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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion consistio en evaluar la capacidad antioxidante y
su influencia con los compuestos fen(’)&os a partir del extracto de semillas de Cucumis
melo L (melén). Para ello, se abordé una metodologia de enfoque cuantitativo, disefio
experimental y alcance explicativo. La materia prima estuvo representada por 10 g de
semillas para las variedades Honeydew y Cantalupo, a partir de las cuales se tomaron
alicuotas para las diferenta; pruebas de laboratorio. Para la extraccién, se empled el
método de sonicacién, y para la determinacion de compuesto fendlicos, se aplico el
método d&Folin — Ciocalteu, para la determinacion de la capacidad anti(ﬁante, se
aplicaron los métodos de CUPRAC y DPPH. Los resultados dieron a conocer la presencia
de compuestos fenélicos en 10éext:ractos, encontrindose un promedio de 40.84 mg
GAE/100g de extracto y 37.&mg GAE/100 g de extracto las variedades Honeydew y
Cantalupo respectivamente. En cuana a la capacidad antioxidante por CUPRAC, se
obtuvo un promedio de 15132 #M/g de dcido ascorbico equivalente en los extractos de
Honeydew y, 104.69 uM/g de dcido ascérbico equivalente en los extractos de Cantalupo.
La capacidad antioxidante por DPPH mostré un valor medio de 118.3 uM TE/100g para
la variedad Honeydew y de 89.92 3 xM TE/100g para la variedad Cantalupo. En cuanto
a la relacion entre los compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante, se encontrd un
mayor coeficiente de determinacion (R?) con el método CUPRAC con 0.9919 y 0.9952
para Honeydew y Cantalupo respectivamente. El andlisis de varianza lineal del modelo,
arrojé una significancia menor a 0.05. En cuanto éla comparacién con la variedad de
semillas de melén, se determiné que esta si influye en la capacidad antioﬁant&: entre los
extractos de las semillas de melon, medida por el método CUPRAC. Para la investigacion,
se concluye, que no existe una influencia significativa entre el contenido de CFT y la

capacidad antioxidante por método DPPH con los extractos de las semillas de meldn.

Palabras claves: Capacidad antioxidante, Compuestos fendlicos, DPPH. CUPRAC.
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ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the antioxidant capacity and its relationship
with phenolic c%)ounds from the seed extract of Cucumis melo L (melon). To this end,
a methodology of quantitative approach, experimental design and explanatory scope was
addressed. The population was represented by 10 g of extracts from the seeds of
Honeydew and Cantalupo melons, from which aliquots were taken for the differea
laboratory tests. For extraction, the sonication method was used, for the determination of
phenolic compounds, the Folin — Ciocalteu method was applied, for thwtioxidant
capacity, the CUPRAC and DPPH methods were applied. The results &« vealed the
presence of phenolic compounds in the extracts, with an average of 40.84 mg GAE/100
g of extract and 37.38 mg GAE/100 g extract for Honeydew and Cantalupo melons,
respectively. Regarding the antioxidant capacity of CUPRAC, an average of 151.32 uM/g
of ascorbic acid was obtainﬁl the Honeydew extracts and 104.69 ;#M/g of ascorbic acid
in the Cantalupo extracts. The antioxidant capacity by DPPH showed a mean value of
118.3 ,u%TE!lOOg for the Honeydew melon and 89.92 3 pM TE/100g for the Cantalupo
melon. Regarding the relationship between phenolic compounds and antioxidant
capacity. a higher coefficient of determination (R?) was found with the CUPRAC method
with 0.9919 and 0.9952 for Honeydew and Cantalupo respectively. The linear variance
analysis of the model showed a ﬁnificance of less than 0.05. Regarding the comparison
with the variety of melon seeds, it was determined that this does influence the antioxidant
ﬁ)acity among the melon seed extracts, measured by the CUPRAC method. For the
research, it is concluded that there is no significant influence between the CFT content

and the antioxidant capacity by DPPH method with melon seed extracts.

Keywords: Antioxidant capacity, Phenolic compounds, DPPH, CUPRAC
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INTRODUCCION

Segiin la Organizacion de las Naciones Unidas para la Al%ltacién y la Agricultura (FAQ),

el sector agrl’colaﬁnera una gran cantidad de residuos que tienen efectos negativos en el
medio ambiente. Desde la cosecha, las pérdidawmtinﬁan a lo largo de toda la cadena, lo
que resulta en que globalmente entre el 30% y el 40% de la produccion mundial de alimentos
se convierta en residuos (1). La FAO también sefiala que los desperdicios de frutas y

verduras contribuyen con el 60% de estos residuos.

Los subproductos contienen una alta concentracién de compuestos bioactivos (BA), lo que
sugiere que, incluso después de extraer el jugo, ain quedan un gran nimero de estos
compuestos. Estos compuestos poseen una amplia gama de efectos beneficiosos, como
antioxidantes, antimicrobianos, antiin%matorios, antialérgicos, antiaterogénicos,
cardioprotectores y vasodilatadores. Los extractos de estos subproductos o compuestos
aislados pueden ser utilizados como ingredientes en alimentos funcionales o como

nutracéuticos en productos medicinales o farmacéuticos (2).

El principal desafio en la utilizacién de estos rcsidﬁs radica en su naturaleza heterogénea y
perecedera, siendo ideal encontrar un equilibrio entre el man&éa convencional actual y la
implementacion de tecnologias emergentes. En este sentido, la extraccion de compuestos
bioactivos, produccion de enzimas y exopolisacdridos, sintesis de bioplasticos, wpolfmeros
y produccion de biocombustibles parecen ser las opciones mds favorables (2). Ben-Othman
et al., sugieren que el uso de nuevas técnicas espectroscopicas y solventes eutécticos para la
extraccion de polifenoles de los residuos de la industria del jugo podria representar avances

significativos (3).

En relacidn a lo anterior, la presente investigacién propone la evaluacion del contenido de
compuestos fendlicos y su relacion con la capacidad antioxidante a partir del extracto de
ﬁmillas de Cucumis melo L. (melén) de dos variedades. Para ello, el trabajo se estructuré
en tres capitulos principales: el capitulo I donde se aborda el planteamiento teéric&
contenido por el planteamiento del problema, objetivo, marco tedrico y la hipdtesis de a la
investigacidn. El capitulo II donde se describe el planteamiento operacional, comprendido
por los materiales, zimbia de estudio y procedimientos experimentales de la investigacién
y, un capitulo III donde se presentan los resultados y discusion del estudio. Finalmente, se

presenta las conclusiones y recomendaciones.




CAPITULO1

PLANTEAMIENTO TEORICO




1.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Descripcion del problema

y en dia, la poblacién general busca alimentos de preparacion rdpida sin considerar la
calidad de alimentacién. Segiin la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), los indices
de enfermedades crénico degenerativas han aumentado alarmantemente en la mayoria de
paises, debido a la escasa cultura de alimentacién sana. Dichas enfermedades estdn
asociadas a la falta de antioxidantes en la dieta, lo que puede causar desordenes
metabdlicos graves como diabetes, hipertensidn, cataratas y cancer. En un mundo donde
los alimentos procesados son cada vez mds comunes, es dificil saber qué se consume
exactamente. Por lo tanto, es importante descubrir productos mas saludables que
mantengan o incluso mejoren las propiedades nutricionales de los alimentos habituales.

)

En este contexto, los antioxidantes tienen un papel importante en la salud Elmana puesto
que son sustancias que trabajan en el interior del organismo portando la capacidad para
oponerse a la accion del oxigeno y de ciertas especies oxidantes, entre ellos encontramos
a los llamados rastrillos de radicales (radical scavengers) quienes tienen una labor
importante y son definidas como especies qufﬁas del cual su actividad antioxidante
radica en su capacidad para romper y eliminar directamente los radicales libres, siendo
los principales; los polifenoles, la vitamina C (dcido ascorbico), el glutation, la vitamina
E (alfa tocoferol), etc. Dichas especies quimicas se encuentran en alimentos del reino

plantae.

1.2. Enunciado del problema

En referencia a esta problemadtica y, teniendo en cuenta que a lo largo de los afios se
investigan nuevas terapias o dietas enriquecidas con antioxidantes, que pretenden
prevenir o descender el dafo funcional org%() proveniente de un exceso de estrés
oxidativo, las semillas de Cucumis melo L., son una fuente importa[ﬁde compuestos
bioactivos con propiedades antioxidantes, sin embargo, la informacidn sobre el contenido
de compuestos fendlicos y actividad antioxidante es liaitada. La extraccién y andlisis de
determinacion de estos compuestos son cruciales para su aprovechamiento en la industria

alimentaria y farmacéutica.




En funcién de lo anterior, se plantea el siguiente problema: ;Podria existir una relacién
significativa entre el contenido de compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante en

las semillas de melén?

1.3. Justificacion
Justificacion cientifica

La familia Cucurbiticeas conforma un importante grupo de plantas, mayormente
tropicales, muchos de los frutos son ampliamente usadas en la alimentacién ywe
existen numerosas investigaciones de la fotoquimica, su potencial nutraceiitico y los
Eencﬁcios para la salud humana. El fruto melén (Cucumis melo L.) es rica en
antioxidanteﬁue ayudan a prevenir enfermedades crénicas y a mantener una juventud
prolongada. Es rica en vitamina C, vitamina E y en minerales co&; potasio, fosforo,
magnesio, calcio y hierro, entre otros, en cuanto a su fotoquimica, contiene polifenoles,
dcidos organicos, lignanos éotros compuestos polares que proporcionan a la salud
potenciales beneficios (5). La investigacién sobre compuestos fenélicos y capacidad
antioxidante en semi %de melon es crucial para entender su potencial beneficio para la
salud humana como la prevencion de enfermedades cronicas relacionadas con el estrés
oxidativo. En el mundo, existen estudios acerca de las propiedades beneficiosas del
mesocarpio y epicarpio de melén, sin embargo, las semillas de este, cuentan con escasas
investigaciones acerca de la fotoquimica y los beneficios que valoren su existencia, y mds
auln, en eajeni no se encuentran estudios sobre ello, es por eso que, la actual investigacién
propone determinar la capacidad antioxidante y la relacién con los compuestos fendlicos

de las semillas del fruto.
Justificacion social

Las semillas de melén son consideradas como &%chos organicos que mayormente la
sociedad no consume, la investigacion acerca del contenido de compuestos fenolicos
(CFT) y la capmad antioxidante (CAT) en las semillas de malén puede instruir y
concientizar a la poblacion sobre la importancia de la alimentacion saludable y sostcniblh
El consumo de dichas semillas puede contribuir a su seguridad alimentaria, nutricional y
a la mejora de su calidad de vida de la poblacion en general y las comunidades rurales
que se ven afectados por diversas patologfas y/o problemas de salud probablcmeﬁ por

escasos recursos. Es por eso que, este trabajo de investigacion pretende aportar el estudio




de la capacidad antioxidanﬁ partir de un desecho organico; semillas de Cucuniis melo

L., 1a cual puede presentar un impacto positivo en la salud y la economfa de la poblacién.
Justificacion practica

El presente trabajo puede contribuir con el desarrollo de productos sostenibles e
innovadores y colocar a las semillas como un producto funcional y en perteneciente al
grupo de rastrillos de radicales, el cual aportara be%ios a la salud, fortaleciendo el
sistema inmunolégico y disminuyendo o eEinando la produccion de radicales libres en

el organismo. Ademads, puede ser aplicado en la industria alimentaria y farmacéutica.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Evaluar el conteﬁlo de compuestos fenolicos y su relacion con la capacidad antioxidante

en los extractos de dos variedades de semillas de melon (Cucumis melo L).

2.2. Objetivos especificos

e Determinar el contenido de puestos fendlicos totales presentes en los extractos de
semillas de melén mediante el método de Folin-Ciocalteu.

e Determinar la capacidad antioxidante de la muestra por los métodos de CUPRAC y
DPPH.

e Evaluar la relacion entre el contenido de compuestos fendlicos y la capacidad
antioxidantde los extractos de las semillas de melon (Cucumis melo L.).

¢ Comparar el contenido de compuestos fendlicos totales y la capacidad antioxidante

entre los extractos de las dos variedades de semillas de melon (Cucumis melo L.).

.
3. MARCO TEORICO

3.1. Conceptos basicos

3.1.1. Fruto Melon

El Melén, conocido con su nombre cientifico como Cucumis melo L., es una especie
dicotiledénea, herbacea y anual perteneciente a la familia Cucurbitaceac y es
cosechado y consumido ampliamente por todo el mundo. Se cultiva en regiones secas
y en estacion cdlida donde necesariamente para su crecimiento optimo, debe llegar a

temperaturas de 20 a 24°C y un pH de 5.8 a 6.6 del suelo. La relacién entre la
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temperaturay la duracién de la luminosidad, impacta tanto en el desarrollo de la planta
como en la induccién floral, fecundacion de las flores y el ritmo de absorcion de los

nutrientes (6).

El crecimiento de los tejidos del ovario de la flor, se encuentra estrechamente
relacionado con la temperatura y las horas de iluminacién, de manera que, los dias

0s y temperaturas elevadas, favorecen el desarrollo de tlores masculinas, de lo
contrario, los dias cortos y temperaturas bajas, promueve la formacién de flores con

ovarios (6).

El Cucumis melo L. estd posicionada entre las variedades mds polimérficas de dicha
familia, teniendo diversidad genética dentro de esta especie. Las investigaciones han
determinado la clasificacion del melén en 19 variedades segiin sus propiedades
fenotipicas, de las cuales, las mds cultivadas y consumidas en el mundo son; meldén

Amarillo, Cantalupo, Charentais, Harper, Honeydew, Koreana y Piel de sapo (6).
3.1.2. Variedades principales del melén
Melén Cantalupo

Es el tipo de melén mds producido. Las semillas del melén Cantalupo deben ser
sembradas al comenzar la primavera o en temporada lluviosa. El clima debe ser calido,
pleno sol y seco, preferentemente las raices en humedad. La plaﬁa del melén
Cantalupo es rastrera y produce un gran nimero de flores que crecen en los nudos o
axilas de las hojas y suelen desprenderse naturalmente. El fruto, al momento de su
desprendimiento, forma una zona de absicion en el tallo. Producen escancias
caracteristicas perfumadas en cuanto vaya madurando y alcanza un peso aproximado
de 2 kilos. El fruto tiene forma esférica, con un didmetro de 10 a 15 cm y constituida
de una cortea reticulada, escamosa y dspera de color café amarillento y la pulpa
gruesa, dulce de color anaranjado claro, con sabor y aroma agradable, y con la cavidad

de las semillas de tamano uniforme (7,8).




Figura 1. Fruto de melén tipo Cantalupo

Melén Honeydew

También conocido como melén Tuna. Las semillas deben ser plantadas en invierno en
el que los suelos alcancen 65°F o cuando el riesgo de heladas haya finalizado. La
planta es herbicea y anual, cuyos tallos son rastreros o también trepadores en el caso
se brinde un tutorado. El fruto no presenta la formacion de zonas de abscision, solo en
el caso que la fruta se encuentre muy madura. Su peso fluctia entre 2 a 4 Kilos. Posee
forma redonda o en casos ligeramente ovalada, su corteza estd constituida por una
superficie lisa con vellosidades que van desapareciendo a medida del tiempo de
maduraciéon, ademds no tiene suturas perceptibles y sin redecilla y su color
caracteristico es verde claro o blanco verdoso. La pulpa es jugosa, dulce y tierna,

mayormente de color verde oscuro, se caracteriza por ser inodora al madurar (7.,9).

Figura 2. Fruto de meldn tipo Honeydew

3.1.3. Clasificacion Taxonomica

La Base de Datos de Galdpagos, comparte la informacién de especies de la historia

Natural. En la Tabla 1 se especifica la clasificacion taxonomica de Melén.




Tabla 1. Clasificacion taxonomica del melon

Clasificacion Descripcién
Dominio: Eucariota
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Violales
Familia: Cucurbitaceae
Genero: Cucumis
Especie: Melo

Tomado de Fundacion Charles Darwin 2024 (10).

3.1.4. Produccion del melon

Segiin los datos del iltimo estudio del FAOSTAT, quien es el Organismo de

Estadistica de la Organizacién de las Naciones Unidﬁ para la Alimentacién y la
Agricultura (2021) indica que se alcanz6 un récord de la produccion mundial de
meldn, siendo China el potencial productor con 14 millones de kilos. Seguida de
Turquia con 1.6 millones de kilos y ocupando el tercer lugar India con 1.5 millones de

kilos (43).

En el Pert se establecen alrededor de 1.200 hectdreas de melén, en las cuales se genera
un rendimiento promedio de 16 toneladas por cada hectdrea, no obstante, existen dreas
que producen hasta 50 toneladas por hectdrea. Las principales regiones productoras de
Cucumis melo L. es Lima, La Libertad, Ica, Arequipa, Lambayeque y Piura. Siendo el

melén Honeydew y melén Cantaloupo las variedades mds cultivadas (1).
3.1.5. Composicién quimica del melén
Estudio Quimico de la Pulpa de Cucumis melo L

e Carotenoides: El P-criptoxantina, p-caroteno y a-caroteno son las tnicas
moléculas de carotenoides que tienen actividades de provitamina A (11).

e Agua y sales: Contiene el 92% de agua, asi como también elevadas cantidades de
potasio, que a su vez presenta magnesio y calcio en menor proporcion.

¢ Compuestos fendlicos: El dcido benzoico y otros dcidos como p-cumarico, gélico,
siringico, p-hidroxibenzoico, y componentes como la quercetina, epicatequina, y
rutina encontradas en pocas cantidades.

e Aminoiacidos: glutamina, tirosina, fenilalanina y triptéfano (12).
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Estudio quimico de las semillas de Cucumis melo L.

e Fibra: Contiene gran cantidad de fibra, por lo que mejora el transito intestinal. Por
tal motivo es beneficioso para prevenir el estrefiimiento o cualquier problema en el
transito intestinal.

e Vitaminas: Poseen gran cantidad de vitamina A, B6, B12 y E, las cuales son
primordiales para el buen funcionamiento del organismo.

» Minerales: Potasio, hierro, calcio, sodio, magnesio, fosforo los cuales favorece al
fortalecimiento del sistema inmunitario.

e Proteinas: Las semillas de melén contiene 27% de proteinas, lo que permitiria
mejorar la alimentacion. Los aminodcidos son componentes bdsicos de diversas
proteinas y se encuentran; la isoleucina, leucina, lisina, metionina y fenilalanina

e Acidos Grasos: Contiene un alto porcentaje de dcido linoleico 35.38%, dcido

oleico y dcido palmitico (13).
3.1.6. Propiedades y usos

El melon se caracteriza por estar compuesta de tres partes fundamentales que son la
pulpa, cascara o corteza y semilla, siendo la pulpa la parte comestible y que ofrece una
fuente de nutricidn benéfica para la salud humana, por lo contrario, la caﬁlra y las
semillas no son consumidas ya que son desechos. Sin embargo, posee una fuente
importante de nutricién, ya que contienen compuestos beneficiosos que pueden
presentar un uso como subproducto en lugar de ser desechados (14). gtimamente,
estos residuos estan siendo investigados progresivamente por su contenido de
fitonutrientes y su impacto beneficioso para la salud, que cominmente la mayoria de

la poblacién desconoce.

Las semillas de Cucumis melo L. debido a su contenido en fibra, es beneficioso para
la salud digestiva. Es considerado como buena fuente de antioxidantes ya que contiene
vitaminas A, E y C. Previene tanaién la degeneracién macular en los ojos. Ademas,
contiene dcidos grasos capaces de regular los niveles de colesterol en la sangre,
'ﬂterviene en la estructura de las membranas celulares y generacion de hormonas,
fortalece el sistema inmunolégico y mejora el funcionamiento neuronal y puede
combatirénfecciones como la gripe. Ademds, por su contenido de antioxidantes,
reducen el riesgo de cancer y enfermedades neurodegenerativas. Las semillas de

melon (Cucumis melo L) comparten un papel resaltante en el sostenimiento de la
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densidad 6sea y el descenso de riesgo de la patologia diabetes tipo II. También puede

evitar y controlar el insomnio, la depresion y la migrafia (15).

La pulpa de dicho fruto, estd compuesta principalmente por agua, la cual ayuda a una
correcta hidratacién y a la pérdida de peso por su escaso aporte caldrico, asi mismo,
posee una ligera accion laxante y accion diurética, y esto es benéfico para la
eliminacion de los desechos del organis% Mejora el transito intestinal y la funcién
digestiva. Es recomendable el consumo durante el embarazo por su alto contenido de
magnesio, calcio, fola%y vitaminas como la A y C quienes contribuyen al desarrollo
del feto. Asi mismo, desempefia un papel importante en la fotoproteccion y en la

mejora de la funcidn de respuesta inmune previniendo enfermedades créonicas (16).

La Corteza de Cucumis melo L. mayormente tiene uso externo a la salud como la
accion de la capa interna de la cascara como exfoliante natural, se puede frotar sobre
la piel hiimeda para eliminar células muertas. Por otro lado, tiene funciones en las
plantas como abono y mejora la absorcion de los nutrientes en las hortalizas, verduras

o plantas (16).
3.1.7. Radicales Libres

Los radicales libres (RL) también son conocidos como Especies Reactivas de Oa’geno
(ROS), que como su nombre lo indica son moléculas de oxigeno muy reactivas que en
su estructuraéémica presenta un electrén impar o desapareado en el orbital externo,
esto lo hace muy inestable, altamente reaivo y de vida efimera con gran capacidad
de combinarse inespecificamente ya que exploran el cuerpo en busca de otro electron
para formar un par estable como en los lipidos, carbohidratos, proteinas, membranas

celulares, dacidos nucleicos, y sus derivados (17).

El organismo estd expuesto principalmente a especies reactivas del oxigeno (ROS) en
las cuales se encuentra derivados radicales como Anion superdxido (O27) que se
genera a partir de la oxidacién no enzimdtica de biomoléculas, Hidroxilo (OH) quien
es un RL inorgdnico, Alcéxido (RO'), Peréxido (ROO") se forma al estar unido un
dtomo de oxigeno con otro, y derivados no radicales como, Ozono (O3), Acido
hipocloroso (HClO), Peréxido de hidrogeno (H,0:), Oxigeno singlete. Ademas,
existe especies RNS (Reactivas del Nitrégeno), derivados raﬁcalcs como, Oxido
Nitrico (NO') quien se oxida al reaccionar con Oz para formar diéxido de nitrégeno

(NO2) y no radicales como Peroxinitrito (ONOO") quien es capaz de reformar
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biomoléculas, Cation nitrosilo (NO*) es un ion diatémico, Anidn nitroxilo (NO")
producto de la reduccién de NO-, Acido nitroso (HNO») oxidante fuerte, Peroxinitritos
alkilo. Estos se pueden generarse a partir de fuentes exégenas, de fuentes endégenas,
como respuesta de defensa del sistema inmunitario. De forma andloga encontramos
también, especies Reactivas del Nitrégeno (RNS), del bromo (RBrS) y del cloro
(RCIS) (18).

3.1.8. Fuentes endégenas de Radicales Libres

e Mitocondria: Siendo a organelo de importancia dentro de la mayor produccién de

ATP, es considerado como la principal fuente de radicales libres, puesto que, en
ella se realiza el metabolismo oxidativo el cual consume del 95 al 98% del origen
a la reduccion del oxigeno. Los 2% - 5% restantes reciben un electrén, la cual irdn
formando en cada etapa diversos componentes téxicos,&sta formar H>O como se
muestra en la figura 3. Alteraciones en el interior de la cadena de transporte de
electrones, pﬁ:lc incrementar la produccién de Radicales Libres (RL) en el
organismo. Dif%ltes investigadores, como Nicholls d Ferguson (2001),
mencionan que, en la membrana interna de la mitocondria, el radical O;" se forma
dentro de los complejos 1 y 11l de la cadena respiratoria. Dentro de este proceso de
transferencia de electrones, la coenzima Q es oxidada generando Ila
ubisemiquinona, la cual es un radical intermediario que al entrar en relacién con el

oxigeno (O-), se origina radicales superéxidos (19).

o Radical i6n I6n 16n ’Ié_m
Dimdgeno _ superoxido peroxido ) oxeno _ dxido
302 e Oé e og- e Og- o e 02_
l lH' I2H' 2H IH' lEH'
'0, HO; H20; H,0 OH"® H,0
Oxigeno Radical Perdxido de Rradical Agisa
Singulete perhidroxilo hidrégeno ngua hidroxilo

Figura 3. Generacién de ERO a partir de la reduccion de oxigeno

Klaus A. et al. (2008) (20)

Por otro lado, existen estudios que dicho organelo puede producir otras especies
reactivas con significado biolégico que se van a formar como consecuencia de

una reaccion en cascada, en ella se origina 6xido nitrico (NO"), a través de la
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participacién de la enzima (NOS) éxido nitrico sintasa, calcio dependiente,

localizada en la membrana mitocondrial (19).

Peroxisomas: Son organulos que poseen varias enzimas y son responsables de la
degradacion de dcidos grasos. Actian en la metabolizacién del dcido glioxilico,
aminodcidos y bases purinicas. Estos organelos producen H202 que es degradado
por la enzima catalasa (quien se encuentra en altas concentraciones) y bajo ciertas
circunstancias, aquellos peroxidos que escapen de la degradacion, es decir, no
sean dismutados por eﬁ;tcma peroxisomal, se liberara en otros compartimentos
celulares y provocard inevitablemente dafio celular (19).

Citrocromo P-450: Presente en el reticulo endoplasmatico y son los principales
responsables del metabolismo, es el sitio donde se produce importantes cantidades
de RL ya que hay presencia de oxigeno, iones metalicos de transicién y en el que
se produce transferencia de e".

Células Fagocitica: En la fagocitosis se genera Especies reactivas del oxigeno
benéficas, ya que son la principal linea de defensa contra los patégenos. Dichas
especies se activan por la existencia de patégenos extrafios como parasitos, virus
o bacterias, o por la presencia de mediadores proinflamatorios originando una
“explosion” oxidativa y en consecuencia se genera diversas cantidades de
radicales libres; H202, 02 -, OH, NO. y tienen la finalidad de combatir contra
las células infectadas. En las membranas de las células fagociticas, se encuentra
la enzima NADPH oxidasa, quien es reducido por la enzima superdxido dismutasa
(SOD) y asi genera H202 o produce oxigeno y se transforma en OH. en presencia
de hierro Esta situacién se da sobre todo en los procesos inflamatorios (19.,21)
Xantina Deshidrogenasa: Se ubica predominantemente en los endotelios y se
encarga de la depuracion de las xantinas, sin embargo, al mezclar la funcién de
dicha enzima junto a la xantina oxidasa se producird oxigeno y peréxido de

hidrogeno (02" + H202, (19).

3.1.9. Fuentes exdgenas de Radicales Libres

Los radicales libres también son originados por alteraciones ambientales u otros

factores como:

¢ Radiaciones ionizantes, luz UV y rayos X, rayos gamma.
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e Contaminantes Atmosféricos: monoxido de carbono, ozono, 6xido nitroso,
dioxido de azufre.

¢ Incineracién de compuestos orgdnicos que genera humo: contaminacién
ambiental.

¢ Estrés emocional, trastornos alimenticios, contaminacion del aire, en el agua,
también pueden incrementar los RL

¢ Xenobiéticos: fungicidas, pesticidas, farmacos y herbicidas (22).
3.1.10. Estrés Oxidativo

Normalmente la produccién endégena de ROS en los limites permitidos, es esencial
para el activaciéon y regulacion metabdlica, la activacion o inactivacién de
biomoléculas, el control del tono muscular, entre otros. Sin embargo, cuando se
desequilibra el balance entre los pro oxidantes y antioxidantes (homeostasis 6xido-
reduccion intracelular), ade{:ir, la produccién de altos niveles de ROS o por el
contrario la deficiencia de los sistemas antioxidantes, se origina el llamado estrés

oxidativo.

Este exceso de ROS, genera una serie de reacciones sobre los compuestos quimicos
que se encuentran en las células (proteinas, ADN y lipidos), dando origen a desordenes

fisioldgicos, elevada proliferacidn celular, apoptosis, senescencia y/o necrosis (23).

Es por ello que, el estrés oxidativo se encuentra relacionado con procesos
cancerigenos, hipertension, diabetes, enfermedades degenerativas, entre otras. Sin
embargo, actualmente se conoce que, en los seres vivos, las ROS enddgenas estdn
igualmente involucradas en importantes cascadas de sefializaciones que son
imprescindibles para la homeostasis, trabajando como barreras de defensa contra
patégenos en fagocitos, como regulador de diversas vias metabélicas, en medio de
procesos inflamatorios y en la respuesta a ciertas hormonas y factores de crecimiento

relacionados en la sefializacion dependiente del estado de éxido-reduccion del sistema

24).
3.1.11. Antioxidantes

El sistema antioxidante no tiene la capacidad de eliminar a las especies pro-

oxidantes, pero si de regularlas. Dicho en otras palabras, son sustancias que tienen la
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labor de oponerse a ciertas especies oxidantes, y a la ion del oxigeno. La

clasificacion de antioxidantes que se desarrolld, se detalla en la Figura 4.

ANTIOXIDANTES

CLASIFICACION
ANTIOXIDANTES
ENDOGENOS
| ]
ANTIOXIDANTES ANTIOXIDANTES NO ANTIOXIDANTES
ENZIMATICOS ENZIMATICOS EXOGENOS

I ] | — ] [ 1
ATAT AQ GLUTATION . ACIDO
[LA[ALA!»A ] [pmoxlms A] [GLUTATIO.‘I] LIPOICO [ VITAMINA C ] [ VITAMINA E ]
SUPEROXIDO Ll
ACIDO CAROTENOIDES
DISMUTASA [COENZJ.\M Q] URICO ] [ ] [ CATEQUINAS I

FLAVONOIDES |

Figura 4. Clasificacion de Antioxidantes

Elaboracion propia.

Antioxidantes Endogenos

Antioxidantes Enzimaticos. Los procesos redox celulares son generados por los
sistemas enzimadticos antioxidantes quienes metabolizan los radicales libres y se

encuentran:

Catalasa (CAT). Forma parte del sistema antin&idante, siendo sus funciones mis
importantes; catalitica y peroxidativa, ésta actia en presencia &e elevadas
concentraciones de H>O; transformédndolo a O, y agua. Se encuentra ampliamente
distribuido en el organismo humano, concentracitﬁs elevadas en higado y rifion, de
lo contrario, concentraciones bajas en epitelios y tejido conectivo y concentraciones
practicamente nulas en tejido nervioso. Dicha enzima se localiza a nivel celular en

peroxisomas, citosol y mitocondria (25,26)
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a. Superoxido dismutasa (SOD). Su princi[él accion es catalizar la dismutacion

del O2" (anién superdxido) a HyOs, el cual puede llegar a ser degradado también

por la catalaa o el glutation peroxidasa. Se distribuye ampliamente en el

organismo, y se encuentra diferenciado en cuatro isoformas (26).

SOD1 o SODCuZn. Estd conformado por homodimero de Cobre y Zinc,

situado en el espacio citoplasmatico intracelular (27).

SOD2 o SODMn. En su sitio activo contiene manganeso y se sitia en la

matriz mitocondrial (27).

SODFe. Estd compuesta por Hierro y se halla en las algas, en el espacio

periplasmadtico de bacterias como la Escherichia coli y vegetales (28).

SOD3 o ECSOD. Es la tltima isoforma recientemente caracterizada, quien
guia el proceso al espacio extracelular por medio de un péptido especifico.
Es un tetrdmero que esta constituido por zinc y cobre. No obstante, hasta el

momento no estd bien definido su papel en la fisiologia (29).

b. Glutation peroxidasa (GPx). Es una selenoproteina que %cstar en presencia

de un agente reductor quien es el glutatién reducido (GSH) cataliza la reduccién

de H>O; en agua y otros hidroperéxidos en alcohol. Se localiza en lisosomas

(células del sistema inmune) y en el citosol (eritrocitos). Dicha enzima posee 3

isoformas de GPx.

Forma celular (GPx-C) o Clasica. Se encuentra en todas las células y tiene
la afinidad de reducir el H2O; en agua e hidroperdxidos organicos libres en

alcohol.

Forma extracelular (GPx-P) o plasmitica. Se sintetiza en las células
proximales del rifion. Tiene afinidad para ambos sustratos; perdxido de

hidrogeno e hidroperéxidos.

Fosfolipido hidroperéxido (GPx-PH). Bl accion principal es la proteccion
contra la lipoperoxidacién por medio de la reduccién de dcidos grasos en las
membranas celulares. Ademas, evita la oxidacion de las lipoproteinas de baja

densidad (19).
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Antioxidantes No Enzimaticos. El sistema de antioxidantes no enzimaticos, abarca

un grupo de moléculas hidrofilicas como hidrofébicas que son capaces de capturar a

los RL, mediante la adicion de un electrén, con la finalidad de crear moléculas menos

letales para la célula.

Dicho grupo se subdivide en antioxidantes enddgenos, en el cual se va a encontrar:

el dcido lipoico, glutatién, dcido trico, cocﬁma Q. entre otros. Y, por otro lado. los

antioxidantes exdgenos quien integra la vitamina C, Vitamina E, Carotenoides,

Catequinas, flavonoides/isoflavonoides, entre otros. La funcién fisiolégica de dichos

antioxidantes no enzimdticos se muestra descritos en las Tablas 2 y 3.

Tabla 2. Funcién Fisiologica de los antioxidantes no enzimaticos endogenos

Antioxidantes endégenos

Funcién fisioldgica

Acido lipoico

Considerado antioxidante eficaz y
sustituto del glutation

Glutation

Posee grandes efectos como defensa
antioxidante.

Acido urico

Tiene capacidad antioxidante a nivel
cerebral.

Coenzima Q

Efectos de gran utilidad como
antioxidantes

Tomado de Guija Henry et al.(2023) (30)

Tabla 3. Funciéon Fisiologica y fuentes de antioxidantes no enzimaticos exégenos

Mecanismo de

Antioxidantes exégenos

accion

Fuentes

Potente

eliminador

de radicales y trabaja
junto con la vit. E Frutas y vegetales,

Vitamina C para

evitar la citricos, bayas,

oxidacion lipidica y pimiento verde.
el dafio oxidativo
sobre el ADN.

Capta
encontrados en la cereales, granos,

Vitamina E

los RL Frutas y vegetales,

membrana y evita la aceites vegetales,
lipoperoxidacion nueces
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L. R Mecanismo de
Antioxidantes exégenos ., Fuentes
accion

Tanto las vit.C y E se
encuentran

relacionadas, ya que
la vit.C actia

regenerando los
radicales  oxidados
de la vitE
Antioxidante de
lipidos. Zanahorias,
Carotenoides Capt}a los las batatas‘, vegetales
moléculas de de hojas oscuras,
oxigeno y radicales tomates, citricos
libres.
Previene el
envejecimiento  de
Catequina tcjid?s o y Algunas ‘semillas,
envejecimiento bayas y té verde.
prematuro de las
células.
Capacidad de Semillas
inactivar  radicales oleaginosas, frutas
Flavonoides/isoflavonoides libres y/o quelar y verduras,
metales tomates, bayas,
peroxidantes. pimientos, cebolla.

Antioxidantes empleados en la alimentacion
Antonio Torrez (2004) (31), Montse Vilaplana (2020) (32)

Para la conservacion de los alimentos en industria alimentaria, se emplean

antioxidantes de dos tipos: antioxidantes naturales y sintéticos.

Antioxidantes sintéticos. Estos antioxidantes estdn sujetos a normas estrictas de
seguridad y reglamentaciones. Los antioxidantes sintéticos mds relevantes
empleados en la alimentacién son el BHT (E 321), BHA (E 320), octilo (E311),
galato de propilo (E310), dodecilo (E 312), algunos heterociclicos nitrogenados y
ésteres del acido ascdrbico con acidos grasos. También incluye sales y dcidos
inorganicos como son el dcido ortofosférico (E-338) y ortofosfato de potasio (E-

340), sodio (E-339) o calcio (E-341) (33).
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a. 2-t-butil-4-metoxifenol, BHA (E 320): Se muestra la estructura quimica en la
Figura 5. Es un antioxidante hidrofébico muy estable térmicamente.
Generalmente se combina con otros antioxidantes como el BHT (E 321) ya que
al juntarse potencia su efecto. Existen investigaciones sobre su capacidad de
emitir los efectos carcind genos, potenciando o inhibiendo su accién en animales
de experimentacién. Esto puede estar relacionado en la salud humana con la
actividad sobre ciertas enzimas hepaticas que se encargan de la expulsion de
sustancias no deseadas al organismo como los xenobidticos y que activan o

destrozan a ciertos carcindgenos (33).

HaC
3
~o
HyC
HsC
CHs  OH

Figura 5. Estructura Quimica del 2-t-butil-4-metoxifenol

b. 2,6 di-t-butil-4-metilfenol, BHT (E 321): Se muestra la estructura quimica en
la Figura 6. Dicha sustancia no es mutagénica, pero al igual que el BHA, tiene
la capacidad de transformar la accién algunos carcinégenos. Ademds, segiin
investigaciones puede interferir en el metabolismo de la vitamina K puesto que,
se comprobé que produce lesiones hemorrdgicas en animales de

experimentacidn que son sensibles a la deficiencia de dicha vitamina (33).

CHy

HiC CHs
HyC CHy
CHy on HC

Figura 6. Estructura Quimica del 2,6 di-t-butil-4-metilfenol
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¢. Galatos: Son llamados ésteres de éci%élico con residuos de propilo (E 310),
dodecilo (E 312) y octilo (E 311), como se muestra en la Figura 7. No se
encuentran en la naturaleza vegetal y su desventaja es ser termosensibles por lo
que son poco ttiles para la proteccién de los alimentos que requieren de calor

durante su preparacion (33).

OH OH OH OH
HO\@/DH HO]Q\D(()H Ho\@,ou HO\EErou
e Ao o XX o S

Acido Galico Propil Galato Octil Galato Dodecil Galato

Figura 7. Estructuras Quimicas de los ésteres de acido galico

d. Compuestos heterociclicos: Sélo algunos compuestos heterociclicos son
anpleados en la alimentacién como por ejemplo la diludina o la etoxiquina, las
estructuras quimicas se muestran en la figura 8. Estos sirven para estabilizar
grasas y carotenos como también es empleado para algunas preparaciones

farmacéuticas (33).

”"Kf} %ﬂv
| ]

Etoxiquina Diludina

Figura 8. Estructuras Quimicas de Etoxiquina y Diludina

e. Derivados de acido ascérbico: Se caracteriza por estar presente en varias
fuentes naturales de la alimentacién, pero también se obtiene el dcido L-
ascorbico industrialmente por medio de reacciones quimicas y procesos

microbiolégicos (33).

A partir de este compuesto, se puede preparar el ascorbil acetato (E 304i), el ascorbil
palmitato (E 304ii) y el ascorbil estearato (E 304iii) que son empleados por su mayor

solubilidad en grasas.
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Figura 9. Estructuras Quimicas de Ascorbil Acetato, Ascorbil Palmitato y
Ascorbil Estearato

Antioxidantes naturales. En la actualidad, los antioxidantes naturales mantienen un
fuerte impacto beneficioso en la salud humana que cada dia se incrementa en el
mundo. Estos provienen de los alimentos como en cereales, semillas, frutas, verduras

entre otros (30).

3.1.12. Compuestos fenolicos
Los compuestos fendlicos, contribuyen a los compuestos mas prolificos de
metabdlicos secundarios, originados a partir del acido shikimico y el dcido
acetoacético. Dentro de estos compuestos fendlicos se encuentran los flavonoides,
unos pigmentos que también se conocen como bioflavonoides debido a que estdn
formados por la combinacién de mas de 3000 compuestos fendlicos distintos con una

estructura quimica parecida (34).

Actividad antioxidante de los compuestos fendlicos. Principalmente los
flavonoides se consideran como la claseée polifenoles mas abundante encontrados
en los alimentos y representa dos tercios de los fenoles consumidos en la dieta diaria.
También, los taninos son fuente antioxidante importante. Debido a que se encuentran
presente en una amplia variedad de alimentos de origen vegetal, los seres humanos

consumen compuestos fendlicos a diario, con un rango de consumo que va desde los
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25 mg hasta lg por dia dependiendo del tipo de dieta que se siga (frutas, vegetales,

granos, té, especias) (35).

Las frutas en general, contienen gran capacidad antioxidante debido a la una variedad
de flavonoides y dcidos fendlicos presentes. Dentro de los subgrupos principales en
berries y frutas se encuentran las antocianinas, proantocianidﬁs, flavonoles y
catequinas. Se ha demostrado que las uvas, por ejemplo, inhiben la oxidacion de las
lipoproteinas de baja densidad humanas (LDL) al igual que el vino. El extraao de
frutillas frescas ha mostrado ser cinco veces mds efectivo como antioxidante que el
trolox en un sistema artificial que genera peroxilo. Por otro lado, los extractos de
corintos rojos y negros, blackberries, blueberries, frambuesas rojas y negras tienen
una potente capacidad como captadores de radicales superéxidos. Ademas, los
dcidos hidroxindmicos presentes comtinmente en las frutas han demostrado ser

efectivos en la inhibicion de la oxidacion de las LDL in vitro (36).
Los extractos crudos de frutas, semillas, hierbas, verduras, cereales y otros materiales

vegetales enriquecidos en fcnola y otros componentes antioxidantes, tltimamente
son cada vez mds apreciados en la industria alimentaria por su capacidad para
retarclaaa degradacion oxidativa de los lipidos aumentar el valor nutricional y la
mejora de E alimentos. La presencia de antioxidantes en estos materiales vegetales
es crucial para la salud y la prevencién de enfermedades como la comnara y el
cincer, lo que ha despertado el interés tanto de los fabricantes como de los
consumidores de alimentos. La tendencia actual se centra en la elaboracién de

alimentos con beneficios especificos para la salud (34).

Biosintesis de los compuestos fendlicos. Los cloroplastos son los orgédnulos
celulares de las células eucariotas que permiten a los organismos autétrofos llevar a
cabo la fotosintesis. En este proceso, la luz solar se absorbe para producir energia
almacenada en moléculas como ATP y NADPH. Se utiliza diéxido de carbono (CO2)
para obtener gliceraldehido-3-fosfato, un importante intermediario en la glucélisis y
gluconeogénesis. Este compuesto puede almacenarse en moléculas de carbohidratos

o sacarosa o almidon, las cuales pueden degradarse en caso de necesidad a través
de la glucolisis o la ruta de las pentosas-fosfato, obteniendo moléculas mds simples

que las plantas utilizan para sintetizar sus metabolitos primarios y secundarios. Entre
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estos, se incluyen los compuestos fendlicos (PC), cuya biosintesis sigue

principalmente dos rutas (37).

e La ruta del dcido shikimico es activada por factores externos como el pH, la
temperatura y la naturaleza del suelo en la que se encuentra la planta. Consta de
siete pasos, comenzando con la condensacidn aldélica del dcido fosfoenolpirivico
(PEP) que inicia el metabolismo glucolitico. Esta ruta da origen a una serie de
aminodcidos que son precursores de compuestos fendlicos. Estos precursores de
moléculas aromaticas son utilizados por bacterias, hongos y plantas, pero no por
animales. La ruta conecta los productos del metabolismo primario con los del
metabolismo secundario, siendo la fenilalanina uno de los principales productos
de esta via, de la cual se derivan numerosos fenoles.

¢ Larutadel acetato/malonato es una fuente de fenoles en hongos y algunas plantas,
aunque esta 1iltima presenta una menor presencia que la ruta del dcido shikimico.
Los sustratos principales para esta ruta son el Acetil-CoA y el Malonil-CoA, los
cuales se unen y luego experimentan reacciones de Reduccion o Ciclacién para

producir diversos compuestos fendlicos (37).

La diversidad de compuestos fendlicos existentes surge de la combinacién de las dos
rutas descritas, junto con otras de menor importancia. Las relaciones entre las
distintas rutas metabdlicas que se producen en las ;Has y organismos flingicos, asi
como los productos derivados de las mismas. Los cloroplastos de las células
vegetales realizan el Ciclo de Calvin para integrar el diéxido de carbono y obtener
gliceraldehido-3-fosfato. A partir de la degradacién de moléculas de almidén o
sacarosa, se acumula gliceéaldehfclo que se convierte en moléculas intermedias mas
simples, participando en las rutas del dcido shikimico y del acetato/malato. Estos
intermediarios, como el malonil-CoA o los precursores de fenilpropanoles
(fenilalanina, dcido cumadrico), reaccionan para dar lugar a compuestos fenélicos

como taninos, flavonoides y otros fenoles simples.
3.1.13. Clasificacién de los compuestos fenélicos

Los compuestos fenolicos son muy diversos en cuanto a su estructura, ya que se han
aislado alrededor de 8.000 especies quimicamente. Estas van desde simples
estructuras moleculares hasta largas cadenas polimerizadas. Debido a la gran

cantidad de compuestos fenélicos conocidos y su importancia en campos como la
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salud, ha surgido la necesidad de clasificarlos segtin diferentes criterios, dada su

heterogeneidad.

e Segin su cadena carbonada, la forma mds comin dalasificar las sustancias
fenolicas es dividirlas en dieciséis grupos principales. Los compuestos fenélicos
mds importantes en la dieta humana son los flavonoides, que a su vez se
subdividen en trece grupos adicionales como flavonoles, flavanoles, flavones,
isoflavones y antocianinas. Estos representan la mayoria de las especies fenélicas
conocidas, con casi 6.000 de las 8.000 identificadas. A nivel estructural, son
moléculas de peso molecular reducido con %cdcdor de quince dtomos de carbono
que forman una estructura C6-C3-C6 con dos anillos aromdticos (A y B) unidos
por un anillo heterociclico (C). La diversidad de estos compuestos se debe
principalmente al grado de saturacion de los anillos aromdticos y a los
sustituyentes presentes. Por lo general, se encuentran almacenados en estructuras
glucosidicas debido a su inestabilidad e stado libre (36.38).

¢ Segtin su distribucién enﬁl naturaleza, los compuestos fendlicos pueden dividirse
en dos grupos: aquellos que se encuentran ampliamente distribuidos en el medio
natural y aquellos cuya distribucién es limitada. También existe un tercer grupo
que incluye compuestos fendlicos presentes en especies poliméricas como los
taninos y las ligninas (36,38).

¢ Segiin lalocalizacién de estos compuestos en la planta, pueden formar parte de la
fraccion soluble del contenido celular o de las paredes celulares.

¢ Por idltimo, segin su solubilidad, la estructura quimica determina cémo se
relacionan con su entorno. Se distingue entre compuestos fendlicos solubles e
insolubles. Ejemplos de compuestos solubles son fenoles simples, flavonoides y
taninos de bajo peso molecular. Por otro lado, ejemplos de compuestos fendlicos
insolubles son aquellos constituidos principalmente por taninos condensados o
compuestos unidos a polisacaridos o proteinas que forman complejos

estabilizados a nivel macroscopico (39).
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Figura 10. Clasificacion de compuestos fendlicos

Puma Yessica 2023 (36).
3.1.14. Método de Folin - Ciocalteu

El presente método se usa para cuantificar el contenido de compuestos fendlicos
(cuantitativo) presentes en diversos materiales vegaativos. El reactivo de Folin-
Ciocalteu quien tiene un pH alcalino y se fundamente en la reaccion de dicho reactivo
con los compuestos fendlicos, al crearse esto, da lugar a una coﬂacién azul
(cualitativo) que puede ser medido en el espectrofotémetro a 765 nm. El reactivo de
Folin- Ciocalteu es la combinacién de wolframato sédico y molibdato sédico en
dcido fosférico, los cuales reaccionan coréos compuestos fendlicos. El dcido

fosfomolibdotiingstico, de color amarillo y compuesto por dos sales en un medio
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dcido, se reduce por los grupos fenélicos y adquiere un intenso color azul como se

muestra en la figura 11, el cual se mide para determinar el contenido de fenoles (38).

OH 0
1L
i — .
N ~
Reactivo de Folin (W¢*, Mo%*) Reactivo de Folin reducido (W*%*, Mo®*)
Color amarille Color azul

Figura 11. Principio quimico del método de Folin-Ciocalteu

Laura Diez 2018 (39)

Esta es una reaccién redox que también se utiliza coao indicador de la actividad
antioxidante. La intensidad de color azul va a depender de la oxidacion de los fenoles
presentes en una muestra a investigar. Este método, que se basa en un modelo de
dcido gdlico y se cuantifica mediante espectrometria, se consﬁra preciso y sensible.
La precision y sensibilidad pueden variar segtin el volumen de la muestra utilizado,

la concentracion de reactivos y el tiempo de reaccion (39).
7
3.1.15. Determinacion de Actividad antioxidante

Método electroquimico CUPRAC. El método CUPRAC es una variante del FRAP
que utiliza cobre en lugar de hierro. El potencial redox del Cu2+i’Cu+a.l7 V) es mds
bajo que el del Fe**'Fe* (0.77 V), lo que resulta en reacciones mds selectivas.
Azucares y acidos citricos, que pueden inﬁferir en el ensayo FRAP, no se oxidan
en el ensayo CUPRAC. Sin embargo, para potenciales redox bajos, se incrementa el
ciclo redox, lo que hace que la reduccién del Cu> pueda ser un indicador atin mds

sensible del potencial antioxidante de los antioxidantes (35).

El ensayo CUPRAC es un método colorimétrico en el que se observan cambios en
la absorcién del complejo azul de Neocuproina (Nc) de Cu’* cuando se reduce al
complejo amarillo de Nc de Cu™ en presencia de un antioxidante como se muestra en
la imagen 12, con una absorbancia maxima a 4S%n. El ion Cu®*, al ser oxidante,
mide la oxidacién de los compuestos fendlicos. La cantidad de antioxidantes en la
muestra se expresa en equivalentes de Trolox o dcido ascorbico mediante la

calibracién de la curva utilizando concentraciones conocidas de dichos patrones (38).
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Figura 12. Principio quimico del método de CUPRAC

Paula Estévez 2019 (40)

Este método tiene ventajas sobre otros mecanismos SET, como su simplicidad,
linealidad en un amplio rango de concentraciones, y la capacidad de determinar
antioxidantes hidrdéfilos y lipéfilos ya que el croméforo utilizado es soluble en agua

y en lipidos, con un pH éptimo de trabajo cercano al fisiolégico (31).

Método electroquimico DPPH. El método presentado por Blois (1958) demostrd
por primera vez que, de una molécula de cisteina, el radical DPPH acepta un dtomo
de hidrogeno (H*), demostrando asi su capacidad del radical libre DPPH. Es también
conocido como 2 2-difenil-1-picril-hidrazilo, quien es estable debido a la
distribucién de un electrén no emparejado en toda la molécula y presenta una
coloracion violeta que en presencia de antioxidantes progresivamente va
decolordandose a arillo. Esta decoloracidon sera capaz de ser leida por el
espectrofotémetro a 517 nm. Cuando el DPPH reacci()lﬁ‘on un sustrato antioxidante
capaz de donar un dtomo de hidrogeno, se produce la reaccion, c%o se muestra en
la figura 4. Aunque existen modificaciones al método original, la mayoria de los
estudios se basan en un tiempo de reaccién de 20-30 minutos en lugar de los 120

minutos necesarios para alcanzar el estado estacionario y completar la reaccién redox

(34).
e " O
ODNQ?N_N + AH —= D:’-Qih_u v K
- O . O

1.1-difenil-2-picrilhidrazilo (radical libre)  1.1-difenil-2-picrilhidrazilo (no radical))
Morado Amarillo
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Figura 13. Principio quimico del método DPPH
Escaracena Maritza 2022 (38)

Los resultados del ensayo DPPH han sido presentados de diversas formas. Algunos
estudios presentan los resultados en términos de IC50, que venclr’éa ser la
concentracion media que inhibe una actividad biolégica, es decir, la cantidad
necesaria de un antioxidante para disminuir la concentracion de radicales que genera

PPH a la mitad. Este valor se determina Ezando el 9l (porcentaje inhibitorio)
en funcidn de la concentracion de la muestra. Para extractos de plantas o compuestos

puros, el valor de IC50 varia segiin la concentracion final de DPPH utilizada. (38).

Asi mismo, la actividad antioxidante se expresa como TEAC: actividad antioxidante
equivalente a Trolox o también equivalente al acido ascdrbico (como antioxidantes
de referencia). En ella se muestra relacion entre la actividad antioxidante de la

muestra y la del Trolox o acido ascdrbico.

3.1.16. Espectrofotometria

Es una técnica analitica en la que se utiliza un instrumento para analizar compuestos
quimicos cualitativo y a su vez cuantitativamente ehla que se obtendrd la
concentracion de un patrén o muestra en una solucién. Se basa en la medicién&
diversas moléculas con la capacidad de absorber radiaciones electromagnéticas en
funcién de una longitud deﬁda, en cual la concentracién del compuesto serd
directamente proporcional a la cantidad de luz que absorbe la materia. Para trabajar
con estas mediciones, se debe seleccionar una longitud de onda, clﬂal indica la luz
que pasa por la solucién y en consecuencia dard como resultado la medicién de la

cantidad de luz absorbida o la transmision de la muestra.
Los espectrofotémetros son instrumentos que constan de los siguientes elementos:

¢ Lampara de deuterio y tungsteno, quien actia como fuente de energia radiante
(41).

e Dispositivo Optico: monocromador que permite la seleccién y aislamiento de
radiaciones de una longitud de onda especifica, utilizando filtros, redes de
difraccién o prismas, es decir que la longitud de onda solo pasara por él (41).

¢ Cubetas de cuarzo, vidrio o pldstico, quienes encajan en un compartimento donde

se coloca una muestra a investigar. Para mediciones en UV, es necesario utilizar
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cubetas de silice fundido o cuarzo, ya que el vidrio no transmite radiacién UV
(41).

¢ Amplificador y detector de luz que transforma las sefiales de luz en sefiales
eléctricas (41).

¢ Un registrador o sistema de lectura de datos para analizar los resultados obtenidos
(41).

En términos operativos, el proceso principalmente comienza con la seleccion de la
fuente de luz y la longitud de onda especifica para la mediciéon. Existen
espectrofotémetros modernos que solo trabajan con un solo haz, es decir una sola
celda para la muestra y espectrofotémetros no tan recientes que trabajan a doble haz,

es decir con dos celdas; en este caso, se utilizard uno de un solo haz.

Se empieza midiendo la absorbancia de la muestra de referencia que no contiene el
analito de interés llamado blanco o muestra control, al cual se le determina un valor
de cero ajustando para igualar la int&ﬂidad incidente y transmitida (Io = It),
resultando en una absorbancia de cero. Luego, se coloca la muestra en la celda y se

registra su absorbancia (42).

32. Revisién de antecedentes investigativos

En el articulo titulado “Estudio comparativo de los compuestos fitoquimicos y la
actividad antioxidante entre la cdscara fresca y deshidratada del Cucumis melo L.
(Melon)” publicadﬁn el afio 2022 por Ricardo Veldsquez Carbo y Edison Zambrano
Zamora, comparan las propiedades fotoquimicas y la capacidad antioxidante presentes
en la cascara fresca y deshidratada del Cucumis melo L. (melén), mediante el analisis
experimental en cdscara seca y literatura cientifica de referencia enfocada al estudio
de la ciscara fresca. Para realizar la expcricntacién, se deshidraté por estufa a 60°C
(48 horas) la muestra a analizar, luego se realizaron los estudios fitoquimicos y
fisicoquimicos a la muestra deshidratada obteniendo para grasas totales, cenizas,
proteinas y Hlmedad valores de 2.33%, 1546%, 11.04%,y 18.70% respectivamente,
obteniendo valores satisfactorios con respecto a los analisis proximales realizados por
otros estudios en corteza fresca, ademads, en el ensayo de la capacidad antioxidante por
el método DPPH se obtuvo para cascara deshidratada, 54,819 mg/g MS y para el
andlisis de polifenoles y flavonoides totales se obtuvieron concentraciones de 26,813

mg PE/g y 52,221 mg QE/g, respectivamente, denotando resultados favorables a
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comparacién de literaturas cientificas realizadas en ensayos fitoquimicos que
arrojaron valores de 12,27mg AAE/g para capacidad antioxidante, 25.48mg GAE/g
para polifenoles, y 15,19mg CE/g para flavonoides totales en cascara fresca de
melones cantalupo, demostrando que la cdscara deshidratada de meldn ecuatoriano
presenta valores significativos favorables con respecto a otros estudios, ademds de
evidenciar que los subproductos del mel6én poseen fitonutrientes que potencialmente
beneficiarian a la salud y bienestar de las personas, pudiendo ser un medio

aprovechable para su aplicacion en la industria farmacéutica y alimentaria (44).

En el trabajo de grado titulado “Caracterizacion de variedades cucurbitdceas para la
obtencion de compuestos antioxidantes a través de ultrasonido y pretratamienas”
publicado en el afio 2019 por Daniel Castillo y Johan Moreno, realizaron una
extraccion convencional utilizando solvente (agua) y compararon con una forma de
extraccion asistida por ultrasonido, luego las muestras también se sometieron a dos
distintos tipos de pretratamiento; liofilizacion y Calgelaci('m por nitrogeno liquido
(muestras frescas), teniendo como resultado que extracto de la semilla Caribbean
liofilizado extraido por el ultrasonido obtuvo los valores mds altos de capacidad
antioxidante en polifenoles 47,61+2,64 mg Acido gdlico/100 g y un contenido de
vitamina C de 65,57+2,16 mg acido ascdrbico/ 100 g, para los ensayos FRAP y DPPH
los extractos con mds capacidad antioxidante fueron la pulpa Cantalupo extraccién
convencional-liofilizada (C+L) 252443495 umol TE/100 g y corteza Cantalupo
extraccién convencional-liofilizada (C+L) 21696 =+ 559 pmol TE/100 g
respectivamente, se concluyé que la extraccién por ultrasonido acompaiiada por el
pretratamiento de liofilizacion genera rendimientos hasta del 76% con respecto a la
extraccion convencional, en antioxidantes como Vitamina C y polifenoles, pero en
pruebas como DPPH y FRAP el efecto de la liofilizacion tiene mejores resultados en

la extraccion convencional. (45)

Enel aniculnﬁitulado “Composicion fitoquimica y antioxidante in vitro. Actividad de
las semillas de Meloén Dorado (Cucumis melo L.) para aplicaciones de alimentos
funcionales” publicado en el afio 2019 por Ibidapo Olubunmi, Alagbe Olajumoke.
Awogbemi Bamidele y Fatunmibi Omolara, Realizaron el al&lisis fitoquimico de los
extractos de semillas de melén dorado, en el que revel6 la presencia de algunos
metabolitos secundarios como al ides, fenolicos, esteroides, flavonoides,

terpenoides y cardiacos glucdsidos. El contenido fendlico total del extracto fue de
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29,39 mg/100 g, el contenido total de flavonoides fue de 20,67 mg/100 g. Se observé

que la capacidad de recoleccion de residuos aumentaba en proporcion a la
concentracion para todos los ensayos de eliminacién y en la concentracion mas alta de
100 pg/ml. El ensayo de capacidad antioxidante total m&;tr(’) 1944 mg por 100 g. La
capacidad en los extractos de semillas puede atribuirse a la prcscnﬁl de compuestos
fendlicos y flavonoides en el extracto. La actividad eliminadora de radicales libres
DPPH de 100 p g/ml de extracto de Cucumis melo fue 75,20% + 0,72 mientras que el
estandar de referencia (dcido ascérbico) fue 83,24 % +0.,31. La capacidad de inhibicién
de 100 pg/ml de extracto de Cucumis melo fue 87,18% + 0,16, mjentras que el
estandar (ascorbico dcido) fue 94 96% + 0,16 a 1a misma concentracién. Los resultados
obtenidos de este estudio mostraron que la capacidad del extracto para eliminar el
6xido nitrico fue de 80,50% +0,63, mientras que el antioxidante estandar fue 85.94%

+0.54 (46).
En el articulo titulado “Estudio de la capacidad antioxidante en semillas de sandia

(Citrullus Lanatus) de 3 especies diferentes (Crimson sweet, Royal charleston y
Peacock improved), producidas en el Ecuador.” PublicadOﬁn el afio 2022 por Jerry
Correa Rosado y Ingrid Ontaneda Bajafia, determinaron la actividad antioxidante
utilizando una técnica de extraccion alcohdlica en semillas de 3 especies de sandias de
mayor produccién en el Ecuador, los resultados para las 3 especies de semillas de
sandia fueron; fenoles totalﬁ con 8,66033 mg/L para la especie Crimson sweet se
obteniendo el mayor valor, para compuestos flavondlicos se obtuvo el mayor yalor
para la especie Crimson sweet de 0,49333 mg/mL, para el caso del mpetodo DPPH
que estd relacionado con la concentracion de fenoles y flavonoides se obtuvo un valor
mayor para la especie Crimson sweet de 77,3253 um, las mismas que si presentan
diferencias significativas segtin el andlisis ANOV A que nosotros consultamos, ya que

el pes menor a 0.05 (47).

En el articulo titulado “Determinacion de polifenoles totales y actividad antioxidante

del extracto metanélico de la cascara de sandia (Citrullus lanatus) variedad Charleston
Grey” publicado en el afo 2019 por Carla Gonzaby Cuadrado y Cindy Lindao
Eararatm determinaron los polifenoles totales en extractos metandlicos preparados de
cdscara de sandia (Citrullus lanatus) variedad Charleston Grﬁ y su actividad
antioxidante, se midio el contenido de polifenoles totales presentes mediante el ensayo

Folin- Ciocalteu, la actividad antioxidante fue analizada utilizando el método de
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DPPH (2.2-difenil-1-picrilhidrazilo), posteriormente los resultados del estudio
mostraron que la cdscara de la fruta C. lanatus variedad Charleston Grey contiene una
concentracion promedio de polifenoles totales de 21,118 mg EAG/g y en su actividad
antioxidante se obtuvo una capacidad de captacion de radicales libres (% DPPH)

promedio de 92,12% (48).

4. HIPOTESIS

Debido a que se encuentran escasas investigaciones en la bibliografia acerca del potencial

ﬁtioxidante de las semillas de melén (Cucumis melo L.) es posible que la determinacion
del contenido de compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante en dos variedades de
semillas de Cucumis melo L., gnarden relacion y sean aprovechadas a favor y a beneficio

de la salud.
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CAPITULO II:
PLANTEAMIENTO OPERACIONAL
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1.

INTRUMENTOS Y MATERIALES DE VERIFICACION

1.1.

Materiales

Materiales de Laboratorio

Morteros

Soporte universal

Pinzas para soporte universal
Matraz Erlenmeyer

Beakers 50 ML, 200 mL,
Lunas de reloj

Baguetas

Embudos

Pipetas de 10 mL y 5 mL
Propipetas

Espatula

Tubos Falcon de 15 mL
Tubos de ensayo de 15 mL
Gradilla

Probeta de 250 ML

Pinzas

Fiolas de 10, 25,50 y 100 mL
Micropipeta de 150 uL
Celda de cuarzo para espectrofotometro (Thermo Electron)
Puntas para micropipeta
Desecador de vidrio

Frascos de vidrio dmbar con tapén y tapa rosca

Equipos de Laboratorio

Estufa MEMMERT, tipo UM10D.220 voltios rango D
Sonicador JP selecta

Balanza analitica modelo Kern & Sohn

Centrifuga (IEC Centra CL2)

Destilador de agua GFL 2004

33




e Espectrofotémetro UV-visible Thermoscientific (Genesys 50)
Reactivos

e Alcohol metilico (J.T Baker)

. arbonato de sodio anhidrido p.a (Merck)
e Reactivo de Folin-Ciocalteu (Merck)
e Acido Gilico (Sigma-Aldrich)

e Acetato de amonio (Duksan)

e Neucoproina (Sigma- Aldrich)

e Cloruro de cobre (Honeywell)

e Acido Ascérbico

e Reactivo DPPH (Sigma- Aldrich)

e Trolox (Sigma-Aldrich)

e Agua destilada

e FEtanol 96°

2. CAMPO DE VERIFICACION
2.1. Lugar de estudio
El presente trabajo de investigacion se desarrollé en el pabellon H en el laboratorio 103
de las instalaciones de la Universidad Catélica de Santa Maria de la ciudad de Arequipa

— Perti

2.2. Poblacién y muestra
2.2.1. Poblacién

La materia en estudio, correspondié a un tﬁ de 0.6 Kg de semillas de melon;
Cantalupo y Honeydew, de frutas expendidas en el mercado San Camilo en la ciudad
de Arequipa. Estas semillas se extrajeron, se limpiaron y se le dio el siguiente

tratamiento:

e Las semillas se guardaron en distintos recipientes protegidos de la luz y de la

exposicion al oxigeno para que, posteriormente se trasladaran al laboratorio.

e En el laboratorio se ingresaron las semillas de ambas variedades de melén a la

estufa a desecar a una temperatura maxima de 40°-50°C por 3 horas.
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2.2.2. Muestra

Por cada variedad de semillas melén, se tomaron 10 g para la obtencién de los

extractos.

3. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

3.1. Obtencién de extractos por técnica de ultrasonido

Se pesd 10 g de semillas de cada variedad de meldn y se afiadié cada uno en un matraz

Erlenmeyer. Se agregé 20 mL de metanol al 70% y se dejé macerar por 24 horas.

Posteriormente, se realizé la extraccion asistida por ultrasonido por 30 min, el proceso
se realizo dos veces, recogiendo el sobrenadante de ambos procesos en frascos de vidrio
dmbar con tapoén y tapa rosca, procurando proteger en todo momento de la luz y el

oxigeno.

Luego, los extractos obtenidos se vaciaron en tubos Falcén y seﬁnetieron a
centrifugacion a 3000 rpm por 10 minutos. Se recogio el soprenadante y se almacend
en frascos de vidrio dmbar con tapén y tapa rosca. Luego, en una fiola de 25 mL se

agregd 15 mL de extracto para cada variedad y se complet6 con metanol de 70%. (48).

3.2. Determinacion de polifenoles totales por método Folin-Ciocalteu
3.2.1. Preparacion de soluciones

. aulucién de carbonato de sodio 7.5% (w/v): Se prepar6 7.5 gde Na:COs, llevado
a un volumen de 100 mL, fiola fue enrazada con agua destilada (49).

¢ Solucion de Folin - Ciocalteu 10%: Se colocé 10 mL de reactivo de F-C a una
fiola de 100 mL y se enrasd con agua destilada (49).

. olucién stock de acido galico (GA) 1000 ug/mL: Se disolvi6 0.100 g de GA en
agua destilada llevada a un fiola 100 mL, (49)

3.2.2. Preparacion de la curva de calibracion
De la solucion stock p&parada de dcido galico (GA), se disponen de 5 diluciones de
las cuales se asigné concentraciones de 10, 20, 30, 40 y 50 pg/mL. De dichas
diluciones, se tomaron diferentes alicuotas conteniendo 1, 2, 3, 4 y 5 mL

respectivamente y se llevaron a fiolas de 100 mL aforadas con agua destilada y

homogeneizadas protegidas de la luz.
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Luego, se transfirié 1 mL de cada dilucién prcparada&c dcido gilico preparado, a
distintos tubos correspondientes en los que se le afiadié 5 mL de la solucién de Folin-
Ciocalteu 10%. Enseguida, se agregé 4 mL de la solucion de Carbonato de Sodio 7.5
%0, asi mismo, se preparé el blanco el cual tuvo los mismos reactivos a excepcion de
la solucion stock acido gilico (GA), asi como se resume en la tabla 4. Una vez
aeparado, se taparon los tubos y se agitaron, después se almacenaron durante 1 hora
en un ambiente oscuro. Pasado dicho tiempo, se procedi6 a anotar la absorbancia
dada por el espectrofotémetro UV-visible a 765 nandmetros (nm). El ensayo se

realizé por triplicado (50).

Tabla 4. Preparacion de la curva de calibracion por métode Folin—Ciocalteu

standares .. Folin - Carbonato
N° Ebt.:ll:;jr:cr:;tracién Sol:(cjm(l:“:itf))ck Ciocalteu 10% de sodio
(pg/mL) g (mL) 7.5% (mL)
1 10 1 5 4
2 20 1 5 4
3 30 1 5 4
4 40 1 5 4
5 50 | 5 4
Blanco - - 5 4

Fuente: elaboracion propia, 2024.

3.2.3. Preparacion de muestras metandlicas

Para determinar el contenido de compuesﬁq fendlicos totales en los extractos
metandlicos de semillas de meldn, se realizé el rﬁimo procedimiento, pero en lugar
de adicionar la solucién stock (GA) se aﬁciona el extracto obtenido de la muestra.
Se tom6 1 mL de extracto de semillas de cada variedad, se adiciond 5 mL de la
solucion preparada del reactivo de Folin-Ciocalteu, por ultimo, se afiadié 4 mL de
carbonato de sodio. Se tapd y se dejé en reposo pobl hora en un ambiente oscuro.
Transcurrido el tiempo, se procedid a medir la absorbancia a 765 nm en

espectrofotometro UV-visible. El ensayo se realizé por triplicado.

3.3. Determinacién de capacidad antioxidante por método de CUPRAC

3.3.1. Preparacién de soluciones

e Acetato (&Amonio. Solucién Buffer 1M a pH 7: Pesar 7.708 g de acetato de

amonio y se llevo a una fiola de 100 mL enrasado con agua destilada.
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¢ Neocuproina solucién 7.5 x10-* M. Se pesé 0.1520 g de neucoproina y se llevé a

una fiola de 100 mL enrasado con Etanol 96°

¢ Cloruro de Cobre Dihidratado. Solucién 1,2 102 M: se pes6 0.2046 g y se llevo

a una fiola de 100 mL enrasado con agua destilada.

¢ Solucién stock, dcido ascérbico (AA) 2.0 x10* M. Se pes6 0.88 mg de dcido
ascdrbico y se llevé a una fiola de 25 mL enrasado con Etanol 96°.
3.3.2. Preparacion de curva de calibracion
Se prepard una solucién stock de Edo ascorbico 2.0x10* y se realizaron 5
disolﬁiones con las concentraciones: 10 M, 20 M, 40 M, 60 M, 80 uM. Para
ello, se dispuso de 5 tubos a los cuales se le afiadi6 a cada uno las siguientes

cantidades en el orden a nombrar:

1 mL de buffer acetato de amonio, 1 m]nde neocuproina, I mL de Cloruro de Cobre,
0.25 mbO.S mL, 1 mL, 1.5 mL,2 mL de la solucion stock de écid()ﬁcérbico y por
tltimo se completé con agua destilada hasta lograr un volumende 5 mL (2 mL, 1.75
mL, .5 mL, I mL, 0.5 mL respectivamente), a excepcion del tubo nimero 5. Se

pard el blanco el cual tuvo los mismos reactivos a excepcion de la solucidn stock

de acido ascorbico como se resume en la tabla 5.

Enseguida, fueron tapadas, agitadas rigurosamente y dejadas en reposo a T® aml&'entc
por el transcurso de 30 min en total oscuridad, posteriormente fueron leidas a una

longitud de onde de 450 nm en el espectrofotometro. El ensayo se hizo por triplicado.

Tabla 5. a'eparacién de curva de calibracion por método CUPRAC

Estandares Buffer , Cloruro  Solucién Agua
acetato de Neocuproina de cobre stock AA destilada

Concentra  amonio (mL) (mL) (mL) (mL)

N°  cién (uM) (mL)

X 0 " 1 1 025 175

5 20 ) 1 1 0.50 150

5 20 | 1 1 200 0.00
Blanco - 1 1 I . 200

Fuente: elaboracion propia, 2024.
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3.3.3. Preparacion de soluciones metandlicas

hizo el mismo procedimiento, donde en lugar de adicionar la solucién stock de
acido ascorbico se utiliza el extracto metandlico de la muestra, utiliza%l mL del
extracto de semillas de cada variedad y agregando en este caso 1 mL de agua
destilada. Se cerrd, se agitd y se almacené a temperatura ambiente y en oscuridad
por 30 minutos. Luego fueron leidas en el espectrofotémetro a 450 nm. El ensayo se

hizo por triplicado.

E
3.4. Determinacion de capacidad antioxidante por método de DPPH

34.1. Preparacion de soluciones

3
e 22-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) 1x10* M. Se pesé6 3.9 mg del radical DPPH

y se llevé a una fiola de 100 mL y se enrasé con metanol al 80%. Se agité hasta

obtener una buena disolucion.

¢ Solucion Stock, Trolox (ﬁaidroxi-Z, 5, 7, 8- tetrametilchroman-2-icido

carboxilico) (TE) 8x10 M. Se peso 10 mg de trolox y se llevé a una fiola de SO

mL y se enrasd con metanol al 80% (80:20 v/v).

342. Preparacion curva de calibracion

A partir de la solucién stock de Trolox, se prepararon 5 diluciones con las
concentraciones de: 100 pM, 200 uM, 400 uM, 500 uM, 600 uM. De dichas

iluciones, se tomaron alicuotas de 1.25, 2.5, 5,6.25 y 7.5 mL respectivamente y
fueron llevadas a fiolas de 10 mL y aforadas con metanol 80% y homogeneizadas

protegidas de la luz.

Se tomd 5 tubos y con una nﬁcropipcta&transﬁrié 100 pL de cada disolucién de
Trolox a cada uno y se agregdé 2.9 mL de 22-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH). Se
agregd 2 mL de metanol 80 % completando a un volumen de 5 mL en cada tubo. Asi
mismo se preparé el banco el cual tuvo los mismos reactivos a excepcién de la
solucién stock Trolox como se muestra en la tabla 6. Se taparon los tubos y se
mezclaron rigurosamente, luego permanecieron en reposo duranteéo min.
Protegidos de la luz y aun temperatura ambiente. Transcurrido dicho tiempo se
procedié a medir las absorbancias en el espectrofotometro a 517 nm. El ensayo se

realizd por triplicado.
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Tabla 6. Estandar de solucion del extracto metanolico DPPH

Estandares _ Solucién DPPH Metanol
Ne Concentracién Stock (mL) 80% (mL)
(M) Trolox (uL)

1 100 100 29 2
2 200 100 29 2
3 400 100 29 2
4 500 100 29 2
5 600 100 29 2
Blanco - - 2.9 2

Elaboracion propia,2024.
3.4.3. Preparacion de muestras metanélicas

Se hizg el mismo procedimiento, donde en lugar de adicionar solucién stock de
Trolox se utiliza el extracto de la muestra de s&nillas, utilizando 100 xL del extracto
metandlico puro de cada variedad. Se cerrd, se agito y se almaceéé en oscuridad a
temperatura ambiente por 30 minutos. Luego fueron sometidas al espectrofotometro

contra un blanco a 517 nm. El ensayo se hizo por triplicado.
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CAPITULO III:
RESULTADOS Y DISCUSION
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1.

B

RECOLECCION DE LA MUESTRA

Se recolecté 0.6 Kg de semillas dﬁCucumfs melo L. de la variedad Honeydew y
Caﬁalupo, obtenidas el mes de enero en el mercado San Camilo en la ciudad de Arequipa.

limpi6 de impurezas y se almacend en la refrigeradora a 2°C hasta su estudio posterior.
Se observé que ambas muestras presentan caracteristicas diferentes en cuento a su color,
forma y tamaifio; siendo las semillas de melén Honeydew de color blanco cremoso y en
su interior verde pdlido, con una forma ovalada y pequefias. Mientras que, las semillas
del melon Cantalupo son de c%r naranja, con una forma mas ovalada y alargada que las

semillas de melén Honeydew como se muestra en la figura 14.

Semillas de melon Semillas de melon

Honeydew Cantalupo

Figura 14. Semillas de melén Honeydew y Cantalupo
DETERMINACION DE CONTENIDO DE COMPUESTOS FENOLICOS

Para la determinacion de (CFT) compuestos fendlicos totales, se empled el método
espectrofotométrico Folin—Ciocalteu. Siguiendo el procedimiento detallado en el capitulo
II de planteamiento operacional, en el apartado 3.2, en laé'lgura 15, se observa los
resultados cualitativos del método Folin-Ciocalteu de la preparacion de soluciones
aténdar de Acido Gilico (GA) antes de ser leidos en el espectrofotémetro UV-Visible

para la construccién de la curva de calibracidn.
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Fuente: Elaboracion propia, 2024.

Figura 15. Soluciones estandar de dcido galico (GA)

Se obtuvo la grifica de la curva de calibracion cuyos resultados de absorbancia segiin la
aﬁncemracién se plasman en la tabla 7. Se dispuso 5 estindares que correspondian a las
concentraciones de 10, 20, 30, 40 y 50 pg/mL cuyas absorbancias fueron leidas en el
espectrofotometro UV-Visible a 765 nanémetro (nm) de longitud de onda, realizando el

experimento por triplicado.

Tabla 7. Absorbancias por método Folin—Ciocalteu

Absorbancias a 765 Absorbancia

N°de Concentracion DE %CV

esténdar (ppm) nm promedio
1 2 3
1 10 0.111 0.100 0.100 0.104 0006 6.12
2 20 0271 0.223 0.211 0.235 0032 13.51
3 30 0342 033 0.336 0.336 0.006 1.79
4 40 0492 0456 0456 0.468 0021 444
5 50 0574 0.548 0.544 0.555 0016 293

Nota. DE: Desviacién estandar. CV: coeficiente de variabilidad.

Fuente: elaboracion propia,2024.

Con los resultados de la tabla 7, se obtuviermﬁos pardmetros para la construccion de la
curva de calibracién y obtencion del modelo a partir de un analisis de regresion lineal,

cuyos resultados se muestran en la figura 16.
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Figura 16. Curva de calibracion método Folin — Ciocalteu

A partir del ajuste obtenido del grifico de la figura 16, se obtuvo un coeficiente de
determinacién (R?) igual a 0.996, una pendiente positiva (b) igual a 0.0114 y, un
intercepto (a) igual a (-) 0.0013. Por tanto, se determing el siguiente modelo rEcmético
que predice con un buen ajuste lineal, el comportamiento de la absorbancia (Y') en funcién

del contenido de compuestos fenélicos totales (CFT):

Y =0.0114X — 0.0013 Ec. |

En la tabla 8, se presentan las absorbancias finales obtenidas en los extractos metandlicos

de semillas de las dos variedades de meldn.

Tabla 8. Absorbancias de los extractos metandélicos

Variedafles de Repeticiones Absorbancia
melén

0.365
Honeydew 2 0476
3 0.512
Promedio 0.451
DE 0077
0.339
Cantalupo 2 0.429
3 0.437
Promedio 0.402
DE 0.054

Fuente: elaboracion propia, 2024.
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Como se puede observar en la tabla 8, las absorbancias promedio para el extracto
metandlico Honeydew es de 0.451, en comparacién con el melén Cantalupo con

promedio 0.402 absorbancia.

Para obtener el contenido de CFT en la muestra de extracto metandlico de cada variedad

de melén, se empled la ecuacion 2.

V1xC1=V2%C2 Ec.2

Donde:
Ci: representan el contenido de CFT en la solucién estdndar

V1: volumen total de la solucidén estandar (mL)

Ca: contenido de CFT en el extracto de semillas

V2: volumen del extracto de semillas (mL)

De la expresion descrita en ecuacion 2, se busca obtener C2, para ello, se obtiene la C1

del modelo matematico (ecuacion 1), donde al despejarse, queda la siguiente expresion:

0.365 + 0.0013 Ec.3
0.0114

Siendo “Y™ la absorbancia, es reemplazada por los valores respectivos de cada muestra
de los extractos metanélicos presentados en la tabla 8, con lo cual se obtienen los valores
de Cl en ppm. Haciendo una muestra de cadlculo para el extracto metandlico 1,

correspondiente a melén Honeydew, se tiene lo siguiente:

~0.512+0.0013
B 0.0114

C1 =32.13 ppm

El valor de C1 expresado en ug GAE por mL de solucién, es sustituido en la relacién de
la ecuacion 2, dando el valor de C2 para la muestra de cilculo seleccionada, quedando de

la siguiente manera:

GAE
ml extracto metanolico
1 ml extracto de la semilla de melon

3213 g
c2=

x 10 ml solucion estandar

C2=321.3 g GAE/ ml extracto de la semilla de meldn
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La C2, se debe expresar en mg GAE / g solucién del extracto, para ello, se pesd el
volumen del extracto de las semillas de cada melén, siendo 0.9715 g por cada 1 ml de
extracto de la variedad Honeydew y 0.9456 g para la variedad Cantalupo, la C2 para la

muestra 1 del melén Honeydew, es la siguiente:

ng GAE 1 ml extracto

(2 =3213 ml extracto . 0.9715 g

HgGAE GAE
C2=331———=0331mg
gextracto

extracto

El valor de la concentracion de CFT, indica que, en 1 gramo de extracto de las semillas
de melén, se encuentra 0.331 mg GAE, por tanto, para 100 g de extracto, se tiene 33£
mg de GAE. El procedimiento se repite para las demds muestras metandlicas, los

resultados se reportan en la tabla 9.

Tabla 9. CFT en los extractos de semillas de meléon

Variedad de Muestra CFT extracto CFT Extracto CFT Extracto
melén (ppm) (mg GAE/g) (mg GAE/100g)

1 321.316 0.331 33.10

Honeydew 2 418.684 0431 43.10
3 450.263 0463 46.30

Promedio 396.754 0408 40.84
DE 67.213 0.069 692

1 298.509 0316 31.60

Cantalupo 2 377.456 0.399 399
3 384.474 0407 40.70

Promedio 353.480 0374 37.38
DE 47.735 0.050 5.050

Nota. DE: Desviacion estdndar.

Fuente: elaboracion propia, 2024.

Los resultados de la tabla 9, se pueden resumir en la figﬁa 17, donde se puede observar
que el extracto de semillas del melén Honeydew, presentd mayor concentracion
promedio de compuestos fendlicos totales, en comparacion con el extracto de las semillas
del Cantalupo, siendo 40.84 mg GAE/ 100g = 692 g y 37.38 mg GAE/100g +5.05

respectivamente.
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Figura 17. Contenido promedio de CFT en los extractos

En una investigacién de Castillo et al. (2019) (45) estudio en Colombia, presenta que las
semillas de melén de la variedad Cantalupo contiene 33.84 mg GAE/100g + 2.65, siendo
este valor similE al obtenido en el presente estudio de 37.38 mg GAE/100g + 5.05, estos
datos afirman la presencia de compuestos fendlicos en las semillas de melén de la
variedad Cantalupo, sin embargo, es posible que esta diferencia de resultados sea por el
método de extraccién utilizado por los autores, ya que aplicd la extraccién por ultrasonido
utilizando como solvente agua, y como menciona Makino et al. (1982), los medios
acuosos usados para extraer un extracto por ultrasonido pueden generar radicales libres
ya que las moléculas disueltas en agua expuestas a las ondas ultrasénicas quienes generan
cavitacién o vibracién, producen radicales libres y dichos radicales reaccionan con los
compuestos orgianicos, lo que puede afectar la calidad en la obtencion del rendimiento de
polifenoles (51). Asi mismo, en la misma investigacién de Castillo et al. (2019) se
determind el contenido de CFT en las semillas de lﬁaricdad Caribbean, reportando 28 40
mg GAE/100g + 7.55 (45), lo que indica que la presencia de compuestos fendlicos
presentes en dicha variedad de semillas, es relativamente inferior a los datos obtenidos
en las semillas de la variedad Honeydew y Cantalupo del presente estudio mostradas en
la figura 17. Por otro lado, no se encontré en la literatura estudios sobre el contenido de

CFT en las semillas de la variedad de melén Honeydew.

Ademds, en el estudio de Castillo et al. (2019), se encontré también investigacién sobre
el CFT en la corteza o también llamado epicarpio de la fruta en la variedad de melon

Cantalupo, presentando una concentraciéon de 16.99 mg GAE/100g + 6.31 (45), lo que
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puede indicar que las semillas de melén presentan mayor contenido de compuestos

fendlicos totales como se presenta en la tabla 9.

En otro estudio realizado por Ganji et al. (2019), estudio en California, determinaron que
en la pulpa o también llamada mesocarpio de melén se encuentran CFT con
concentracién promedio de 0.96 mg GAEIE'(S 2). La diferencia radica en que el contenido
de CFT fue hallada en la pulpa del fruto y los resultados obtenidos en el presente estudio
fue en emillas como se muestra en la tabla 9 expresado en mg GAE/g. Ciertamente
dichos resultados indican que las diferentes partes del fruto melén (Cucumis melo L)),
como el epicaio, mesocarpio y semillas poseen CFT, quiere decir que, por lo general,

disponen de beneficios para la salud.

3. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

3.1. Capacidad antioxidante método CUPRAC

En la presente investigacién se determind la capacidad antioxidante de las semillas de
melén de Cucumis melo L., mediante el método espectrofotométrico CUPRAC.
Siguiendo el procedimiento detallado en el capitulo II de planteamiento operacional, en
el apartado 3.3, la figura 18, se observa los resultados cualitativos del método
CUPRAC de la preparacion de soluciones esa?ndar de dcido ascorbico antes de ser
leidos en el espectrofotémetro UV-Visible para la construccién de la curva de

calibracion.

Figura 18. Soluciones estandar de Acido Ascérbico

Fuente: elaboracion propia, 2024.
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Se obtuvo la grifica de calibracion cuyos resultados de absorbancia y concentracidn se
ﬂucstran en la tabla 10. Se dispuso 5 estindares que correspondian a las
conceEciones de 10 uM, 20 M, 40 uM, 60 puM y 80 uM cuyas absorbancias fueron
leidas en el espectrofotometro UV-Visible a 450 nm de longitud de onda, realizando el

experimento por triplicado.

Tabla 10. Absorbancias de las soluciones estandar método CUPRAC

Absorbancias a 450 Absorbancia

N°de Concentracion . DE %CV
estandar (pM) a promedio
1 2 3
1 10 0.381 0383 0.386 0.383 0.0025 0.66%
2 20 0.621 0551 0.612 0.595 00381 6.40%
3 40 0.871 1242 1.207 1.107 02048 18.51%
4 60 1.135 1663 1.676 1.491 0.3087 20.70%
5 80 1.520 2206 2235 1.987 04047 2037%

ota. DE: Desviacidn estdndar.

Fuente: elaboracion propia, 2024.

Con los resultados de la tabla 10, se obtuvieroblos pardmetros para la construccién de
la curva de calibracion y obtencion del modelo a partir de un andlisis de regresion lineal,

cuyos resultados se muestran en la figura 19.

y=0,0228x + 0,155
2000 R2=0,9983

1500

Absorbancia

03500

[AXALEN]
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
[Ac. Ascérbico] (M)

Figura 19. Curva de calibracion método CUPRAC

Fuente: elaboracidon propia, 2024.
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A partir del ajuste obtenido del grifico de la figura 19, se obtuvo un coeficiente de
determinacién (R?) igual a 0.9983, una pendiente positiva (b) igual a 0.0228 y, un
intercepto (a) igual a 0.155. Por tanto, se determind el signiente modelo matematico que
predice el comportamiento de la absorbancia (Y) en funcién de la capacidad

antioxidante:

Y =0.0228X + 0.155 Ec.4

En la tabla 11, se presentan las absorbancias y concentraciones finales obtenidas en los

extractos metandlicos de los dos tipos de meldn.

Tabla 11. Capacidad antioxidante en los extractos metandlicos

Variedad de melén Repeticiones Absorbancia

1 0.803

Honeydew 2 0.827
3 0.846

Promedio 0.825
DE 0.022

1 0.611

Cantalupo 2 0.616
3 0.631

Promedio 0.619
DE 0.622

Nota. DE: Desviacion estdndar.
Fuente: elaboracion propia, 2024.

Para obtener la capacidad antioxidante expresada como concentracion de dcido

ascorbico en el extracto de las semillas de melén, se emplea la ecuacion 2:
Donde:
Ci: concentracion de acido ascorbico en el volumen total de la solucién estandar,
en pM.
él: volumen total de la solucién estandar (mL).
Ca: concentracion de dcido ascorbico en el volumen de extracto,en M.
Va: volumen del extracto (mL).
De la expresion descrita en ecuacion 2, se busca obtener C2, para ello, se obtiene la C1
del modelo matematico (ecuacién 4), donde al despejarse, queda la siguiente expresion

(ecuacion 5):
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Y —0.155 Ec.5
X=C1="50228

Siendo “Y™ la absorbancia, es reemplazada por los valores respectivos de cada muestra
de los extractos metandlicos presentados en la tabla 11, con lo cual se obtienen los
valores de C1 en M de dcido ascérbico. Haciendo una muestra de cilculo para el

extracto metanolico 1, correspondiente a melén Honeydew, se tiene lo siguiente:

_ 0.803 —0.155
- 0.0228

C1 = 2842 uM

El valor de C1 es sustituido en la relacién de la ecuacién 2, dando el valor de C2 para

la muestra de cdlculo seleccionada, quedando de la siguiente manera:

28.42uM * 5ml solucion estandar

~ 1ml extracto de semillas de melon

€2 = 14211 uM

La C2 contenida en 1 ml de extracto de semillas del melén Honeydew equivale a 142.11
#M/09715 g de extracto, obteniéndose que, para 1 g de a(tracto la concentracién seria
14627 uM/g. El procedimiento se repite para todas las muestras metandlicas, los
resultados se reportan en la tabla 12, considerando que 1 ml de extracto de semillas de

melén Cantalupo, equivale 0.9456 g.

Tabla 12, Capacidad antioxidante en los extractos de semillas de melén-CUPRAC

CA de
Variedad de Repeticiones CAde AAenel AAEenel
melén extracto (M) extracto
(M/g)
1 142,11 146,27
Honeydew 2 147,37 151,69
3 151,54 155,98
Promedio 147.00 151.32
DE 4.73 4.86
1 100,00 105,75
Cantalupo 2 101,10 106,91
3 104,39 110,39
Promedio 101.83 107.69
DE 2.28 2.41

Nota. DE: Desviacion estdndar.

Fuente: elaboracidon propia, 2024.
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16
Figura 20. Capacidad antioxidante de los extractos por método CUPRAC

Los resultados de 1a tabla 12, indica que las semillas de la variedad de melén Honeydew
posee mayor capacidad antioxidante, reportando CA promedio de 151.32 pM/g + 4.86
de acido ascorbico equivalenﬁnientras que, en las semillas de la variedad Cantalupo
contiene 107.69 #M/g + 2.41 como se muestra graficamente en la figura 20, no obstante,
ambas variedades refieren CA.

En la literatura no se encuentra como tal un valor de las semillas de melén estudiadas

en el presente trabajo por el metodo CUPRAC, sin embargo, se encontré una especie de
la familia cucurbitdceas, como es el melon amargo (Momordica charantia) reportado
en el estudio de Sercan Tiirkoglu et al. 2020, estudio en Turquia, en el que muestra su
capacidad antioxidante de 140HM TE/g, dicho resultado se expresa en Trolox
equivalente, lo que diferencia a los resultados mostrados en la tabla 12 de la presente
investigacion, expresado en acido ascdrbico equivalente. Denotando que, las semillas
Honeydew contiene mayor capacidad antioxidante que las del melén amargo y mayor

que la de Cantalupo (53).

3.2. Capacidad antioxidante por método DPPH
El siguiente método utilizado para la determinacidn de la capacidad antioxidante fue el

método espectrofotométrico DPPH, el cual emplea el radical 22-difenil-1-
picrilhidrazilo. Siguiendo el procedimiento detallado en el capitulo II de planteamiento

operacional, en el apartado 3.4, en la figura 21, se observa los resultados cualitativos
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del método DPPH de la preparacion & soluciones estdndar de trolox antes de ser leidos

en el espectrofotometro UV-Visible para la construccion de la curva de calibracion.

Fuente: elaboracion propia, 2024.

Figura 21. Soluciones estindar de Trolox
Se obtuvo la grafica de calibracion cuyos resultados de absorbancia y concentracion se
muestran en la tahla 13. Se dispuso 5 estidndares que correspondian a las
concentracionaie 100 M, 200 g M, 400 pM, 500 xM y 600 M cuyas absorbancias
fueron leidas en el espectrofotometro UV-Visible a 517 nm de longitud de onda,

realizando la experimentacién por triplicado.

(18]
Tabla 13. Absorbancias de las soluciones estandar de trolox — metodo DPPH

Absorbancias a517 Absorbancia

esTx:n{:lir Concentracién nm promedio DE %V
M) 1 2 3
1 100 0.648 0741 0.740 0.710 0053 7.53%
2 200 0.601 0.679 0.689 0.656 0048 7.34%
3 400 0.552 0.580 0.591 0.574 0.020 3.50%
4 500 0518 0545 0.550 0.538 0017 320%
5 600 0463 0534 0515 0.504 0037 729%
BLANCO 0.890 0.886 0.892 0.889 0003 0.34%

Nota. DE: Desviacion estdndar. CV: coeficiente de variabilidad.
Fuente: elaboracion propia, 2024.

2
Dado que, la actividad antioxidante se expresa como el porcentaje de inhibicién o de

captacién del radical DPPH, los valores de absorbancia obtenidos en la tabla 13, son

convertidos a %inhibicion empleando la ecuacion 6.
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%Inhibicion = (1 — j—g) x 100
Donde:
Ax: absorbancia de la muestra
Ab: absorbancia de solucion a tiempo 0

De esta manera, en la tabla 14, se muestran los resultados en termino de %inhibicion

para la construccién de la curva de calibracién del método DPPH.
Tabla 14. %inhibicién para la curva de calibracién

Concentracion Absorbancia

Trolox (zM) promedio %inhibicién
100 0.710 2020
200 0.656 26.20
400 0.574 3542
500 0538 39.54
600 0.504 4333

Fuente: elaboracion propia, 2024.

3
A partir de los resultados de la tabla 14, se obtuvo la curva de calibracion presentada en

la figura 22.

50,00

45,00 v =0,046x + 16,389
40,00 R2=10,9949
= 3500
é 3000
= 2500
= 2000
3
S1500
10,00
500
0,00
0 100 200 300 ) 500 600 700
[Trolox] (xM)

Figura 22. Curva de calibracién método DPPH

De la figura 22, se obtuvo un ajuste con un coeficiente de determinacién (R?) igual a
0.9949, una pendiente positiva (b) igual a 0.046 y un intercepto (a) igual a 16.389. Por
tanto, se determind el siguiente modelo matemdtico que predice con un buen ajuste

lineal.

Y =0.046X + 16.389
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Asi mismo, se midier%las absorbancias finales de los extractos de willas de ambas
variedades de mel6n, como se muestra en la tabla 15, cuyos valores se emplearon para

determinacién de la actividad antioxidante y capacidad antioxidante, asi mismo estas
se interpolan utilizando la ecuacion de regresion lineal para obtener la concentracion de

TE en uM.

Tabla 15. Absorbancias y concentraciones de los extractos metandlicos

Va:::::z: de Repeticiones Absorbancia Con;;;]t,;gcmn
1 0.508 501.54
Honeydew 2 0.502 624.70
3 0.497 647.57
Promedio 0.502 591.27
1 0.559 351.31
Cantalupo 2 0.557 486.57
3 0.556 510.94
Promedio 0.557 449.61
Fuente: elaboracion propia, 2024.

Las absorbancias mostradas en la tabla 15, se emplearon para determinar la actividad
antioxidantal términos de (%1) porcentaje de inhibicidn (ecuacidn 6), cuyos resultados

se reportan en la tabla 16.

Tabla 16. Capacidad antioxidante de los extractos — método DPPH

Tipo de meléon  Repeticiones % Inhibicion

1 42.86

Honeydew 2 4353
3 4409

Promedio 43.49
DE 0.62

1 37.12

Cantalupo 2 37.35
3 37.46

Promedio 37.31
DE 0.17

d]om. DE: Desviacion estdndar

Fuente: elaboracion propia, 2024.

Los resultados promedio del % inhibicion de la tabla 16, son representados en el grifico
de la figura 23, donde se puede apreciar que los extractos de las semillas del mel6n

Honeydew, presentan mayor actividad antioxidante con un %inhibicion del radical
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DPPH de 43.49%, en contraste con la obtenida para el melon cantalupo 37.31% sin
embargo, para las dos variedades se ha demostrado la presencia de la actividad

antioxidante.

43,49

%INHIBICION
1

HONEYDEW CANTALUPO
VARIEDAD DE MELON

Figura 23. Actividad antioxidante por método DPPH

Para expresar los resultados en capacidad antioxidante total (CAT)
(#M TE/g) en ambas variedades de semillas de melén, se emplea la ecuacién 2. En
seguida, se expresé el resultado en gramos, tomando e%:ucnta la cantidad en gramos
de las muestras de semillas de cada variedad de meldn, cuyos resultados se muestran en

la tabla 17.

Tabla 17. Capacidad antioxidante total (CAT) por método DPPH

Var:e(]lz: de Repeticiones CAT (M) CAT'EI(;‘)M g‘ﬁﬂ(ﬁg

1 10.03 1.00 100.3

Honeydew 2 12.49 1.25 1249
3 12.95 1.30 129.5

Promedio 11.83 1.18 118.3
DE 1.57 0.16 157

1 7.03 0.70 70.3

Cantalupo 2 973 0.97 973
3 10.22 1.02 102.2

Promedio 8.99 0.90 89.92
DE 1.72 0.17 17.20

Nota. DE: Desviacion estdndar.

Fuente: elaboracion propia, 2024.
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Se puede observar en la tabla 17, que la capacidad antioxidante total (TAC) promedio
dada en pM/100g de trolox equivalente por el método de DPPH, es superior para las
semillas Honeydew con 118.3 xM ET/100g en comparacién con las semillas Cantalupo

con 8992 uM ET/100g.

Diversos autores como Sevgi et al. (2010) y Patrick et al. (2009) mencionan que las
semillas de melén Honeydew se caracteriza por su alta actividad antioxidante (54 y 55)
y en el estudio de Alam Zeb (2019), estudio en Pakistan, comprueba que las semillas de
la variedad anteriormente mencionado contiene 38% de inhibicién o neutralizacién de
radicales IE&:S, en dicha investigacion se utilizo las semillas previamente desecadas y
trituradas hasta la obtencion de un polvo fino y para la extraccion usé como solvente
metanol:agua (1:1) colocando en bafio de agua a 30 °C durante una hora (56). En
comparacién con el resultado obtenido en la tabla 16 del presente trabajo, donde se
muestra dna ligera diferencia mayor. Esto podria indicar que el tratamiento de la

muestra y extraccion, pueden variar en los valores de actividad antioxidante.

Por otro lado, en el estudio de Ibidapo et al. %19), estudio en Nigeria, refiere que la
actividad inhibidora de RL fue 75,2% + 0,72 en el extracto obtenido de las semillas de
melén Dorado, utilizando el método deﬁraccién por maceracién durante 72 horas
(46). Mientras que, en comparacion a los resultados de este estudio, indica que la
variedad Honeydew y Cantalupo presentan menor actividad inhibitoria 43.49% + 0.62 y
3731% + 031 rcspaaamente. Dichos resultados pueden diferir por el método de

extraccion y variedad de melon (Cucumis melo L.).

Con respecto a la capacidad antioxidante de las semillas de meldn, en la bibliografia se
encuentra que en la investigacion de Castillo et al. 2019 (45), las semillas Cantalupo
tuvo un contenido de 68025 xM TE/100g + 8.60 por método de extraccién
convencional-liofilizada usando como solvente agua, en comparacién con el contenido
obtenido en el presente trabajo de 89.92 yM TE/100g + 17.20 indicando que hay
presencia de capacidad antioxidante en dichas semillas. Cabe resaltar que esta diferencia
de resultados puede deberse al método de extraccion y solvente utilizado. Asi mismo,
se encontrd en la investigacién de Castillo et al. (2019), que la corteza y pulpa del fruto
melén Cantalupo obtuvo 220 M TE/100g y 72.09 pM TE/100g respectivamente usando
el método de extraccion convencional-liofilizada (43), indicando una mayor capacidad

antioxidante en dichas partes del fruto.
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Asi mismo, se comparo la capacidad antioxidante de las semillas de oﬁespecie, pero
de la familia de melon (familias cucmbitécca%)mo es la sandia. En la investigacion
de Yaoetal.,enel afio 2019, estudio en China, realizé la extraccion de aceite de semillas
de sandia utilizando hexano como solv%e y en dicha muestra determiné que contiene
43.1 uM TE/100g (57), comparado con los resultados obtenidos en la tabla 17, se puede
decir que, ambas variedades de melon poseen mayor capacidad antioxidante que las
semillas de sandfa. Cabe resaltar que, difieren en el tipo de muestra, es decir; el extracto
de sandia es no polar y extracto de malén es polar. Sin embargo, ambos gozan de

capacidad antioxidante y pueden ser beneficiosos para la salud.

(4] ) .
RELACION ENTRE EL CONTENIDO DE COMPUESTOS FENOLICOS CON
LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Para la determinacion de la relacion entre el contenido de compuestos fendlicos totales y

la capacidad antioxidante, se usaron los datos resumen de cada método los cuales son

presentados en la tabla 18, en el que representan un total de 3 por cada variable y tipo de

meldn. Por ello, se decidié realizar un ajuste lineal por cada método CUPRAC y DPPH,

cuyos resultados se presentan en las figuras 24 y 25.

Tabla 18. Relacion entre la capacidad antioxidante y contenido de compuestos

fenélicos
CAT
Tipo de melén (E:;:) CUPRAC (i;?l\'l’;!]l)(ﬁ)l;[)_l
(uM/g)
32132 146,27 100.3
Honeydew 418.68 151,69 124.9
450.263 155,98 129.5
20851 105,75 70.3
Cantalupo 37746 106,91 973
38447 110,39 102.2

Fuente: elaboracion propia, 2024.
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Figura 24. Curva de regresion lineal entre la CFT y la capacidad antioxidante

CUPRAC
Se puede observar de la figura 24, que existe una relacion entre el contenido de CFT y la

capacidad antioxidante por método CUPRAC en los extractos de semillas de amlﬁ
variedades de melones, obteniéndose un mejor ajuste para el melén Honeydew, con un
coeficiente de determinacién (R?) igual a 0.9526, indicando la linealida&entre las 2
variables. Lo que significa que, 95% del contenido de CFT predice la capacidad
antioxidante por el método (&CUPRAC, mientras que, para las semillas de melén
Cantalupo predice el 55% la relacion entre el contenido de compuestos fendlicos y la

acidad antioxidante. Esta relacion es directamente proporcional, es decir, cuanto mas

contenido de compuestos fendlicos se presenten, mayor serd la capacidad antioxidante.

140
120 y=0,2326x + 25,932
R’ =0,9919
100
x
% 80 y =0,359x - 36,967
' R? =0,9952
E 60
U
40
20
0
0 100 200 300 400 500
CTF
<— Honeydew — 0 Cantalupo Lineal (Honeydew) == Lineal (Cantalupo)

Figura 25. Curva de regresion lineal entre el CFT y la capacidad antioxidante DPPH
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De la figura 25, se puede observar que existe una relacion entre la capacidad antioxidante
por DPPH con los CFT, con un nivel de ajuste alto, resultando con R*igual a 0.9919 y
0.9952 para las semillas de melén Honeydew y Cantalupo res;&tivamente, esto quiere
decir que para ambas variedades de semillas de melon el 99% del contenido de compuestos
fenolicos predice la capacidad antioxidante por método DPPH, indicando igualmente la
relacion directamente proporcional. Estos resultados difieren en cierta medida con el
método CUPRAC, lo que podria indicar que el método DPPH es eficaz para la

determinacion de CAT del presente estudio.

5. COMPROBACION DE LA HIPOTESIS DE LA INVESTIGACION

5.1. Relacion de los compuestos fendlicos totales en la capacidad antioxidante

Para la Emprobaci(’m se realiz6 un analisis de varianza lineal, para determinar si es
posible que el modelo lineal predice el comportamiento de las 2 variables (CFT y
capacidad antioxidante). Para ello, se plantean las siguientes hipotesis y criterios de

aceptacion y rechazo a un nivel de probabilidad del 95%:
Ho: ¢l modelo lineal no predice adecuadamente el comportamiento entre las 2 variables.

Ha: el modelo lineal si predice adecuadamente el comportamiento entre las 2 variables.

Si la significancia es menor a 0.03, se acepta la hipotesis alterna y se rechaza la nula, de
lo contrﬁ, si la significancia es mayor a 0.05, se acepta la hipétesis nula. De esta
manera, en las tablas 19 y 20, se muestran los resultados del andlisis de varianza para

comprobar la prediccion del modelo con las 2 variables, para el melén Honeydew.

Tabla 19. Anilisis de varianza lineal para CFT y DPPH en semillas Honeydew

ANOVA?
Suma de Media :
Modely cuadrados gl cuadrdtica Sig.
1 Regresion 306226 1 306226 1.640 035"
Residuo 186.761 1 186.761
Total 492987 2

Nota. a. Variable dependiente: CAT DPPH Honey. b. Predictores: (Constante), CFT Honey
Fuente: Software SPSS
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Tabla 20. Analisis de varianza lineal para CFT y CUPRAC en semillas Honeydew

ANOVA?
Suma de Media .
Lol cuadrados & cuadratica Sig.
1 Regresion 41.679 1 41.679 7.343 032°
Residuo 5.676 1 5.676
Total 47.355 2

Nota. a. Variable dependiente: CAT CUPRAC Honey. b. Predictores: (Constante), CFT Honey.
Fuente: Software SPSS.

De acuerdo con los resultados de las tablas 19 y 20, los valores de significancia menores
a 005, indican&uc, para el modelo lineal, el contenido de CFT si predice el
comportamiento de la variable capacidatﬁltioxidante por método CUPRAC y DPPH de

los extractos de las semillas Honeydew, por lo tanto, se acepta la hipotesis alternativa.

De manera similar, en las tablas 21 y 22, se muestran los resultados de varianza para

comprobar la prediccién del modelo con las 2 variables, para el melén Cantalupo.

Tabla 21. Anilisis de varianza lineal para CFT y CUPRAC en semillas Cantalupo

ANOVA?
Suma de Media :
Modelo cuadrados d cuadratica Sig.
1 Regresion 10.535 1 10.535 9.351 026°
Residuo 1.127 1 1.127
Total 11.662 2

Nota. A. Variable dependiente: CAT CUPRAC Cantal, b. Predictores: (constante), CFT Cantal.
Fuente: Software SPSS.

Tabla 22. Analisis de varianza lineal para DPPH y CFT Cantalupo

ANOVA?
Suma de Media :
Midela cuadrados cuadratica Sig.
1 Regresion 184.447 | 184 447 455 044°
Residuo 405.760 | 405.760
Total 590.207 2

Nota. A. Variable dependiente: CAT DPPH Cantal, b. Predictores: (constante), CFT Cantal.
Fuente: Software SPSS
De acuerdo con los resultados de las tablas 21 y 22, los valores de significancia menores

a 005, indican que, para el modelo lineal, el contenido de CFT si predice el
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comportamiento de la variable capac&i antioxidante por método CUPRAC y DPPH de

los extractos de semillas Cantalupo, por lo tanto, se acepta la hipdtesis alternativa.

5.2. Comparacion del contenido de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante

en las dos variedades de melon (Cucumis melo L.)

Para comprobar si el contenido de CFT 3 la capacidad antioxidante pueden variar de
acuerdo a la variedad de melon utilizado, se aplic upa prueba de comparacion de medias
t-student para muestras independientes, para la cual se plantearon las siguientes hipctesis

estadisticas y criterios de aceptacion y rechazo, a un nivel de probabilidad de 95%:

Ho: La variedad de melon no influye en la variable (CFT o CAT) de los extractos de las

semillas.

Ha: La variedad de meldn influye en la variable (CFT o CAT) de los extractos de las

semillas.

Para accp%la hipétesis alterna, el nivel de significancia debe ser menor a 0.05, de lo
contr% se acepta la hipdtesis nula (sig>0.05). De esta manera, para el contenido de

CFT, se muestran los resultados en la Tabla 23.

Tabla 23. Prueba t — student para CFT entre las dos variedades de semillas de melén

24
gueba de muestras independientes
Prueba de Levene de
igualdad de Prueba-t para la igualdad de medias
varianzas
. . 95% de intervalo de
. . . Diferencia .
F Sig. i a . Sig. D]IB.I‘E]IFIH HE ervor conl:lanz.a c_le la
(bilateral) de medias esténdar diferencia
Inferior Superior
CFT Se asumen 565 494 909 4 A15 4327333 47 59386 -88.86840 17541506
varianzas iguales
No se asumen 009 3608 A20 4327333 47 59386 -94.71947 18126614
varianzas iguales
Fuente: Software SPSS

De la Tabla 23, puede apreciar que el valor de la significancia es mayor a 0.05, lo cual
indica que no hay diferencias estadisticamente significativas entre los extractos de

semillas de las dos variedades de semillas de melén (Honeydew y Cantalupo).
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De forma similar, en la Tabla 24, se muestran los resultados de la prueba t -student para

la capacidad antixidante de los extractos de semillas de las dos variedades de melén

obtenida por método de CUPRAC.
Tabla 24. Prueba t — student para CUPRAC entre las dos variedades de melén

Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene

de igualdad de
varianzas prueba t para la igualdad de medias
95% de intervalo
B Si i Sig. DitérenciaDc:ze::nmc:_a de cm‘manza‘ de
18- & (bilateral) de medias la diferencia
estandar
Inferior Superior

Se asumen

: - 949 A85 13911 4 000 4363000 3,13626 34,9223552,33765
CA varianzas iguales

Cuprac No se asumen

- : 139112929 001 4363000 3,13626 33,5102253,74978
varianzas iguales

Fuente: Software SPSS

De la Tabla 24, se puede observar que el valor de la significancia es menor a 0.05, lo cual
indica que existen diferencias estadisticamente significativas en la capacidad
antioxidante obtenida por CUPRAC entre los extractos de las semillas de las dos
variedades de meldn. Lo cual indica, que para esta variable y este método, se encontrd

una influencia de la variedad del fruto sobre esta propiedad.

Tabla 25. Prueba t — student para DPPH entre las dos variedades de melon

Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene
de igualdad de
varianzas prueba t para la igualdad de medias
959% de intervalo
e . Diferenciade confianza de la
Sig. Diferencia
F Sig. t gl . .~ deerror diferencia
(bilateral) de medias esténdar
Inferior Superior
Se asumen
varianzas 008 932 2370 4 077 3076000 1297928 -527627 66,79627
CAT iguales
L No se asumen
varianzas 23703998 077  30,76000 1297928 -528483 66,30483

iguales

Fuente: Software SPSS
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De la Tabla 25, se puede observar que el valor de la significancia es mayor a 0.05, lo cual

indica que no existen diferencias estadisticamente significativas en la capacidad
antioxidante obtenida por DPPH entre los extractos de las semillas de las dos variedades
de melén. Lo cual indica, que para esta variable y este método, no se encontré una

influencia de la variedad del fruto sobre esta propiedad.

De acuerdo a los resultados obtenidos, al menos en una de los métodos resulté que la
variedad de melén si influye en la capacidad antioxidante, por tanto, aceptamos la

hipotesis alterna.
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CONCLUSIONES

La presente investigacién logré evaluar la capacidad antioxidante y su influencia con los

compuestos fenolicos a partir del extracto de semillas de Cucumis melo L (melén). Como

consecuencia, se establecieron las siguientes conclusiones:
¢ Se determind el contenido de ﬁnpucsms fendlicos totales presentes en los extractos de

semillas de melén mediante el método de Folin-Ciocaltgu, encontridndose 40.84 mg
GAE/100g de extracto de semillas de Honeydew y, 37.38 mg GAE/100g de extracto de
semillas de Cantalupo. Demostrindose la presencia de estos compuestos bioactivos.

e Se determind la apacidad antioxidante de las muestras por los métodos de CUPRAC y
DPPH. Para el método de CUPRAC, se obtuvo un valor promedio de 151.32 uM/g vy
104.69 11 M/g de dcido ascorbico para los extractos de las semillas de melén Honeydew
y Cantalupo respectivamente. Para el método DPPH, se obtuvo una capacidad
antioxidante total de 118.3 xM TE/100g para las semillas de melén Honeydew y 89.92
1M TE/100g para las semillas de melén Cantalupo.

e Se analizé la relacién entre el contenido c compuestos fendlicos de los extractos de
semillas de melén (Cucumis melo L.), con la capacidad antioxidante, encontrandose
que, del modelo lineal entre las 2 variables, el contepido de CFT si predice
adecuadamente la capacidad antioxidante, dado el valor de significancia menor a 0.05
en el andlisis de varianzas lineal, por lo que se hallé una relacién directa.

¢ Se determind que la variedad de meldn si influye en la capacidad antioxidante de los
extractos de las semillag de meldon, medida por el método CUPRAC. Sin embargo, para
el contenido de CFT y para la capacidad antioxidante medida por método DPPH, no se

encontré influencia de la variedad de las semillas del fruto.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda utilizar otros métodos de extraccion.

Se recomienda determinar otros compuestos bioactivos presentes en las semillas de
meloén.

Se recomienda aplicar las pruebas no solo en los extractos de las semillas de melén,
sino en otras partes como la corteza con el fin de aprovechar los compuestos
antioxidantes que posee este fruto.

Se recomienda analizar y determinar los compuestos fendlicos presentes en las semillas

de melén
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ANEXOS

Anexo 1.

¢ Procedimiento experimental para la obtencién de extractos

Sonicacién de muestras Centrifugacion de muestras

¢ Procedimiento experimental para la determinacion de polifenoles totales
Preparacion de Soluciones para Soluciones estandar de acido gélico

método Folin-Ciocalten

Muestras metanélicas para método

Folin-Ciocalteu
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¢ Procedimiento experimental para la determinacién de la capacidad antioxidante

por el método CUPRAC

Preparacion de Soluciones para Soluciones estandar de édcido ascérbico

método CUPRAC

Muestras metandlicas para método

CUPRAC

¢ Procedimiento experimental para la determinacion de la capacidad antioxidante

por el método DPPH

Soluciones para aplicar método DPPH Preparacion de Patrones de Trolox

L
v Ol [ w r
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Soluciones estandar de Trolox Muestras metandélicas para método
DPPH
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Anexo 2. Datos obtenidos en los experimentos

Datos obtenidos en las pruebas de Folin - Ciocalteu

Concn. Absorbancias a 765 nm
o 5 (ppm)
N° de estandar Ac. 1 2 3
Galico
1 10 0.111 0.100 | 0.100
2 20 0.271 0.223 | 0.211
3 30 0.342 033 0336
4 40 0492 | 0456 | 0456
5 50 0574 | 0.548 | 0544
MH: 09715 g =1mL MC:0.9456 g =ImL
1 2 3
MUESTRAS A Concn. mg A Concn. A Concn.
GA mg GA mg GA
Melén Honeydew 0.365 33.141 0476 42829 0512 43.448
Melén Cantalupo 0.339 30.877 0429 36.191 0437 39.354
Datos obtenidos en las pruebas CUPRAC
N° de estandar CC (uM) Absorbancias a 450 nm
Ac. Asc. 1 2 3
1 10 0.381 0.383 0.386
2 20 0.621 0551 0.612
3 40 0.871 1.242 1.207
4 60 1.135 1.663 1.676
5 80 1.520 2.206 2.235
MUESTRAS 2 3
A Concn. M A Concn. puM A Concn. pM
Melén
Honeydew 0.803 3424 0.827 27.579 0.846 27.749
Melén
Cantalupo 0.611 24.054 0.616 19.622 0.631 19.647
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Datos obtenidos en las pruebas DPPH

Concn. Absorbancias a 517 nm
N° de estandar | Trolox 1 ’ 3
(M)
1 100 0.648 0.741 0.740
2 200 0.601 0.679 0.689
3 400 0.552 0.580 0.591
4 500 0518 0.545 0.550
5 600 0.463 0.534 0.515
BLANCO - 0.890 0.886 0.892
1 2 3
MUESTRAS A Concn pM A Concn M A Concen M
Meldn
Honeydew 0,508 501,537 0,502 6247 0,497 647,572
Meléon
Cantalupo 0,559 351,31 0,557 486,572 0,556 510,94
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Anexo 3. Resultados obtenidos por el software SPSS

Prueba T

[ConjuntoDatosl] C:\Users\Fublic\Yhoa\Perscnal\Servicios\Grupe Ollarves\Grupo 011

Estadisticas de grupo

ves\Yamile\TESIS YAMILE\BD Yamile.sav

Iguales

Dasv Desv. Emror
Grupo_Variedad N Media Deswiacién promedia
CADPPH  Honiydew 3 435500 361501 208713
Cantaolupa 3 370700 395429 2.28301
Prueba de muestras independientes
Prusba de Levene da igualdad
de varianzas prusba tpara la igualdad de madias
85% de infervalo de confianza
Diferencia de de la diferencia
Ld Duerencia de Error
F Sig 1 gl Sig. (bilateral) madias stndar Infarior Superior
CADPPH  S@ asumen varianzas 55 B27 2108 : 103 652000 300326 -2,06826 1510826
iguales
Mo se asuman varanzas 2108 3968 03 652000 308326 -209543 1513543
iguales
Prueba T
Estadisticas de grupe
§ Desv. Diasv. Error
el Grupo_Vaniedad N Media Desviation promedio
CACuprac  Honeydew 3 1531133 486595 2,80936
Cantaclups 3 1076833 241473 1,30415
:r PFrueba de muestras independientes
Prugba de Levens d¢ igualdad
de varlanzas prusbat para la igualdad de medias
95% de intervalo de comianza
Diferencia de de |3 diferencls
Diferencia de errar
F Sig t gl Sig. (bilateral) medias estindar Infarior Supariar
CACuprac  Se asumen varianzas 949 385 1381 4 oo 43,63000 313628 3492235 §1,33765
iuales
Mo @ asuman varianzas 13 29029 001 4363000 313626 3351022 5374078
Iguales
Prueba T
Estadisticas de grupo
Desv. Desv. Emmor
Grupo_Vanedad N Media Desviacidn promedio
CADPPH  Honeydew 3 1182333 1570011 9,06446
Cantaolups 3 87,4733 1609013 9,28964
Prueba de muestras independientes
Prugba de Levene de igualdad
de varlanzas prugba t para |a igualdad de medias
95% de intervalo de confianza
Oierencia g8 de |a diferencia
Difarancia da wrror
F Sig. 1 gl Sig. (bilataral) medias estandar Inferior Suparior
CADPPH  Se asumen varianzas ooe 932 2370 4 077 30,76000 12,97928 -527627 66,70827
iguales
Mo se asumen varianzas 23710 3,808 77 30,76000 12,97028 -5,28483 66,80483
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