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Resumen

Actualmente, productos alimenticios consumidos por la especie humana mayoritariamente con-
tienen antioxidantes sintéticos, por lo cual se buscan alternativas de antioxidantes naturales. E/
chile ancho (Capsicum annum L. grossum sendt.) y e/ romero (Rosmarinus officinalis L.) son utili-
zados en la alimentacion como especias y contienen metabolitos secundarios como polifenoles
y flavonoides. Se realizaron extracciones del chile ancho y romero de polifenoles a diferentes
proporciones de etanol:agua y se determind el andlisis cualitativo de polifenoles totales por el
meétodo de Folin-Ciocalteou y su actividad antioxidante comparando con BHA y BHT. Los resultados
obtenidos muestran que los extractos de chile ancho y romero poseen una elevada cantidad de
polifenoles y actividad antioxidante.
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Abstract

Currently foodstuffs consumed by the human species, which are principally containing
synthetic antioxidants, which are seeking alternatives to natural antioxidants. The broad
chili (Capsicum annuum L. grossum sendt.), Rosemary (Rosmarinus officinalis L.) are used in
nutrition as spices contain secondary metabolites such as flavonoids and polyphenols. We
extractions of broad chili and rosemary polyphenol different proportions of ethanol:water
was determined and qualitative analysis of total polyphenols method Folin-Ciocalteou and its
antioxidant activity compared with BHA and BHT. The results show that extracts of rosemary
and broad chili have large amounts of polyphenols and high antioxidant activity.
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Introduccion

En los ultimos afos se han investigado fuentes
alternas de antioxidantes naturales. Esta busqueda
se basa principalmente en la extraccion de polife-
noles y flavonoides. Los polifenoles son metabo-
litos secundarios generalmente extraidos de las
plantas. Los compuestos llamados colectivamente

flavonoides poseen 13 subclases, con un total de
mas de 4000 compuestos (Eskin y Robinson, 2001;
Haworth, 2003).

Los antioxidantes se clasifican en dos principales
categorias: primarios y secundarios. Los antioxi-
dantes primarios son aquéllos que reaccionan
con especies reactivas de oxigeno (ERO). Las ERO
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son varias formas de activacion del oxigeno, que
incluyen a los radicales libres como iones de supe-
roxido (O,7) y radicales hidroxilo (-OH) (Rajeshwar
et. al., 2005). Los antioxidantes secundarios actian
debido a numerosos mecanismos, reduciendo
la velocidad de oxidacion de lipidos por varias
acciones, pero sin estabilizar a las ERO. También
pueden desactivar metales pesados prooxidantes
o ceder hidrégeno a los antioxidantes primarios
provocando su regeneracién (Harborne, 1994;
Akoh y Min, 2002).

Los antioxidantes pueden actuar en los alimentos
por diferentes mecanismos: (1) atrapan a radica-
les libres que inducen reacciones de iniciacion
de oxidacion, (2) inactivan iones metalicos, (3)
quitan las especies reactivas de oxigeno como
radicales libres, (4) rompen la cadena de reaccio-
nes de iniciacién y (5) reducen los peréxidos para
prevenir la formacién de radicales libres (Eskin y
Robinson, 2001).

El romero y el chile ancho se han usado como
especias. Los extractos de éstos han generando
interés en la industria alimenticia a raiz de sus
propiedades antioxidantes.

Objetivo

Realizar la extraccion etandlica (etanol: agua) de
compuestos polifenélicos en muestras de chile
ancho (Capsicum annum L. grossum sendt.) y ro-
mero (Rosmarinus officinalis) y evaluar su actividad
antioxidante compardndolos con antioxidantes
sintéticos (BHA y BHT).

Método

Las muestras de chile ancho y romero se adquirie-
ron en el mes de septiembre en el Mercado de la
Merced, del Distrito Federal, lugar especializado
en la comercializaciéon de productos agricolas.
Las muestras presentaron un grado de madurez
adecuado. Los estadndares utilizados fueron gra-
do reactivo. Los reactivos y solventes empleados
fueron grado analitico (J. T. Baker).
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Extraccion

Los extractos se obtuvieron mediante el uso de
soluciones etanol:agua, empleando diferentes
proporciones volumen/volumen (v/v) de etanol y
agua (0:100, 25:75, 50:50, 75:25, 100:0) (Pietta et
al., 1998; Almeida-Doria y Regitano-D’arce, 2000;
Kaur y Kapoor, 2002; Zaporrozhets et al., 2004;
Almaraz et al., 2004; Vourela et al., 2005). De expe-
rimentaciones previas en el laboratorio, se llegé a
la determinacién de mezclar 1 g de romero o chile
ancho por cada 5 ml de mezcla etanol:agua.

Las muestras de romero y chile ancho se llevaron a
un horno de secado Marca FELISA, Modelo FE-230,
a 35 °C por 24 horas. Transcurrido este tiempo,
se molieron hasta obtener particulas finas de la
muestra, pasando por malla no. 20. A continuacién
se agrego cada una de las proporciones correspon-
dientes de la mezcla de etanol:agua y se mezclaron
en un agitador magnético durante 10 minutos.

Presencia de polifenoles

El andlisis cualitativo de polifenoles en los extrac-
tos se determiné por la metodologia modificada
de Madhujith y Shahidi (2005), a partir de la re-
portada por Singlenton y Rossi (1965).

El extracto se diluy6 hasta un volumen de 100 ml.
Posteriormente, se tomé 1 ml de la muestra y se
adicioné 1 ml del Reactivo de Folin-Ciocalteau, se
agito y se agregaron 8 ml de Na,CO;3 (0.7 M). Se dejo
reposar en oscuridad a temperatura ambiente por
2 hy finalmente se ley6 la absorbancia a 765 nm en
un espectrofotémetro VARIAN CARY, Modelo 50
BIO (VARIAN, Sprinvale, Australia). Cada muestra
se analizoé por triplicado y la presencia de polifeno-
les se determind a partir de una curva patrén que
contenia de 20 a 200 mg de catecol por ml.

Capacidad antioxidante

La evaluacién de la actividad antioxidante de los
extractos se determiné empleando la metodologia
de Re et al. (1999).

El cation de ABTS.* (2,2'-azinobis-(3-etilbezotia-
zoline-6- acido sulfénico) se obtuvo mediante
la oxidacion quimica con persulfato de potasio,
disolviéndose en agua hasta una concentracién de
7 mm, para posteriormente reaccionar con persul-
fato de potasio (2.45 mm concentracién final). Para
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su oxidacion completa, se dejé reposar la mezcla
ABTS.*-persulfato de potasio en oscuridad total y
a temperatura ambiente por 18 horas.

Para la evaluacion de la capacidad antioxidante
de los extractosy el radical ABTS.*, las muestras se
diluyeron con etanol hasta un volumen de 10 ml.
La concentracion empleada fue de 4 mg/ml tanto
para los extractos como para los antioxidantes
BHA y BHT.

Las muestrasy el ABTS." se mantuvieron a tempe-
ratura constante de 30 °C. Posteriormente, se tomé
una alicuota de 980 pL de la dilucion del ABTS.*
y se le midio la absorbancia en un espectrofoto-
metro VARIAN CARY, Modelo 50 BIO (VARIAN,
Sprinvale, Australia), a una longitud de onda de
734 nm hasta obtener una absorbancia de 0.700
+ 0.01. Posteriormente, se agregaron 20 pL de
la muestra correspondiente de antioxidante, se
agito y después de un minuto se volvié a medir
la absorbancia. Del porcentaje de inhibicién de la
absorbancia a 734 nm inicial y final, se considerd
la capacidad antioxidante.

Los resultados obtenidos se sometieron a un anali-
sis de varianza y a una prueba de Tukey, emplean-

do el programa Statistical Analisis System, Versién
6.0 (SAS Institute, Cary, North Carolina).

Resultados
Extraccion de compuestos polifendlicos

La tabla 1 muestra los resultados obtenidos en
la extraccién de polifenoles dependiendo de la

Tabla 1. Analisis de medias para los resultados de la extraccién
de polifenoles romero y chile ancho dependiendo de la mezcla
de etanol:agua (V:V)

Proporcién Tipo de muestra
de
Romero Chile ancho
Etanol/Agua mg/mL mg/mL
0:100 247 °® 645°
25:75 413° 609 °
50:50 9314 25784
75:25 1048 * 218 ©
100:0 847" 168 °
A8 Medias con la misma letra no son significativamente
diferentes (P<0.05) para la mezcla etanol:agua.

Actividad antioxidante

En la figura 1 se observa la actividad antioxidan-
te de los extractos de romero y chile ancho y de
los antioxidantes BHA y BHT. Esta actividad fue
dependiente del numero de grupos hidroxilo
(OH) que contenian los polifenoles extraidos
(Rice-Evans et. al., 1996; Burda y Oleszek, 2001;
Genovese et al., 2005).

Figura 1. Capacidad antioxidante de los extractos de romero,
chile ancho, BHA 'y BHT

mezcla etanol:agua (v:v). Se observé que la con-
centracién mas alta de polifenoles de romero se 2 /
obtuvo a mayores proporciones de etanol, esto es, £ 100 _
50:50, 75:25 y 100:0. En el caso del chile ancho se 3 80 / 7% “‘“%“
encontré una gran variabilidad de los valores de § /’ 29557 \
polifenoles presentes, ya que para la proporcion %‘ 60 e 52255 \
50:50 etanol:agua se obtuvo una gran cantidad o) B 255%% \
de polifenoles, casi 4 veces mas que en las otras E i \
proporciones de etanol:agua. % 20 // \
( y,
0
|G Romero 0 Chile ancho @ BHA & BHT|
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Discusion

El anélisis estadistico mostré que hubo un efecto sig-
nificativo (P<0.01) correspondiente a la proporcién
de etanol:agua que varié la cantidad de polifenoles
extraidos de romero y chile ancho.

Los resultados obtenidos para la extraccion de
polifenoles nos sugieren que la composicion de los
extractos de romero y chile ancho es diferente, ya
que para romero, a mayor proporcién de etanol
en la mezcla, la cantidad de polifenoles extraidos
aumento, siendo mayor a una proporcién de 75:25
de etanol:agua. Se ha reportado que los compuestos
principales del romero son acido rosmérico, carnosol
y acido carnosélico (Andersen et al., 2005) y flavo-
noides (Pérez, 2003 y Kuskoski et al., 2005).

El mejor extracto con actividad antioxidante (figura
1) fue el correspondiente a la muestra de romero
con un 89%, debido a que los componentes prin-
cipales del extracto poseen caracteristicas de ser
excelentes antioxidantes (Andersen et al., 2005). El
extracto de chile ancho presenté un 52% de activi-
dad antioxidante aun cuando predominantemente
contiene una gran variedad de compuestos como
carotenoides, flavonoides (Sun et al., 2007), acido
ascorbico, capsaicinoides, quercetina y luteolina
(Lee et al., 1995; Martinez et al., 2006), los cuales
presentan una capacidad antioxidante menor a la
de los componentes del romero y a las muestras
de BHA y BHT.

Los resultados de la actividad antioxidante mostra-
ron que existe una diferencia significativa (P>0.05)
entre los extractos de chile y romero. El extracto
de romero tuvo una capacidad antioxidante equi-
valente al BHA y fue el mejor antioxidante con una
actividad del 91%, como lo refiere AlImeida-Doriay
Regitano-D'arce (2000) y Yesil-Celiktas et al. (2007).
La capacidad también fue superior al BHT con una
actividad antioxidante del 77%. Por esta razon, el
extracto de romero pueden ser considerado como
un excelente compuesto antioxidante ya que pre-
senta una elevada inhibicién ante los radicales libres
(Ozkan et al., 2004).
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Conclusion

La proporcion etanol:agua con un mayor rendi-
miento, en cuanto a la extraccion de polifenoles
en muestras de romero, fue de 75:25, mientras que
para muestras de chile ancho la mejor fue de 50:50,
lo cual es un factor que influye en el momento de
elegir la proporcion adecuada. La actividad antioxi-
dante que presentan los extractos de romero y chile
ancho es alta de manera general; sin embargo, el
extracto de romero es equiparable al antioxidante
mas empleado en la industria de los alimentos que
es el BHA. Podemos establecer, de acuerdo a los
resultados obtenidos, que se puede emplear el
extracto de romero como fuente principal de an-
tioxidante para el uso en alimentos. Estos resultados
abren la puerta para la utilizacién en el futuro de los
extractos de romero y chile ancho como sustitutos
de antioxidantes sintéticos.

En los extractos de chile ancho, con una mayor pro-
porcion de agua, hay mas presencia de polifenoles
y es mayor la cantidad de éstos a una proporcion
de 50:50 en la mezcla. Los extractos de romero
muestran un comportamiento similar; sin embargo,
la mayor presencia de polifenoles fue al emplear
una proporcion de 75:25. Este efecto se debe pre-
dominantemente a la composicién quimica del
extracto, pues cada proporcién de etanol:agua
utilizada presenta una polaridad diferente y por
tal motivo se generan contrastes en la extraccion
(Zaporrozhets et al., 2004). Muestra de ello es lo
reportado por Lee et al. (1995) y Martinez et al.
(2006), quienes reportaron que los principales
compuestos presentes en muestras de chile ancho
son: acido ascorbico, carotenoides, capsaicinoides,
quercetina, luteolina y flavonoides. @
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