y 86.82+1.95 mg acido ascorbico/100 g
ES, respectivamente cuando se compara con E-CO,-Co.La mayor actividad antioxidante DPPH para E-
SL puede atribuirse al contenido de compuestos fenolicos y posiblemente a otros compuestos que
fueron extraidos (proteinas, péptidos, acidos organicos, etc), como reportan (Mazzutti et al., 2019;
Sanjaya et al., 2014).
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Tabla 3.2 Contenido de compuestos fendlicos totales, flavonoides totales, taninos condensados e
hidrolizables y actividad antioxidante de extractos Brosimum alicastrum obtenidos por E-CO,-Co y E-SL

Compuestos fenolicos Métodos de extraccion
\ E-CO,-Co \ E-SL

Compuestos fenolicos totales (g acido galico/100g ES) 2.45+0.15a 7.19+ 0.06b
Flavonoides totales (g Quercetina/100 g ES) 2.97£0.12b 2.01 £ 0.04a
Taninos condensados (g Catequina/100 g ES) 0.45 + 0.04a 0.49 + 0.00a
Taninos hidrolizables (g Acido tanico/100g ES) 1.72+£0.17b 0.82 = 0.08a
Actividad antioxidante

ABTS™ (mM Trolox/100g ES) 649.29+20.50b 471.83+3.20a
DPPH (mM Trolox/100g ES) 58.31+0.34a 83.2843.63b
Poder reductor (mg acido ascdrbico/100 g ES) 11.68+0.68a 86.82+1.95b

ES: extracto seco. Los valores presentados son medias * desviacion estandar (n=3). Letras diferentes presentaron
diferencias estadisticamente significativas (p> 0.05)

Conclusiones

El tiempo dindmico de 30 min permitié obtener la mayor cantidad de extraibles en el sistema de
extraccion CO; supercritico de la harina de Ramon.

El extracto de harina obtenido mediante la extraccion con CO, supercritico se caracterizo por su
contenido de B-caroteno, luteina, o y y-tocoferol, fucosterol, estigmasterol y escualeno. La mayoria de
estos compuestos cuantificados no han sido reportados en la harina de Brosimum alicastrum.

A medida que aumenta el contenido de etanol como co-solvente en la extraccion CO,
supercritico también increment6 el contenido de compuestos fenoélicos totales de la harina. Por tanto, en
este trabajo se sugiere el uso de etanol absoluto como co-solvente.

Cuando se comparan ambos extractos (E-CO,-CO y E-SL), el extracto de harina obtenido con
CO; supercritico con co-solvente resultd con mayor contenido de flavonoides totales, taninos
hidrolizables y actividad antioxidante ABTS.

En este trabajo se confirma que la cuantificacion de compuestos antioxidantes de la harina es
dependiente del método de extraccion a utilizar. Ademas, el utilizar métodos distintos favorece un
analisis mas detallado de la composicién de la harina de ramon, un producto vegetal poco
caracterizado. Este hallazgo, ha permitido tener un mayor conocimiento de la composicion bioactiva de
la harina de semilla de Brosimum alicastrum, Gtil para promover su uso como ingrediente bioactivo
para la formulacion y desarrollo de alimentos y aperitivos funcionales.
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