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Resumen

El presente trabajo de investigacion, trata sobre la “caracterizacion de la composicion
fitoquimica y la naturaleza de los principios activos de las hojas y frutos del arbol
Anacardium Occidentale (marafion) de Costa Rica para su aplicacion en la industria
farmacéutica”. El objetivo es cuantificar los componentes de los aceites obtenidos y
comprobar la actividad farmacolégica y valor nutricional de los mismos por medio de pruebas
en el laboratorio.

Por medio de este estudio, se logra alcanzar una trascendencia social importante en el
ambito medicinal, cultural y socioecondmico; teniendo en cuenta que la utilizacion de este
potencial natural, resulta ventajoso y econdémico frente a la medicina convencional. Por lo
tanto, este proyecto resolvio y busca seguir resolviendo las problematicas relacionadas con el
desaprovechamiento de las plantas medicinales encontradas en nuestro entorno social y
natural, de manera que, se brindaran conocimientos a la comunidad sobre sus usos,

aplicaciones, localizacion y beneficios.

La investigacion tiene un enfoque cuantitativo, la recoleccion de los datos se
fundamenta en la medicion, y se analizaran los resultados siguiendo métodos estadisticos, los
cuales le proveeran certeza y un alto grado de confiabilidad al estudio. Se analizaran las
propiedades terapéuticas del Anacardium Occidentale de Costa Rica. En Costa Rica se
produce en toda la provincia de Guanacaste y Puntarenas, asi como en los cantones de
Esparza, Puriscal, Orotina y San Mateo. Este estudio se enfocara en los arboles provenientes

de la zona de Miramar de Puntarenas.

Los datos obtenidos en este estudio llevaron a la conclusion que la mayoria de las
partes del arbol estudiado presentan un aporte entre intermedio y alto de fenoles totales, y
entre moderada y elevada actividad antioxidante, lo que potencializa sus posibles propiedades

nutracéuticas, asi como sus beneficios para la salud.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

Planteamiento del problema

En el presente trabajo de investigacion, se aborda el estudio de la composicion
quimica y la naturaleza de los principios activos de la especie Anacardium Occidentale,
también conocida como arbol de marafién. Tomando en cuenta que el arbol de marafion es
nativo de América, y comun en Costa Rica, es de interés estudiarlo con el fin de dar a conocer
su caracterizacion y valoracién, asi como lo necesario para determinar su actividad

farmacoldgica y como consecuencia, sus principales aplicaciones en el campo de la Farmacia.

Las plantas sintetizan diversos compuestos para su funcionamiento llamados
metabolitos primarios (aminoacidos, carbohidratos, lipidos, glicéridos, acidos nucleicos) y
metabolitos secundarios (terpenos, fenoles, glucésidos y alcaloides) que intervienen en sus
interacciones ecoldgicas con el ambiente. Con respecto a tales compuestos, Hernandez y
Pabon (2012), los describen de la siguiente manera: “Los metabolitos secundarios
desempefian funciones de defensa, actian como agentes alelopéticos, para encantar a los
polinizadores o atrayendo a los animales que utilizan los frutos como alimento y que

contribuyen a la dispersion de las semillas” (pp.194-196).

El conocimiento de estos metabolitos a partir de aceites esenciales de las plantas,
sustancias altamente lipofilicas de bajo peso molecular y mezclas complejas de compuestos
organicos volatiles (Lopez 2010, p. 9), ha favorecido el desarrollo de la fitoquimica a través
de la incorporacién de nuevas técnicas de extraccién, purificacion e identificacion de
moléculas activas. Segun Almeida, Hermosilla, Martinez, Martinez y Soto. (2012): “Las hojas
del Anacardium Occidentale presentan metabolitos y contenidos Optimos de minerales,
electrolitos, acidos grasos monoinsaturados, fitoesteroles y proteinas solubles, por lo que se le
atribuyen propiedades medicinales como hipoglucemiante, antihipertensiva, astringentes,

antihelmintica y antiinflamatoria” (pp. 320-322).

Asi mismo con los avances de la farmacologia se han logrado aislar compuestos bio-
activos para ser usados como principios activos de medicamentos. Segun datos de la
Organizacion mundial de la salud “El 25% de los farmacos que se prescriben contienen uno o
mas principios activos derivados de una planta” (OMS, 2016). Los medicamentos clasicos

derivados de plantas son la digoxina, para el corazon, la ergotamina, eficaz contra la migraia,
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la pilocarpina, utilizada como tratamiento para el glaucoma, la efedrina, la cual se prescribe

en problemas respiratorios y la atropina, en anestesia. (Dominguez, 2014, pp.7-10).

Al mismo tiempo, el doctor Dominguez (2014) menciona: "La botanica cientifica y la
quimica organica sentaron a finales del siglo XVIII las bases de la terapéutica farmacoldgica
de hoy. Para encontrar sustancias en las plantas, que méas tarde se convertiran en moléculas
terapéuticas en el laboratorio” (pp.7-10). Por esta razdn, resulta preciso caracterizar muy bien
la especie botanica, identificar los principios activos de la planta y extraerlos, para luego,
modificarlos quimicamente con el fin de optimizar sus propiedades y su rendimiento

terapéutico.

Con el interés que ha despertado la medicina natural, hoy en dia, crece el nimero de
estudios que exponen la utilidad de las plantas para el tratamiento de diversas afecciones. Sin
embargo, la mayoria no estan suficientemente documentadas. Son utilizadas de manera
conjunta o en sustitucion de la medicina convencional con la idea de que son inofensivas, y el
conocimiento existente para su preparacion y prescripcion se ha llevado a cabo bajo bases
empiricas. Asi mismo, la literatura refiere informacion sobre la caracterizacién fitoquimica de
las hojas y frutos del Anacardium Occidentale, no obstante, estas determinaciones son

insuficientes.

Siendo esto un gran problema, que afecta a la sociedad en general, por inexistencia de
estudios y pruebas que demuestren la actividad terapéutica de la especie del arbol de marafién,
se llega al siguiente cuestionamiento: ¢Cual es el método de extraccion apropiado para la
obtencion del aceite esencial?, (Qué actividad farmacoldgica exhibe?, (Cuél es el principio
activo?, ¢Qué organo del arbol tendrda mas relevancia en la medicina?, ;Qué ganancia

medicinal se podra obtener de los desechos de la fruta?.

En este se tratard de, dar respuestas a las interrogantes anteriores y a partir de lo
mencionado, se visualiza el propdsito planteado de la investigacion formulando la siguiente
pregunta: ¢Cual es la composicion fitoquimica y la naturaleza de los principios activos de las
hojas y frutos del arbol Anacardium Occidentale (marafion) de Costa Rica para su aplicacion

en la industria farmacéutica?
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Hipdtesis

El aceite obtenido de las hojas y del receptaculo presenta actividad antioxidante por su

contenido de polifenoles y terpenos.

Las semillas contienen elevados niveles de acidos grasos monoinsaturados, entre ellos

el &cido oleico, los cuales aportan beneficios para la salud y un valor nutricional importante.

Los residuos de las céscaras de las semillas son aprovechables para la industria

farmacéutica, generando aportes: nutricionales y medicinales a la sociedad.

Objetivos
Objetivo General

Analizar la composicion fitoquimica y la naturaleza de los principios activos de las
hojas y frutos de la especie Anacardium Occidentale (marafién) de Costa Rica, para su

aplicacion en la Industria farmacéutica.

Objetivos Especificos.

Identificar los componentes del aceite obtenido de las hojas y frutos de la especie
Anacardium Occidentale utilizando cromatografia de gases.

Cuantificar los componentes del aceite obtenido de las hojas y frutos de la especie

Anacardium Occidentale utilizando cromatografia de gases.

Comprobar alguna posible propiedad activa y valor nutricional de los aceites de las
hojas y frutos del Anacardium Occidentale por medio de pruebas en el laboratorio.

Justificacion

La investigacion es conveniente, debido a que la especie analizada, es un arbol nativo
de Costa Rica, ampliamente conocido, asi mismo, se ha observado que la poblacién local
consume el fruto: pseudofruto y semillas por su alto contenido de nutrientes; se ha utilizado
como antidiarreico y nutracéutico, como alimento que aporta beneficios a la salud e incluso
para prevenir enfermedades. Sin embargo, la caracterizacién fitoquimica de sus extractos es
insuficiente por lo que resulta favorable una investigacion cientifica que demuestre la validez

de muchas de estas propiedades.
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El trabajo genera provecho por el posible uso que se le dard al Anacardium
Occidentale como fuente de medicina, ademas por ser un recurso natural oriundo del territorio
costarricense, es factible su cultivo y produccion. Consecuentemente, la poblacion puede
adquirir los frutos, flores y hojas con facilidad. Lo mencionado promovio que el estudio se
enfoque en caracterizar la composicion fitoquimica y la naturaleza de los principios activos de
la especie vegetal para darle validez cientifica al conocimiento terapéutico popular, que existe

actualmente en Costa Rica.

Segun Almeida et al. (2012) “Las plantas medicinales son aquellas que contienen en
algunos de sus Organos, principios activos” (p. 322). En la actualidad el uso de plantas
medicinales es una préctica comdn alrededor del mundo. De acuerdo con estadisticas de la
Organizacion Mundial de Salud, “80% de la poblacion de los paises en desarrollo recurre a
distintos tipos de ellas para satisfacer o complementar sus necesidades médicas que aumentan
cada ano” (OMS, 2016). Lo cual hace constar que la medicina natural se ha utilizado para

mantener la salud, prevenir y tratar enfermedades.

Como se menciond anteriormente, el estudio se proyecta en dar a conocer a la
poblacién costarricense el uso y las aplicaciones medicinales del Anacardium Occidentale,
buscando a la vez que se adopten medidas de preservacion, cuidado y manejo a la hora de
utilizar dicho recurso. Pretendiendo asi, obtener un mejor aprovechamiento mas no una
pérdida de esta especie tan importante, y su utilizacion en la cura y prevenciéon de

enfermedades.

Por medio de este estudio, se logra alcanzar una trascendencia social importante en el
ambito medicinal, cultural y socioecondémico; teniendo en cuenta que la utilizacion de este
potencial natural, resulta ventajoso y econémico frente a la medicina convencional. Por lo
tanto, este proyecto resolvio y busca seguir resolviendo las problematicas relacionadas con el
desaprovechamiento de las plantas medicinales encontradas en nuestro entorno social y
natural, de manera que, se brindaran conocimientos a la comunidad sobre sus usos,

aplicaciones, localizacion y beneficios.

En cuanto a las implicaciones practicas de la investigacion, se desarrollara una
alternativa natural y efectiva que mejora la salud de la poblacion. Lopez (2010) menciona: “El
fruto del marafion tiene alto contenido de aceite compuesto por acidos grasos y otros lipidos

fenolicos, entre ellos los &cidos anacardicos (acidos 6-alquil-salicilicos), los que le confieren
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actividades bioldgicas como antioxidante, antibacteriana y antifungicas” (p. 2). De esta
manera, al obtener resultados terapéuticos positivos de los extractos, se podra tratar diversas
afecciones de una manera econdémica y sencilla con métodos naturales que resulten menos

agresivos para el organismo humano.

En relacién con el uso de las plantas como medicina natural, existe un gran
desconocimiento sobre como emplearlas, sus principios téxicos y su dosificacion para lograr
efectos terapéuticos, de modo que el estudio de esta especie vegetal pretende entender los
beneficios y riesgos del uso de esta como medicamento, para lo cual es necesario aprender a
reconocerla, aislar sus principios activos y, toxicos y comprender sus mecanismos de accion.
También, se ampliara el conocimiento que existe actualmente para contrarrestar la dificultad
que presentan las personas desinformadas para correlacionar la variada sintomatologia con el

contacto o la ingestion de la especie vegetal a estudiar.

Las plantas medicinales contienen principios activos, que si bien son los responsables
de las propiedades terapéuticas que se les atribuyen, también lo son de las intoxicaciones y
reacciones adversas que pueden aparecer si se emplean en dosis inadecuadas o por periodos
prolongados. (Pacheco, Gonzélez, Barrios y Gurovich, 2016, pp. 2-5). La falta de informacion
objetiva y actualizada sobre los posibles riesgos y beneficios que provoca el uso de las plantas
medicinales, es una de las causas principales de la alta auto medicacion por parte de la

poblacién, alegando que son inocuas y mas seguras, por el simple hecho de ser naturales.

Por lo mencionado anteriormente, la investigacién pretende contribuir con la
educacién de la comunidad y de muchos profesionales de la salud relacionados con este tema
y, para de esta forma garantizar el bienestar del paciente, elevar su calidad de vida, asi como
también el uso eficaz, seguro y racional de la planta medicinal por analizar. Por lo
trascendente que resulta el desconocimiento, existe la necesidad de la divulgacion y
conocimiento de aspectos importantes de la especie, de manera que se propondra a partir de
los resultados arrojados de la investigacién nuevas aplicaciones para la Industria

farmacéutica.

Ademas, cabe destacar que el estudio tendra una metodologia rigurosa, cuya finalidad
es buscar validez en la informacion y en los resultados obtenidos, los cuales brindaran un

aporte importante en la medicina natural.
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Antecedentes

Para la recoleccion de los antecedentes nacionales e internacionales relacionados con
esta investigacion, se utilizaron bases de datos electrdonicas tales como la base cientifica de
datos BINASS, Pubmed, EBSCO, MEDES y BioMed Central, asi como bases de
universidades internacionales con gran autoridad en el tema de estudio; en cuanto a bases de
datos a nivel nacional, se destacan de la Universidad de Costa Rica (UCR), la Universidad
Iberoamericana (UNIBE), la Universidad Latina de Costa Rica (U latina) y la Universidad

Internacional de las Américas (UIA).

Después de la busqueda exhaustiva de la informacion se lograron identificar siete
antecedentes internacionales y cinco antecedentes nacionales, los cuales se describiran a

continuacion:

Internacionales

La “Comparacion de dos métodos de extraccion de aceite Esencial utilizando Piper
Aduncum (cordoncillo) procedente de la zona cafetera” de Albarracin (2003), compara las
técnicas de hidrodestilacion y arrastre con vapor de acuerdo al rendimiento del aceite, tiempos
de extraccion, propiedades evaluadas y componentes identificados. De esta manera, se valora
los métodos a emplear para la extraccion del aceite a analizar, asi mismo se determina las
ventajas y limitaciones de cada uno de ellos y se concluye que para obtener un mejor
rendimiento la técnica de hidrodestilacion es la mas viable, la cual consta en llevar a
ebullicion una solucion de un material vegetal aromético, y a partir de esto los vapores

generados se condensan y recolectan posteriormente.

El estudio de Drago, LOpez y Sainz del 2007 en México “Componentes bioactivos de
alimentos funcionales de origen vegetal” se fundamenta en la descripcion de algunos
fitogquimicos presentes en estos alimentos, de especial interés en la industria farmacéutica para
la obtencion de farmacos inocuos y efectivos para el tratamiento de diversas enfermedades.
Por medio del cual, se enfatiza la aplicacion racional de componentes bioactivos de plantas
comestibles, ademas, brindard un conocimiento profundo de las propiedades farmacoldgicas,

con el fin de estimar sus efectos terapéuticos y potencial de toxicidad.

La tesis de Lopez realizada en el 2010 en Meéxico, titulada “Aislamiento y
cuantificacion de acidos anacéardicos en la especie de Anacardium Occidentale (marafion) de

la region de Tezonapa” de la Universidad Veracruzana, se fundamenta en extraer, purificar y
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cuantificar los &cidos anacardicos presentes en el fruto del marafién, se utilizd6 como método
de identificacion la cromatografia liquida de capa fina. Lo anterior resulta provechoso, ya que
se exponen limitantes del HPLC, reflejando como mejor método de cuantificacion la
cromatografia de gases, la cual se utilizara en esta investigacion. La cromatografia de gases es
una técnica de separacion basada principalmente en fenémenos de particion entre una fase
movil gaseosa y una fase estacionaria constituida por un liquido muy viscoso retenido en el

interior de una columna cromatografica.

El estudio de Nufiez “Terapia antioxidante, estrés oxidativo y productos antioxidantes:
retos y oportunidades” realizada en el 2010 en Cuba, brinda informacién cientifico-técnica
sobre los productos antioxidantes, con el fin de estimular su consumo, el autor destaca el tema
del estrés oxidativo, el cual resulta ain poco conocido por una gran parte de la comunidad
cientifica. Este material sera de utilidad para dar a conocer la capacidad que presentan algunas
especies vegetales de disminuir la concentracion de radicales libres en el organismo humano

y, por tanto, mejorar el estado de salud de quien lo consume.

El articulo cientifico “Un acercamiento a la teoria de los radicales libres y el estrés
oxidativo en el envejecimiento”, realizado por los autores Céspedes, Rodriguez y Cruz en el
2012, expone algunas teorias del envejecimiento. Este trabajo es trascendental para la
comprension de la teoria de los radicales libres, el estrés oxidativo, y su relacion con el
envejecimiento. Los autores destacan que durante el metabolismo aerobio se producen de
forma incontrolable especies reactivas derivadas del oxigeno, por lo tanto, las
macromoléculas se dafian irreversiblemente, dafio que se acumula con el paso del tiempo, y
que da resultado una pérdida gradual de los mecanismos homeostaticos y la pérdida de la

capacidad funcional de la célula.

La investigacion titulada “Importancia de los antioxidantes dietarios en la disminucion
del estrés Antioxidantes: perspectiva actual para la salud humana” de los autores Delgado,
Betanzos y Sumaya en el 2010 en México, establece la importancia de realizar un cambio en
la dieta que incorpore alimentos con capacidad antioxidante para prevenir el dafio oxidativo.
Los autores explican la relacion existente entre el estrés oxidativo y enfermedades cronico
degenerativas. Dicho estudio resulta significativo al tomarse como referencia, para explicar el

mecanismo antioxidante de muchas fuentes exogenas.

La tesis de Calderdn realizada en el 2011 en Colombia, “Caracterizacion fitoquimica,

actividad antibacteriana y antioxidante de extractos de plantas medicinales utilizadas en
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Pereira y Santa Rosa de Cabal” se baso en recolectar las plantas medicinales de la region con
el fin de evaluar las que mas se prescribian (Cidron, malva, ortiga y perejil). Se evaluo la
actividad antibacteriana utilizando la metodologia de perforacion de placa de agar y se
obtuvieron resultados negativos en las actividades antibacterianas y resultados positivos en la
actividad antioxidante de las plantas. A partir del cual, se pretende buscar los metabolitos

activos con accion antioxidante y compararlos con los obtenidos en la investigacion actual.

En el estudio realizado en Cuba, 2012, “Metabolitos secundarios y actividad
antibacteriana in vitro de extractos de hojas de Anacardium Occidentale L. (marafién)” por
Almeida et al. se cuantificd los compuestos de las hojas de esta especie responsables de la
actividad antimicrobiana contra S. aureus, de este modo, se comparan tales metabolitos con
los obtenidos del aceite de marafién de Costa Rica y se establecen los posibles usos

medicinales de la especie.

El articulo de Hernandez y Pabon, “Importancia quimica de Jatropha Curcas y sus
aplicaciones biologicas, farmacoldgicas e industriales”, 2012, en la Universidad de la Salle,
Colombia, se basa en una revision exhaustiva de la importancia quimica y las aplicaciones
farmacoldgicas, bioldgicas e industriales de la planta Jatropha Curcas, ademas expone la
composicion quimica de la planta. Dicho estudio se tomo de referencia para demostrar la
importancia de la etnobotanica y los beneficios que se le pueden dar a recursos naturales

provenientes del territorio nacional.

La tesis de Perone del 2012, “El uso popular de marafién (Anacardium Occidentale L.
—franz eugen kohler— 1887) En Tabatinga (Amazonas, Brasil) y su potencial como planta
cicatrizante”, se baso en evaluar como la poblacion local de Brasil manipula la planta
Anacardium occidentale L. desde su colecta hasta su aplicacion como medicamento,
analizando la posologia, via de administracion y tiempo de tratamiento con la planta para la
cicatrizacién de heridas. Este resulta provechoso para comparar el modo de empleo que se la

da a la planta de estudio en el territorio nacional.

El estudio “Ejercicio fisico y los radicales libres, ¢es necesario una suplementacion
con antioxidantes?”, realizado por Gonzalez y Garcia en el 2012, facilita la recopilacion de
informacidn sobre los beneficios que provienen de la practica regular de ejercicio fisico y la
evidencia de que, durante su practica, aumenta la produccién de radicales libres que producen

dafo oxidativo en el tejido muscular, higado, sangre y, posiblemente, en otras estructuras. En
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este articulo se plantea una revision acerca de la necesidad de emplear un tipo de
suplementacion, asi como los posibles riesgos y/o beneficios que de ella se derivan.

El estudio “El envejecimiento y el estrés oxidativo” propuesto por Zorrilla en el 2012,
hizo referencia a algunos cambios fisicos que aparecen con la edad, asi como algunas
caracteristicas que evidencian la relacion entre la vejez y los radicales libres. Ademas, se
mencionan algunas de las acciones biologicas de los radicales libres de oxigeno sobre
moléculas como glucidos, lipidos, proteinas y acidos nucleicos. Lo anterior se aprovecha en el
actual estudio, ya que se refuerza los conceptos y teorias sobre los beneficios en la salud de
los antioxidantes naturales y los posibles usos que se le puede dar al marafion como agente

antioxidante.

La tesis elaborada por Sanchez en el 2013 “Consumo de antioxidantes naturales en
adultos mayores de 65 y 75 afios con dislipidemias”, en la Universidad Abierta
Interamericana de Argentina, tuvo como finalidad conocer los habitos alimentarios del adulto
mayor, en relacion a los alimentos con efectos antioxidantes. A partir del estudio, se recopilo
informacion importante sobre los antioxidantes naturales y esteroles vegetales, donde se
encuentran, que alimentos tienen propiedades antioxidantes y, la forma de poder aprovechar
sus nutrientes mediante el consumo de los mismos, facilitando su metabolizacion y absorcion
de nutrientes, ademas se analiza como podrian contribuir a la prevencion primaria o para el

control posterior de patologias ya instaladas.

El articulo cientifico “Capacidad atrapadora de radicales de oxigeno ORAC y fenoles
totales de frutas y hortalizas de Colombia”, realizado por los autores Zapata, Piedrahita,
Rojano en el 2014, se basé en estimar el contenido de fenoles totales y la capacidad
atrapadora de radicales de oxigeno (ORAC) en frutas y hortalizas. El contenido de fenoles
totales se determiné en la fraccion hidrofilica por el método de Folin-Ciocalteu. La actividad
antioxidante fue evaluada en la fraccidn hidrofilica y lipofilica por ORAC, lo cual resulto
provechoso para la actual investigacion ya que se desea comprobar la actividad antioxidante
del aceite de marafion por medio del ensayo ORAC.

El estudio, “Antioxidantes: perspectiva actual para la salud humana” elaborado por
Coronado, Radilla, Vazquez y Vega en el 2015, incluye un estudio exploratorio en la ciudad
de México, que establece, ademas del consumo, la percepcion de los participantes sobre los
productos con antioxidantes que tienen amplia difusion actual. Aporta datos sobre el beneficio

del consumo cotidiano de alimentos con antioxidantes, sobre todo de frutas y verduras y la
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proteccion que pueden proporcionar para prevenir los riesgos de padecimientos, aunque se
reitera que se requieren mas estudios. Como consecuencia se podran comparar los resultados
obtenidos de la presente investigacion sobre Anacardium Occidentale con la literatura

descrita en la revision bibliografica antes mencionada.

El estudio realizado por Zamora durante el 2015, titulado “Antioxidantes:
micronutrientes en lucha por la salud”, brindo un aporte que enriquece el conocimiento actual
sobre los antioxidantes y su papel en la salud humana. Se basé en un metaanalisis, donde se
menciona las principales fuentes endogenas y exogenas de antioxidantes, lo anterior resulta
provechoso ya que se aporta datos sobre el beneficio del consumo cotidiano de alimentos con
antioxidantes, sobre todo de frutas y verduras y la proteccion que pueden proporcionar contra

procesos infecciosos, inflamatorios y enfermedades crénicas como el cancer.

El articulo cientifico “Actividad ictiotdxica de extractos de dos especies colombianas
del género Meriania Swartz (melastomataceae)”, realizado por Aguirre, Aguirre, Hipdlito,
Colmenares, Ocampo, Jaramillo, y, Galvis en el 2016 en la Universidad de Caldas, Colombia,
explica la actividad ictiotoxica de las plantas de la familia melasstomataceae, ademas evalta
la presencia de los metabolitos activos responsables de tal accion. Este se utilizd para
comparar los métodos de extraccion que se emplearon para obtener el aceite de las hojas de la

planta.

Nacionales

La tesis “Factibilidad agroeconomica del cultivo de maraién (Anacardium
Occidentale L.) en la region Chorotega para industrializar la nuez”, realizada por Molina en la
Universidad de Costa Rica en el 2010, explica los usos del recurso natural a estudiar que le
dan los costarricenses, ademas, describe el rendimiento de las siembras existentes en el
territorio nacional y menciona problemas de plagas y enfermedades que puede presentar el
arbol de marafion. Por lo tanto, para realizar la actual investigacién resulta ideal conocer y
seleccionar la época del afio, en la cual existe mayor cosecha del fruto, asi como también,

reconocer las zonas del pais donde predominan estas especies vegetales.

El “Estudio de mercado de nuez y fruta confitada de maraiidén”, realizado por Solis y
Barrantes en el 2010 en San Jose, Costa Rica por el Ministerio de Agricultura y Ganaderia. Se
fundamentd en recopilar informacion sobre la comercializacion del marafion, asi mismo se
indica las principales zonas de produccién en Costa Rica y las condiciones Optimas para la

fructificacion y floracion del arbol de marafion. Por medio del estudio mencionado se logrd
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determinar el periodo apropiado para las fases de recoleccion y almacenamiento de las

muestras (hojas y frutos) a utilizar en la presente investigacion.

En la tesis “Estudio sobre la produccion y composicion de los vinos de naranja, mora 'y
marafion de Costa Rica”, realizada por Acuiia en la Universidad de Costa Rica en el 2012, se
estudid la composicion de los vinos obtenidos a partir de frutas, utilizando métodos quimicos.
Como resultados se obtuvo en el vino de marafion un elevado porcentaje de taninos,
sustancias quimicas naturales con accion antioxidante que ayudan a prevenir problemas
degenerativos de la salud. Ademas, se concluye que la capacidad de absorcion de radicales de
oxigeno, ensayo ORAC, es uno de los métodos méas precisos y destacados para demostrar

antioxidantes en una sustancia. Dicho método sera utilizado en la presente investigacion.

La tesis “Formulacion de una crema con base en el aceite extraido del fruto del
Anacardium Occidentale como tratamiento alternativo de verrugas vulgares e
hiperqueratosis”, elaborada por Wagner Gutiérrez, en el 2013 en la Universidad Internacional
de la Américas, se basd en la extraccion del aceite de la cascara del fruto de marafién por el
método Soxhlet y método de expresion. Ademas, se identificd grupos funcionales en el aceite
obtenido, entre ellos instauraciones y compuestos fendlicos. Finalmente se evalud la actividad
queratolitica in vitro en tejido cutaneo de cerdo e in vivo sobre la piel de conejos. Se obtuvo
resultados positivos, por lo tanto, se desea en la actual investigacion cuantificar la
composicion de los aceites de las hojas y frutos del arbol, buscando nuevos fines medicinales

del arbol Anacardium Occidentale.

El estudio “Composition, Chemical Fingerprinting and Antimicrobial Assessment of
Costa Rican Cultivated Guavas (Psidium friedrichsthalianum and Psidium guajava L.)
Essential Oils from Leaves and Fruits” (Composicién, huellas quimicas y evaluacion
antimicrobiana de las guayabas cultivadas en Costa Rica (Psidium friedrichsthalianum vy
Psidium guajava L.) Aceites Esenciales de Hojas y Frutas) realizado en la Universidad de
Costa Rica, por Arias, Granados, Molina y Villegas en el 2016, se basé en obtener el aceite
esencial de dos especies de guayabas y estudiar los compuestos volatiles. Para esto se
realizaron comparaciones entre ambas especias en distintas épocas del afio. Obteniéndose
compuestos aromaticos, terpenos y derivados de acidos grasos. Se encontré que las hojas de
P. guajava de la estacion lluviosa presentaron mayor actividad antimicrobiana contra las cepas
ensayadas. Se tomoO en cuenta la metodologia utilizada como referencia para la actual

investigacion.
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Proyecciones

A partir de esta investigacion, se brindard conocimiento tanto a estudiantes como a
profesionales de la salud sobre la perspectiva medicinal del &rbol Anacardium Occidentale de
Costa Rica. A la vez se estimulard el uso de la medicina natural como alternativa a la
medicina convencional. Para lo cual, se elaborara un resumen de los aspectos mas relevantes
derivados del estudio. Conjuntamente, se daran a conocer los resultados obtenidos de los
aceites de las hojas y frutos, también se brindard informacion sobre la efectividad de la

actividad antioxidante, valor nutricional y otros beneficios que aporta tal recurso natural.

Ademas, existe el interés de aportar fundamentos con validez cientifica, que puedan
ser utilizados y aprovechados por la industria farmacéutica especializada en la elaboracion de
productos en el area de los extractos naturales, de manera que puedan utilizar toda esta
informacién y desarrollar nuevas formas farmacéuticas a partir de los aceites esenciales
obtenidos. Para cumplir con este objetivo, como parte de la investigacion, se formulard una
crema topica con los principios activos del Anacardium Occidentale, la cual, méas adelante y
con la realizacion de més estudios cientificos, se buscaré establecer en el mercado nacional,
de manera que se genere un avance, al implementar y proveer un producto con propiedades

medicinales particulares que no esta a disposicion en el ambito nacional.

Finalmente, se contribuird al Centro de Investigacion en Nutricion Animal (CINA),
generando conocimientos sobre la nutricion, toxicidad, calidad e inocuidad al utilizar las
cascaras de la semilla de marafibn como nueva alternativa de alimentos para animales,
contribuyendo asi, con el fortalecimiento de la salud publica nacional. El proyecto final serd
publicado en la pagina web del Centro de Investigacion en Nutricion Animal (CINA), de la

universidad de Costa Rica en formato de articulo cientifico.
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CAPITULO II: MARCO TEORICO

A lo largo de este capitulo se proporcionara al lector una idea mas clara acerca del
tema a estudiar, basado en la composicion fitoquimica de los principios activos de las hojas y
frutos del arbol Anacardium Occidentale de Costa Rica, para su aplicacion en la industria
farmacéutica. Se encontrardn conceptos muy basicos, complementarios y especificos. Asi
mismo, se explicardn los fundamentos sobre las técnicas y métodos que permiten la

extraccion, purificacion e identificacion de los compuestos del arbol a estudiar.

A continuacion, se citaran principalmente a los autores Bonilla y Pazos (2010),
Alvarez y Bagué (2012), y, Cuéllar, (2016). Por medio de los cuales se abordara la base, el

origen y los principios del conocimiento tradicional y cientifico de la medicina natural.

Plantas medicinales

La OMS (2009) define planta medicinal como cualquier especie vegetal que contiene
sustancias que pueden ser empleadas para propésitos terapéuticos, 0 cuyos principios activos
sirven como precursores para la sintesis de nuevos farmacos. Se entiende por principio activo
vegetal, aquella sustancia con fines curativos especificos, que ayudan al cuerpo en su lucha

contra la infeccion (Bonilla y Pazos, 2010, p. 102).

El uso de plantas medicinales se ha dado desde tiempos prehistéricos hasta la
actualidad. EI hombre de forma empirica utilizé los elementos que la naturaleza le brindaba
para curar sus enfermedades y las de sus animales, este conocimiento se transmitié de

generacion en generacion y fue perfeccionandose con la experiencia (Calderon, 2011, p.12).

El estudio cientifico de las plantas potencialmente medicinales, trajo un nuevo
desarrollo de la etnobotanica, fitofarmacologia, fitoquimica, farmacognosia, y otras
especialidades que estudian las plantas medicinales desde el punto de vista cientifico,
basandose, fundamentalmente, en investigaciones dirigidas al establecimiento de la relacion

estructura y actividad.

A continuacion, se expondran algunas definiciones significativas para el mayor

entendimiento de la terapéutica natural.

Etnobotanica

El término etnoboténica fue usado por primera vez en 1895 por John Harshberger. Es

una disciplina que estudia el conocimiento desarrollado por cualquier sociedad en relacion al
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mundo vegetal. Es decir, la etnobotanica engloba tanto la manera como la sociedad clasifica
las plantas, asi como los usos que les da. (Posey 1986, citado por Bonilla y Pazos, 2010, p.3).
La industria farmacéutica se ha basado en este saber para la extraccion y elaboracion de

farmacos modernos.

Lo mencionado hace constar que los estudios etnobotanicos y de la medicina
tradicional permiten tener conocimientos de partida en el empleo de las plantas en la
terapéutica, a partir de estos se escogen especies a estudiar para la futura inclusién como

planta medicinal de actividad comprobada.

Fitofarmacologia

La fitofarmacologia es una nueva disciplina que intenta desarrollar métodos que
permitan evaluar las acciones medicinales de una planta, reconociendo cuales son mas activas
0 menos toxicas, sin tratar de aislar sus principios activos desde el inicio (Bonilla y Pazos,
2010, p.101). Por lo tanto, el estudio meticuloso desde el punto cientifico de la composicion
de las plantas ha dado a conocer con precision sus cualidades preventivas y curativas; asi

como las reacciones negativas 0 nocivas.

Farmacognosia y Fitoquimica

La farmacognosia es la parte de la farmacologia que estudia la accion de los
medicamentos naturales. Asi mismo, estudia el origen, estructura anatdmica y composicion
quimica de las drogas crudas o brutas y las fuentes de donde estas proceden. Rosales (2011)
define droga cruda como “Sustancias de origen animal o vegetal que no han sufrido ningiin
otro proceso que no sea recoleccion y secado”. (pp. 1-5). A su vez, la fitoquimica es una
especialidad que se deriva de la farmacognosia y se dedica al estudio quimico de las plantas

medicinales.

La fitoquimica tiene gran importancia en la determinacion de los componentes activos
de las plantas medicinales, su cuantificacion y andlisis de los efectos beneficiosos y
perjudiciales a la salud humana. Asi mismo, trata sobre los métodos de obtencion de esos
componentes activos, su clasificacion, y estudia los métodos analiticos para comprobar su
calidad. (Bravo, 2003, pp. 20-27). Existen més de 2000 fitoquimicos en las plantas, que se
agrupan en clases de acuerdo a su funcion y sus caracteristicas estructurales, a continuacion,

se estudiaran los principales.



Tabla 1. Clasificacion quimica de los terpenos y tioles.

Fuente: Instituto de Nutricion y Tecnologia de los Alimentos (INTA), 2017.




Tabla 2. Clasificacion quimica de los fenoles.

Fuente: Instituto de Nutricion y Tecnologia de los Alimentos (INTA), 2017.
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Propiedades de fitoquimicos en alimentos funcionales

Segln lo citado anteriormente, diversos compuestos bioactivos que poseen efectos
farmacologicos terapéuticos provienen de alimentos. Los autores Drago, LOpez y Sainz
(2007) definen alimentos funcionales, ‘“Productos alimenticios de origen animal o vegetal,
consumidos en la dieta diaria, que ademas de aportar nutrientes poseen componentes

bioactivos” (Drago, Lopez y Sainz, 2007, pp. 58).

Estos compuestos ejercen efectos farmacologicos que modulan funciones terapéuticas
en el cuerpo benéficas para la salud. Por lo tanto, en este apartado se abordaran las
propiedades farmacoldgicas de los fitoquimicos mejor caracterizados, los cuales se encuentran
presentes en alimentos funcionales de origen vegetal. Se citaran frecuentemente a los autores

Drago, Lépez y Sainz (2007).

Polifenoles

Los autores citados clasifican a los polifenoles como un conjunto heterogéneo de
moléculas con actividad antioxidante, entre ellos se incluyen a los fenoles acidos y
flavonoides. En términos generales, los fenoles acidos se caracterizan por tener un anillo
aromatico central. Se conoce que inhiben la actividad de agentes mutagenos, estimulan la
actividad de la enzima fenolsulfotransferasa, implicada en la destoxificacion de compuestos
metabolicos potencialmente toxicos y poseen actividad bactericida (Drago, Lopez y Sainz,
2007, pp. 58).

Asi mismo, los polifenoles inhiben la oxidacién de LDL (lipoproteina de baja
densidad) y de &cidos grasos poli-insaturados. La actividad antioxidante de los polifenoles se
ha relacionado con su capacidad prevenir falla cardiaca, ateroesclerosis, enfermedad
cardiovascular y neoplasias (Bravo, 2003, pp. 20-27).

Flavonoides

Los flavonoides son compuestos polifendlicos, se caracterizan por tener una estructura
de tres anillos formada de dos centros aromaticos y un heterociclo central oxigenado. Dentro
de los flavonoides se incluyen a las flavonas, flavanonas, catequinas y antocianinas (Drago,
Lopez y Sainz, 2007, pp. 58). Las flavonas, como la quercetina, se encuentran en la cebolla y
lechuga. Entre las catequinas figuran la catequina del vino rojo y la epicatequina del té.

Finalmente, en el grupo de las antocianinas figura la delfinidina presente en las cerezas y en la
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cascara de frutas con pigmentos oscuros coloridos (Bravo, 2003, pp. 20-27 y Drago, Lopez y
Sainz, 2007, pp. 58-59).

Figura 1. Estructura molecular de los flavonoides.

® ® o [
OH Z0oH

Flavonoide Flavan-3-ol Antocianina
0 O O
0 O o) ‘ OH ‘
Flavona Flavonona Chalcona

Fuente: Elaboracion propia, informacion procedente del CINA, 2017.

Estudios han demostrado que los flavonoides previenen la agregacion plaquetaria e
inducen la relajacion muscular. Junto con los proteoglicanos, los flavonoides ejercen un
efecto inhibitorio de los sintomas alérgicos. Algunos flavonoides como la procianidina B; y el
resveratrol, se encuentran presentes en extractos de semillas de uva y en la uva,
respectivamente, pueden aumentar la capacidad cerebral y la longevidad (Drago, Lopez y
Sainz, 2007, pp. 58-59, Rosales, 2011, pp. 1-5 y Bravo, 2003, p. 24).

Fitoestrogenos

Para Drago, Lopez y Sainz (2007), los cuatro grupos principales de fitoestrogenos son:
isoflavonas, cumestanos, lignanos y flavonoides. Los fitoestrogenos poseen importantes
propiedades farmacoldgicas, entre las que destaca su actividad estrogénica que ha sido
aplicada en terapias de reemplazo hormonal para el alivio de los sintomas asociados a la
menopausia y para la osteoporosis en mujeres en etapa del climaterio. (p.59). Otras
investigaciones han relacionado dichos compuestos con efectos benéficos contra el cancer de
prostata, obesidad y diabetes, asi como inflamacion, artritis, infarto miocéardico,

neurodegeneracion y cancer de mama (Rosales, 2011, pp. 5-7).



41

Lipidos vegetales

Para efectos de la presente investigacion, los lipidos vegetales que seran estudiados
con mayor detalle, y que destacan por su importancia nutricional y farmacologica, son los
isoprenoides y &cidos grasos esenciales. Los Isoprenoides se subdividen en los terpenos,

esteroides e isoprenoides mixtos. Dichos compuestos se describiran seguidamente.

Isoprenoides.

Diversas clases de lipidos que pertenecen a este grupo Se caracterizan por estar
formados por unidades repetitivas de isopreno. Como se mencioné anteriormente, los
isoprenoides se clasifican en: terpenos, esteroides e isoprenoides mixtos (Drago, Lopez y

Sainz, 2007, pp. 60-61). A continuacién, se hara mencion a cada uno de ellos.

Terpenos.

Se describen como moléculas lineales formadas de unidades poliméricas de isopreno
con propiedades antioxidantes que protegen a lipidos y componentes celulares del ataque de
agentes oxidantes como radicales libres de oxigeno, superoxido y grupos hidroxilo reactivos
(Drago, L6pez y Sainz, 2007, pp. 60-61). Los terpenos mejor conocidos son el escualeno y los
carotenoides, los cuales estan ampliamente distribuidos en productos vegetales verdes,

cereales y leguminosas, estos se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 3. Terpenos representativos en especies vegetales

Esculeno Carotenoides

Los mas conocidos son el B caroteno,
Contiene seis unidades de
Estructura : a caroteno, luteina, zeaxantina y
isopreno :
licopeno

Aceite de higado de tiburdn, : :
Fuentes : : : Vegetales amarillos y rojos
aceite de amaranto, oliva y trigo.

i Protegen la piel contra la radiacion
Propiedades  prniedades antioxidantes. Efecto raviolet oroniedad
£ i ultravioleta. ropiedades
farmacoldgicas benéfico en la prevencion de - : P
: antioxidantes, relacionadas en la
enfermedades cardiovasculares, » L
_ prevencion contra la peroxidacion de
reduce los niveles de colesteroly - :
- lipidos y acidos nucleicos,
de triacilgliceroles en sangre. o 5
aterogénesis y cancer.

Fuente: Elaboracién propia basada en Drago, Lépez y Sainz, 2007, pp. 60-61.



42

Esteroides.

Los fitoesteroles y fitoestanoles son los miembros mas importantes de este grupo, cuya
estructura es semejante al colesterol de origen animal (Drago, Lopez y Sainz, 2007, p. 61).
Estas moléculas no son sintetizadas por el humano, derivan exclusivamente de productos de
origen vegetal como aceite de maiz, germen de trigo, nueces, cereales y frijoles. Estudios
reportaron que los fitoesteroles y fitoestanoles inhiben la absorcion intestinal de colesterol,
por ello, su consumo se ha asociado con la disminucion del riesgo de enfermedades del
corazén (Rosales, 2011, pp. 5-7). También se ha reconocido que los fitoesteroles y
fitoestanoles poseen propiedades immunomoduladoras que podrian ser benéficas para la
prevencion del céancer de colon, cancer de mama y dafio tisular asociado a inflamacion
(Rosales, 2011, p. 19 y Drago, Lopez y Sainz, 2007, p. 61).

Isoprenoides mixtos.

Corresponden a los submiembros de la vitamina E como los tocoferoles (alfa, beta,
gama Yy delta) y los tocotrienoles. El o tocoferol es el que presenta la mayor actividad de
vitamina E. Los tocoferoles estdn méas ampliamente distribuidos en la naturaleza y son
abundantes en aceites de maiz, soya y oliva. A su vez, los tocotrienoles estan presentes con
relativa abundancia en el aceite extraido de la fruta de la palma (Drago, Lépez y Sainz, 2007,
p. 61).

Figura 2. Estructura quimica general de isoprenoides mixtos: tocoferol y tocotrienol.

Tocoferoles Tocotrienoles

Fuente: Elaboracién propia, informacion procedente del CINA, 2017.
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Tanto los tocoferoles como los tocotrienoles funcionan como antioxidantes, evitando
la oxidacién de lipidos. De ambos se dice que los tocotrienoles poseen mayor actividad
farmacoldgica, debido a la insaturacion de su cadena lateral. Ademas, la ingesta de estos se ha
asociado con la disminucion del riesgo de contraer cancer de mama y enfermedad
cardiovascular, asi como retrasar el envejecimiento de la piel (Rosales, 2011, p. 19 y Drago,
Lépez y Sainz, 2007, p. 62).

Acidos grasos esenciales

Los acidos grasos poli-insaturados poseen un grupo polar carboxilo unido a una
cadena hidrocarbonada de 16 a 20 atomos de carbonos, con uno o varios dobles enlaces
(Direccion de Investigaciones Nutricionales, 2008). Los autores Drago, Lopez y Sainz (2007)
explican que el organismo humano puede sintetizar cidos grasos saturados de nimero par de
carbonos, pero es incapaz de introducir dobles enlaces en el carbono 3 (C3) o 6 (C6) aunque
lo puede hacer en el C9, por ello, los &cidos grasos poliinsaturados (PUFA) n-3 y n-6 son
considerados como acidos grasos esenciales (EFAS) (p. 63). Por lo general, la letra griega

omega (®) es empleada en lugar de n- para denotar ®-3, ® -6 y ®-9.

Figura 3. Acidos grasos poliinsaturados de las series: n-3, n-6 y n-9

W/ZV\/\/\)LOH

acido linoléico (9Z,12Z-octadecadiendico)

\/_V_WV\/\)J\OH

acido linolenico (9Z,122,15Z-octadecatrienoico)

\/\/\/\/Z\/\/\/\)%H

acido oléico (9Z-octadecendico)

acido araquidonico (52,82,11Z,14Z-eicosatetraendico)

Fuente: Elaboracion propia, informacion procedente del CINA, 2017.
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Con respecto a la figura 3, cabe mencionar que corresponden a acidos grasos
octadecanoides (18 carbonos), entre ellos acido a linolénico (LNA), linoléico (LA) y oleico
(OA), los cuales son acidos grasos poliinsaturados de la serie n-3, n-6 y n-9, respectivamente.
Los acidos grasos esenciales n-3 y n-6 no son interconvertibles en el organismo, por lo que su
aporte debe de provenir, necesariamente, de fuentes exdgenas, tales como, aceites de pescado
(salmén, trucha y caballa) y fuentes vegetales como los aceites de lino, cartamo y nuez
(Drago, L6pez y Sainz, 2007, p. 63).

Entre las actividades farmacoldgicas atribuidas a los acidos grasos poliinsaturados se
encuentra la accion antiinflamatoria, debido a su capacidad de modificar la sintesis de
prostaglandinas y lipidos (Drago, Lopez y Sainz, 2007, p. 63). Inhiben la angiogénesis,
poseen actividad citotoxica sobre células tumorales y reducen los niveles de colesterol en

sangre (Rosales, 2011, p. 19 y Drago, L6pez y Sainz, 2007, p. 62).

Perfil de acidos grasos en aceites funcionales

En relacion a lo mencionado, Drago, Lopez y Sainz (2007) destacan que los acidos
grasos son los principales componentes de los triglicéridos que constituyen a los lipidos
alimentarios, que cominmente denominamos grasa. Las grasas junto con hidratos de carbono
y proteinas son los principales compuestos que se incorporan al organismo mediante la

ingesta de alimentos (p. 63).

La principal fuente de energia proviene de las grasas, de manera que éstas se
consideran como el recurso principal energéetico en el ser humano. (Aponte, Calderdn,
Delgado, Herrera, Jiménez, Ramirez, Rojas y Toro, 2008). Ademas, es importante aclarar la
relacion de la ingesta de grasa con sobrepeso, y destacar que realmente el consumo de grasas
es esencial para la salud. Es decir, aparte de ser fuente de energia tienen un papel fundamental
en la composicion y funcionalidad de las membranas celulares del organismo, entre otras

funciones.

Tipos de acidos grasos

Los autores mencionados clasifican los acidos grasos en 4 familias principales:
saturados, monoinsaturados (&cido oleico), poliinsaturados (acidos w6 y ®3) y trans, que
provienen de productos de fabricacion industrial y se consideran perjudiciales para nuestro
organismo. Ademas, se menciona lo indispensable de mantener un equilibrio entre el

consumo de los diferentes tipos de acidos grasos (Aponte et al. 2008). En general, se
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recomienda una ingesta baja en acidos grasos saturados y acidos grasos trans y un mayor

consumo de &cidos monoinsaturados y poliinsaturados.

Dentro de la familia de los poliinsaturados cabe destacar los acidos grasos linoleico y
alfa-linolénico, precursores de la serie @6 y ®3 respectivamente y se denominan esenciales
debido a que el organismo no los puede sintetizar, de manera que se deben ingerir a través de
la dieta (Drago, Lopez y Sainz, 2007, p. 63). Seguidamente, se hara un resumen de los tipos
de &cidos grasos mencionados, descritos por los autores Drago, Lopez y Sainz, (2007) y
Aponte et al. (2008).

Acidos grasos ®3.

Se ha demostrado que los 3 tienen numerosos beneficios, entre ellos, en los procesos
inflamatorios. Estudios de los investigadores Drago, Lopez y Sainz (2007), Alvarez y Bagué
(2012) y Calderdn (2011) revelaron que con el consumo de acidos grasos 3 se redujo la
inflamacion pulmonar, de tipo cronico, en personas fumadoras, asmaticas y con el
padecimiento de bronquitis de manera notable. Asi mismo, se describe la mejora del estado de
individuos con otras enfermedades inflamatorias tales como la enfermedad de Crohn, artritis
reumatoide y neumonia bacteriana y viral. Se explica dicha accién por sus propiedades de

suprimir y limitar la produccion de sustancias proinflamatorias.

Efectos anticancerigenos de los 3.

Se cree que el 80% de los tumores malignos son provocados por factores ambientales
y habitos de vida, de manera que se considera que podrian ser evitados mediante cambios en
la dieta. Los autores Drago, L6pez y Sainz (2007) relacionan el consumo de acidos grasos 3
para prevenir el cancer de mama, préstata y colon, entre otros, asi como a reducir el riesgo de
metastasis en enfermos de cancer, ya que se ha demostrado que estos tienden a reducir el

crecimiento de células cancerigenas, asi como a reducir la movilidad de las mismas (p. 65).

Reduccion del riesgo cardiovascular.

Drago, Lopez y Sainz (2007) indican que el consumo de ®3 reduce el riesgo de
dificultades vasculares por varios motivos, entre ellos previene la aparicion de arritmias por la
capacidad que tienen de estabilizar electricamente el corazon. Aumenta la esperanza de vida
de los infartados, ya que tienen un efecto antitrombotico, antiinflamatorio y vasodilatador. Y

finalmente, disminuyen la presion arterial y la triglicemia (p.65).
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Acidos grasos saturados.

Los acidos grasos saturados que comunmente componen de la grasa de una dieta son
los &cidos miristico, palmitico y estearico, se encuentran en una gran cantidad de grasas de
origen animal. Asociado a esto, tratamientos industriales como la hidrogenacion, que se aplica
en algunos aceites vegetales, aumentan la porcién de &cidos grasos saturados (Aponte,
Calderon, Delgado, Herrera, Jiménez, Ramirez, Rojas y Toro, 2008).

Acidos grasos monoinsaturados.

De los &cidos grasos monoinsaturados, el &cido oleico es el mas abundante y se
encuentra presente tanto en las grasas vegetales como animales. Se ha recomendado la
ingestion de &cidos grasos monoinsaturados, ya que disminuyen considerablemente los
niveles de colesterol LDL, esta lipoproteina de baja densidad, se encuentra asociada a
enfermedades cardiovasculares, ademas de modificar el colesterol HDL, lipoproteina de alta
densidad, la cual se relacionamcon efectos benéficos para la salud. (Aponte, Calderon,

Delgado, Herrera, Jiménez, Ramirez, Rojas y Toro, 2008).

Acidos grasos trans.

Los &cidos grasos trans son formas de &cidos grasos insaturados que contienen una
cadena lineal en lugar de una cadena doblada. Se forman como subproductos de la
hidrogenacion de aceites. No pueden ser metabolizados en el organismo y su consumo
cronico ha sido ligado a varias afecciones, por lo que su contenido debe ser regulado.
(Aponte, Calderdn, Delgado, Herrera, Jiménez, Ramirez, Rojas y Toro, 2008).

Ingestas recomendadas de acidos grasos

En general para la poblacion adulta se recomienda que el consumo de grasa represente
entre un 30% y un 35% del aporte total de energia. Si lo desglosamos en las diferentes clases
de acidos grasos existentes: Las grasas saturadas no deben aportar mas del 10 % del total de
energia. El &cido graso mayoritario debe ser el oleico (aceite de oliva) que debe suponer entre
un 15% y un 20% del total de energia. EI 5% restante debe proceder de los &cidos grasos
poliinsaturados (4% los ®6 y un 1% los o3) (Drago, LOpez y Sainz, 2007, p. 63).
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Analisis de grasas y acidos grasos

Por su relacion con la incidencia de enfermedades cardiovasculares, el estudio del
perfil de los acidos grasos en las principales grasas de los alimentos es de gran importancia.
La identificacion y clasificacion de estas depende estrictamente de su composicion en acidos
grasos. Por ejemplo, en las grasas animales como el sebo, el aceite de pollo y la manteca de
cerdo hay un alto contenido de &cido estedrico y miristico en comparacion con las grasas
vegetales. Este es un buen indicador de la pureza de las materias primas mismas (Drago,
Lopez y Sainz, 2007, p. 65).

A continuacién, se muestra el perfil lipidico de &cidos grasos de algunos aceites
funcionales caracteristicos en la dieta de la poblacion. Entre ellos el aceite de Oliva y el aceite
de Girasol, ambos aportan cantidades especificas de los diferentes tipos de acidos grasos
estudiados. Posteriormente seran comparados con el perfil lipidico obtenido del aceite de

marafion en la seccion IV de analisis y resultados.

Tabla 4. Composicion quimica del aceite de oliva.

Acidos grasos del aceite de oliva por 100 gramos

Grasas saturadas 13549
Acido palmitico 119
Acido esteérico 2,29
Grasas monoinsaturadas 73,79
Acido oleico 72,59
Acido palmitico 0,89
Acido eicosanoico 03¢
Grasas poliinsaturadas 8,449
Acido linoleico 799
Acido alfa linoléico 0,69

Fuente: Camona, Moreno y Vargas (2012).

Los autores Camona, Moreno y Vargas (2012) mencionan diferencias entre ambos
aceites, una de estas es la relacion de acidos grasos monoinsaturados y acidos grasos
poliinsaturados, ya que en el aceite de girasol predominan los segundos mientras que en el
aceite de oliva predominan los primeros. Ademas, expresan que es conveniente que en la dieta

existan méas grasa omega 3 que omega 6, por eso, se dice que el aceite de oliva tiene mejor
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perfil lipidico. Sin embargo, el aceite de girasol puede ofrecer una gran cantidad de vitamina
E que el aceite de oliva no tiene, y este micronutriente tiene un fuerte efecto antioxidante en el

organismo, que lo protege ante diversas enfermedades (Camona, Moreno y Vargas 2012).

Tabla 5. Composicion quimica del aceite de girasol.

Fuente: Camona, Moreno y Vargas (2012).
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Especie vegetal Anacardium Occidentale

La especie vegetal a estudiar en esta investigacion se conoce cientificamente como
Anacardium Occidentale. A continuacion, se hara una breve descripcion botanica y una

clasificacion cientifica de dicha especie.

Descripcion Botanica

El arbol del marafion crece con rapidez y puede llegar a tener una altura de seis a diez
metros. Es una fruta extravagante y de gran utilidad. Asi mismo, el fruto estd compuesto por
una semilla externa, pequefia y dura, de una forma singular; y un pedunculo més grande y
blando. Cientificamente, se conoce que la pequefia semilla o nuez, es en realidad el verdadero

fruto, y el pedunculo es la pieza que une a la fruta con el arbol (Cuéllar, 2016, pp. 17-19).

La nuez tiene forma de rifidn y se encuentra adherida al hipocarpo, que es la pulpa o
parte carnosa, de color rojo o amarillo que, a su vez, forma el pedunculo hinchado,
comestible, que en algunas partes llaman “pseudofruto”. La raiz principal del arbol de
marafidn penetra bastante en el suelo, y cuando no hay agua o esta es escasa se alarga lo
suficiente para obtenerla. Las ramas son largas, y algunas sobre todo las inferiores, se
descuelgan a veces hasta tocar el suelo.

Figura 4. Estructura de la especie Anacardium Occidentale.

Fuente: Fuente: Cuéllar, 2016, p. 20.
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El pseudofruto del marafion, o falso fruto, se come como fruta fresca o en jugo; tiene
un sabor &cido bastante exquisito. Esta parte del marafion también se procesa para obtener
dulces y jaleas, y se fermenta para crear vinos y vinagres caseros. Su contenido en vitamina C
es alto, incluso superior a la mayoria de otras frutas (Cuéllar, 2016, pp. 17-19). Seguidamente,

se describiran las partes vegetales a estudiar de la especie Anacardium.

Hojas.

Son de color verde, simples, alternas y con peciolo corto de forma ovada con base en
cufia u obtusa y redondeada o ensanchada. Presentan una coloracion verde oscuro o verde
amarillento y brillante en el haz (cara superior de la hoja), verde brillante y opaco en el envés
(cara inferior de la hoja), textura lisa en ambas superficies. EI extremo de la hoja es

redondeado, su estructura es lisa, dura y maleable (Cuéllar, 2016, p. 20).

Flores.

Las flores del marafién poseen olor agradable, son pequefias, tienen aproximadamente
cinco pétalos de color verde amarillento que se tornan rosados y se enroscan a medida que la
flor se abre completamente (Cuéllar, 2016, p. 20). La floracion se prolonga al largo de tres
meses, durante la estacion seca, y no es sincronizada. Ademas, se dice que la familia
Anacardiaceae, a la que pertenece este arbol, tiene flores femeninas y masculinas. También

contienen numerosos sépalos y pétalos.

Fruto.

El fruto verdadero (la nuez) tiene forma arrifionada y tiene una concha dura que
facilita su almacenamiento y transporte. El producto principal de la nuez es la almendra que
se obtiene al eliminar la cascara de la nuez entera. Asi mismo, Cuellar (2016) menciona que
es indispensable una correcta manipulacion de las nueces, ya que la corteza contiene un aceite
caustico y venenoso que puede causar una dermatitis severa, principalmente en individuos

hipersensibles (p. 20).

Es importante mencionar que dicha nuez del marafién constituye mas o menos un
término del peso del fruto y su andlisis indica un contenido de 55-60% de aceite, 15-20% de
proteinas y el 5% de carbohidratos (almidén y azucar). Como se menciond anteriormente, la
cascara tiene un aceite sumamente caustico, de color café y sabor picante, que es utilizado en

pegamentos, barnices, resinas sintéticas, plasticos y otros.
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Clasificacién Cientifica

Anacardium es un género de plantas con flores, incluido en la familia Anacardiaceae,
nativa de las regiones tropicales de América. La especie Occidentale se conoce como
marafidén en México, Costa Rica, Ecuador y Pert, como caju o cajueiro en Brasil; en
Colombia y Venezuela es conocida como merey y en los Estados Unidos como cashew. Los
mas importantes productores son Vietnam, India, Brasil, Nigeria y Tanzania. (L6épez, 2010, p.
16).

Tabla 6. Taxonomia de la especie Anacardium Occidentale.

Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Sapindales
Familia Anacardiaceae
Género Anacardium
Especie Anacardium Occidentale

Fuente: Lépez, 2010, p. 16.

Zonas de cultivo y épocas de siembra

En Costa Rica se produce en toda la provincia de Guanacaste, asi como en los
cantones de Esparza, Puriscal, Orotina y San Mateo. Otras zonas productoras son los distritos
de Cdbano y Garabito. Cuando la siembra es directa, esta se debe realizar una vez que inicia
la estacion lluviosa y la precipitacion es regular, ya que, si la planta estd germinando y no
llueve, muere (Ministerio de Agricultura y Ganaderia [MAG], 2012).

Las plantaciones empiezan a fructificar entre los tres y cuatro afios y alcanzan los
mayores rendimientos a partir del octavo afio. Ademas, el MAG (2012), destaca que en Costa
Rica los rendimientos del falso fruto oscilan desde una hasta cinco toneladas de fruta/ha; los
rendimientos mas frecuentes son de tres o cuatro toneladas de fruta/ha, y los rendimientos de
nuez oscilan entre 300 y 400 kg/ha. La cosecha se produce entre los meses de febrero y mayo

(Ministerio de Agricultura y Ganaderia., 2012).
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Ademas, se menciona que el cultivo por su rusticidad es poco exigente respecto a
suelos y se adapta a una gran diversidad de ellos, siempre que tengan buen drenaje.

Variedades

No existen variedades reconocidas de este cultivo, pero se han clasificado tipos,
basados en caracteristicas como crecimiento de los arboles, coloracion de hojas jovenes,

produccién, tamafio de nuez, entre otros. Estos tipos se describen a continuacion.

Tipos criollos.

Son arboles de gran crecimiento vertical, de hojas muy verdes, con hojas jovenes de
color rojizo, de alta produccién de fruta, generalmente, chica y de semilla pequefia, de color
grisaceo claro. Son arboles muy rasticos con raices ramificadas y muy profundas. Existen tres

tipos que se diferencian por el color del falso fruto: rojo, amarillo y salmén (MAG, 2012).

Tipos introducidos.

Se les identifica como trinitarios y jamaiquinos. Son arboles con copas més abiertas
que las de los criollos, hojas méas grandes y mas risticas que estos. Su sistema radical es
menos ramificado, con una raiz pivotante muy desarrollada que los hace menos susceptibles
al dafio de los vientos (MAG, 2012).

Aspectos quimicos de la especie Anacardium Occidentale

El fruto del marafion tiene un alto contenido de aceite con acidos grasos (caprilico,
estearico, palmitico, oleico y linoléico) y otros lipidos fendlicos, entre los que tenemos los
acidos anacardicos (acidos 6-alquil-salicilicos) con diferentes cadenas alquilicas y diferentes
grados de instauracion, los que le confieren actividades biol6gicas como antioxidantes,

antibacterianas, antifangicas, entre otras (L6pez, 2010, p.2).

Ademas, estudios quimicos de este fruto muestran la presencia de acidos grasos,
aminoacidos, flavonoides, carbohidratos, terpenos, esteroles y taninos (L6pez 2010, Perone
2012 y Almeida et al. 2012). También indican el contenido de acidos anacardicos (acidos 2-
hidroxi-6-alquilbenzoico) que difieren en el nimero y posicién de dobles enlaces en su
cadena alquilica. Se dice que el aceite contiene aproximadamente 70% de &cidos anacardicos,
18% de cardoles (alquilresorsinoles), 5% de cardanoles (alquil-fenoles) y otros fenoles.
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Conjuntamente, Almeida et al. (2012) revelaron la existencia de gran variedad de
metabolitos secundarios de la especie Anacardium, en especial, cumarinas; y en menores
proporciones, saponinas, azucares reductores, aminoacidos libres, esteroides y fenoles. Se ha
demostrado que dichos metabolitos secundarios, en especial los flavonoides, antocianinas y
taninos en el A. Occidentale, incrementan la digestibilidad de los nutrientes, el
funcionamiento organico del cuerpo, activan la capacidad antioxidante y modifican la sintesis

de eicosanoides con respuestas antiinflamatoria (Almeida et al. 2012, p. 326).

Figura 5. Estructura quimica del &cido anacéardico y sus derivados.
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Fuente: Perone, 2012, p. 18.

Debido a la importancia que presentan los compuestos quimicos contenidos en el
fruto, hojas y semilla del marafion, este trabajo se enfocara en el aislamiento, elucidacion y
cuantificacion de los acidos anacéardicos y demas fitoquimicos presentes en el marafién de

Costa Rica, asi como en valorar la capacidad antioxidante del aceite.

Seguidamente, se describira de forma detallada la composicion quimica que constituye
cada parte de la especie Anacardium, segln la investigacion experimental realizada por el
autor Gutiérrez (2013). Posteriormente, se determinaran las principales propiedades

medicinales que posee el arbol estudiado.

Fruto.

Gutiérrez (2013) menciona el fruto de dicha especie contiene un liquido de color
castafio oscuro, aceitoso, resinoso y viscoso, con propiedad de vesicante y caustica, el cual se

encuentra en el mesocarpo del fruto. Los principales compuestos de esta nuez son el acido
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anacardico, el cual constituye un principio activo; el cardol y un aceite con propiedades
alimenticias; una goma y una resina (Gutiérrez, 2013, p. 36).

Cascara.

Después que se extrae la almendra, la cascara de la nuez puede ser utilizada para
obtener el liquido de la cascara de la semilla del anacardo (CNSL) o aceite de cardol. Se
menciona que contiene cantidades pequefias de yodo, minerales, compuestos nitrogenados,
azUcares y lignina; y en mayor proporcion, 50%, el CNSL, el cual se compone de 10% cardol
y 90% é&cido anacardico (Gutiérrez, 2013, p. 37).

Corteza.

Esté constituida en 1,4% del peso total, en estado fresco, por taninos, de ellos, el 86%
no son hidrosolubles y el 14% restante es miscible en agua. Ademas, contiene una goma

resinosa llamada acajucia, y una sustancia colorante (Gutiérrez, 2013, p. 35).
Almendra.

La almendra posee utilidad dietética, segun Gutiérrez (2013), se ha encontrado una
proteina vegetal con caracteristicas similares a la presente en la leche, carne o huevos,
llamada Anacardeina, la cual se considera completa desde el punto de vista biolégico.
Ademas, tiene &cidos grasos esenciales en altas concentraciones, pero en las proporciones

correctas. (Gutiérrez, 2013, p. 35).

Tabla 7. Composicién de acidos grasos de la almendra de marafion.

Acido graso Porcentaje (%)
Acido oleico 73,80
Acido linoleico 7,67
Acido palmitico 0,89
Acido estearico 11,24
Acido lignosérico 0,15
Materia insaponificable 0,42

Fuente: Gutiérrez, 2013, p. 35.
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Raiz.

Los compuestos quimicos presentes en mayor proporcion en la raiz verde, pertenecen
al grupo de los taninos, constituye entre el 1 y 2% del érgano fresco, y un 4% cuando esta

seco, segun lo describe Gutiérrez (2013), p. 35.

Pseudofruto.

La manzana del marafion, describe Gutierrez (2013), al citar a Sornprom (2007) posee
un alto contenido de vitamina C, incluso superior al de las naranjas. El autor enumera algunos
componentes presentes en cantidades de miligramos, tales como el calcio, hierro, fésforo,
tiamina, riboflavina, niacina y acido ascérbico. Ademas, 50 Ul de vitamina A (Gutiérrez,
2013, p. 36).

Hojas.

Un estudio reciente da nuevos datos acerca de los compuestos presentes en las hojas,
Martinez et al (2012) concluyen que contienen un alto contenido de nutrientes, betasitosterol,
stigmasterol, junto con el acido gadoleico y el octadecanoico. Se encontré gran cantidad de
potasio y manganeso. También, se reportan cumarinas, antocianidinas, triterpenos, esteroides,
taninos, quinonas, saponinas y flavonoides. Por tanto, se invita a la investigacion, en el campo
terapéutico y nutracéutico, del polvo de hojas, tanto para animales como humanos (Gutiérrez,
2013, p. 37).

Para demostrar cientificamente los beneficios medicinales de las hojas y frutos (semilla y
pseudofruto) del Anacardium Occidentale, es necesario identificar y cuantificar los
componentes y estructura quimica de los aceites obtenidos por distintas técnicas de extraccién

y purificacion, las cuales se mencionaran seguidamente.

Aceites esenciales y compuestos volatiles

Los aceites volatiles emitidos por plantas son mezclas complejas de muchos compuestos
organicos que representan pequefias cantidades respecto al peso total de la planta (Ortufio,
2006, p. 7). De acuerdo con Lopez (2010) son conocidos también como aceites esenciales,
aceites volatiles o esencias, comunmente son sustancias altamente lipofilicas de bajo peso
molecular, cuya volatilidad se debe a que se evaporan al ser expuestos al aire o0 a temperatura
ambiente, por lo que sus presiones de vapor son altas (p. 9). Es importante reconocer que las

esencias florales varian ampliamente entre especies, nimero, identidad y cantidades relativas
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de sus constituyentes. Su produccion ocurre en las mismas rutas biosintéticas de metabolitos
secundarios no volatiles, lo que explica su diversidad. Los terpenos son los compuestos
volatiles mas relevantes, seguidos de los derivados de &cidos grasos (hidrocarbonos saturados
e insaturados), bencenoides y fenilpropanoides, aunque también se han reportado sustancias

azufradas y nitrogenadas (Almeida et al. 2012, pp. 56-81).

Los compuestos volatiles organicos que producen las plantas son reconocidos por el olor
que tienen, por su importancia comercial y estética. En cuanto a su caracterizacion quimica
Ortufio (2006) menciona “Generalmente estas mezclas de aceites estan conformadas por

terpenos, derivados de acidos grasos y compuestos aromaticos” (Ortuio, 2006, p. 7).

Metabolismo primario y secundario

En los entes vivos los compuestos quimicos son sintetizados y degradados mediante
una serie de reacciones quimicas catalizadas por enzimas. Estos procesos son conocidos como
metabolismo. Todos los organismos poseen rutas metabolicas similares por medio de las
cuales sintetizan y utilizan ciertas especies quimicas esenciales, como son: azucares,
aminoacidos, &cidos grasos comunes, nucledtidos y los primeros derivados de ellos
(polisacéridos, proteinas, lipidos, ARN, ADN, etc.). Este es el metabolismo primario y estas

compuestos son esenciales para la supervivencia de los organismos (Lopez, 2010, pp. 8-9).

Muchos organismos utilizan otras rutas metabolicas, produciendo sustancias que
aparentemente no tienen una utilidad importante, “desempefan funciones de defensa, actian
como agentes alelopaticos, para encantar a los polinizadores con sus colores o atrayendo a los
animales que utilizan los frutos como alimento y que contribuyen a la dispersion de las
semillas” (Hernandez y Pabon, 2012, pp.194-196). Estos son los metabolitos secundarios, y
las rutas de biosintesis y utilizacion de estos constituyen el metabolismo secundario. Estas

rutas dependen de la informacion genética, y parten de rutas primarias.

Segln los autores mencionados (Lopez 2010, Herndndez y Pab6n 2012) el
metabolismo primario y el secundario estan interconectados debido a que el primario provee
un namero de pequefias moléculas, las cuales son utilizadas como materia prima para las rutas
del secundario. Existen tres principales rutas del metabolismo secundario, segun los
materiales de inicio: acido shikimico, que es el precursor de muchos compuestos aromaticos.
Piruvato, que produce alcaloides, asi como péptidos y antibi6ticos. Acido mevalonico y

malonato - CoA, precursor de terpenoides y flavonoides (L6pez 2010, p. 9).
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Técnicas de extraccion y aislamiento de Aceites Esenciales

Para obtener aceites esenciales los procesos mas empleados son: destilacion por arrastre
con vapor Yy destilacion con agua o hidrodestilacion, la preferencia por estos se debe gracias al
minimo impacto que generan, ademas, porque contribuyen a cerrar el ciclo de produccion,
consumo de materiales renovables y por el uso del agua como disolvente, lo cual los convierte
en procesos econdmicos y sencillos (Albarracin, 2003, pp. 14-20). Los diferentes procesos de
extraccion utilizados en la obtencion de aceites esenciales y extractos aromaticos se pueden

resumir en la siguiente imagen.

Figura 6. Métodos de extraccion de mezclas aromaticas.
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Fuente: Albarracin, 2003, pp. 14-20.

A continuacion, se describen los métodos de extraccion que se muestran en la figura
anterior, se hard un mayor énfasis en las técnicas que seran utilizadas para este estudio, entre
ellas la hidrodestilacion, extracciéon de fases y extraccion utilizando solventes volatiles. La
descripcion de los métodos se tomo de los autores (Torres 2011, Albarracin 2003 y Lépez
2010).
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Destilacion con agua o hidrodestilaciéon

En la destilacion con agua se lleva a ebullicion una solucion de un material vegetal
aromatico, y a partir de esto los vapores generados pueden ser condensados y recolectados
posteriormente. Finalmente, el aceite, que es inmiscible en agua, se separa. En la
hidrodestilacion el material vegetal siempre debe encontrarse en contacto con el agua, y se
debe ser mantener en constante agitacion para evitar aglomeraciones o sedimentacion del
mismo en el fondo del recipiente, lo cual podria provocar su degradacién térmica (Torres,
2011, pp. 11-17).

El tiempo total de destilacion se establece de acuerdo a los componentes presentes en
el aceite esencial. Si este contiene compuestos de alto punto de ebullicion, el tiempo de
destilacion deberd ser mayor, los aceites obtenidos mediante destilacion en agua,
normalmente, presentan notas mas fuertes y un color mas oscuro con respecto a los

producidos por otros metodos (Albarracin, 2003, pp. 14-20).

Una de las desventajas de la hidrodestilacion es que, en la presencia de agua y
particularmente a altas temperaturas, pueden ocurrir reacciones que favorecen la formacion de
compuestos, tales como alcoholes y &cidos por descomposicion de los ésteres, que van a
causar una disminucion en la produccion del aceite, debido a que la cantidad de agua puede

producir mayor hidrdlisis en los componentes. (Lopez, 2010, pp. 19-24).

Figura 7. Montaje del equipo de hidrodestilacion.
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Extraccion por separacion de fases

El investigador Albarracin cita “La extraccion es la técnica mas empleada para
proceder a la separacion y purificacion de los componentes de una mezcla o para aislar un
compuesto organico de sus fuentes naturales” (Albarracin, 2003, pp. 14-20). Por lo tanto,
dicho método consiste en la separacion de un componente de una mezcla por medio de un
disolvente organico (inmiscible con el agua) en contacto con una fase acuosa. (L6pez, 2010,
pp. 19-24). Conjuntamente, los autores destacan que el principio de una extraccion es la
transferencia de una sustancia de una fase a otra, normalmente, de una fase acuosa a una

orgénica como se muestra en la siguiente imagen (Albarracin 2003 y Lépez 2010).
Extraccidn con solventes volatiles.

En este método la muestra seca y molida se pone en contacto con solventes, tales
como alcohol, cloroformo y éter. Estos solventes solubilizan la esencia, pero también
solubilizan y extraen otras sustancias tales como grasas y ceras, obteniéndose al final una
esencia impura. Se utiliza a escala de laboratorio, ya que a nivel industrial resulta costoso por
el valor comercial de los solventes, pues se obtienen esencias impurificadas con otras
sustancias, y, ademas, por el riesgo de explosion e incendio caracteristicos de muchos

solventes organicos volatiles (Lopez, 2010, pp. 19-24).
Analisis de la composicion de los Aceites Esenciales

El autor Lopez (2010), menciona, “Anteriormente, la identificacion de compuestos en
aceites esenciales se convertia en una larga y tediosa operacion, que consumia muchisimo
tiempo” (Lopez 2010, p. 9). Esto se afirma debido a que se requeria el aislamiento y
purificacion de cada componente. Actualmente, el desarrollo de técnicas instrumentales de
analisis, y su acoplamiento a sistemas informaticos y bases de datos, ha agilizado la
identificacion de los componentes de las esencias (Albarracin, 2003, pp. 14-20). Algunas de

las técnicas que han contribuido especialmente a este cambio son:

Técnicas cromatograficas de alta resolucion, principalmente, la cromatografia de gases

con columnas capilares.

Técnicas espectroscopicas, particularmente, la espectrometria de masas (EM), la
espectroscopia infrarroja (IR) y la espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN).
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Sistemas cromatograficos acoplados a técnicas espectroscopicas, especialmente, la
cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas (CG-MS) y la cromatografia de

gases acoplada a la espectroscopia infrarroja (CG-FTIR).

Cromatografia en fase gaseosa

La cromatografia de gases es una técnica de separacion, basada principalmente, en
fendmenos de particion entre una fase movil gaseosa (helio, argon, hidrogeno, nitrégeno) y
una fase estacionaria, constituida por un liquido muy viscoso retenido en el interior de una
columna cromatografica. La columna se coloca en un horno con temperatura regulable y
programable, lo que permite influir de forma decisiva en la separacion de los componentes de
la mezcla. El cromatografo se completa con un sistema de inyeccion, que permite introducir la
muestra en la columna y un detector que muestra las diferentes sustancias a medida que van

saliendo de la columna, una vez separadas (Albarracin, 2003, p. 25).

Para la identificacion de los componentes del aceite esencial mediante CG se ha
utilizado frecuentemente la comparacién de sus tiempos de retencidn (tiempo trascurrido entre
la inyeccidn de la muestra y la aparicion del pico cromatografico) con los de los patrones. Sin
embargo, los tiempos de retencion estan fuertemente influenciados por numerosas variables,
entre las que se encuentran la técnica de inyeccion, las variaciones de temperatura o flujo de
los gases y el disefio del equipo. Por este motivo, el autor menciona la introduccion de
pardmetros relativos como son los tiempos de retencion relativos y los indices de retencion.
(Albarracin, 2003, p. 25).

Finalmente, el autor destaca que la identificacion de los componentes del aceite se
realiza a través de comparacion de los indices de retencién de las sustancias patrones en dos
fases estacionarias, polar y apolar, con los indices obtenidos para los componentes del aceite
esencial. (Albarracin, 2003, p. 25).

Cromatografia en fase gaseosa acoplada a espectrometria de masas

Es un método bastante apropiado para la identificacion de compuestos volatiles y de
bajo peso molecular. La esencia se inyecta directamente en el cromatografo sin ningun
tratamiento previo, lo cual elimina posibles modificaciones en la composicion de la muestra o
en la estructura de sus constituyentes que se pueden dar debido a un pretratamiento. En el
cromatografo, los componentes de la esencia se separan, tras lo cual penetran en el

espectrometro de masas que permite registrar el correspondiente espectro de cada una de las
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sustancias separadas. Los constituyentes del aceite esencial se identifican gracias a los
diferentes patrones de fragmentacidn que se observan en sus espectros de masas. (Albarracin,
2003, p. 25).

Caracteristicas cromatograficas.

Albarracin (2003) menciona ciertas caracteristicas en relacion con el control de
calidad, entre ellas, se destaca que este méetodo se utiliza para obtener el perfil cromatografico
y cuantificar los principales componentes del aceite esencial. (Albarracin, 2003, p. 27). Es
decir, los componentes mayoritarios o aquellos que, sin ser mayoritarios, tengan una especial
tendencia para la calidad del mismo. EI mayor valor de un perfil es permitir ante la presencia
de un componente inusual, o0 ante la ausencia de un constituyente tipico, el rechazo de un

aceite esencial.

Espectrometria de masas.

La identificaciébn de los componentes de los aceites se realiza con base en sus
espectros de masas (EM) obtenidos por impacto electronico y por ionizacion quimica. En un
espectro de masas, se observa, en abscisas, la relacion masa/carga (m/z) de los iones
formados, al fragmentarse la molécula, y en las ordenadas, la intensidad (abundancia) de cada
uno de los iones formados. Dado que la carga suele ser unitaria, m/z corresponde,
generalmente, a la masa de los fragmentos i6nicos. Las masas de los iones formados a partir
de los terpenos principales constituyentes de los aceites esenciales son bastante parecidas. Sin
embargo, difieren en su abundancia, lo cual permite su identificacion. (Albarracin, 2003, p.
26).

Caracteristicas espectroscopicas.

Se utilizan principalmente la espectroscopia ultravioleta — visible y la infrarroja. En la
infrarroja, el perfil del espectro IR de la esencia puede emplearse como parametro de calidad

en relacion a un estandar establecido (Albarracin, 2003, p. 27).

Combinacidn de técnicas y otros recursos

La identificacion de un componente de un aceite esencial mediante una sola técnica de
las descritas no suele considerarse suficientemente fiable. Normalmente, se combinan varias
de ellas. Para que una sustancia se considere correctamente identificada deben haberse

obtenido resultados coherentes con esa identificacion en un minimo de dos técnicas,
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empleando, en el caso de la cromatografia de gases, dos columnas de distinta polaridad. La
combinacidn mas utilizada es el anélisis del aceite esencial por CG para determinacion de los
indices de retencion y por CG-EM para el registro de los espectros de masas (Albarracin,
2003, p. 27).

Propiedades medicinales del aceite esencial de Marafion.

Hay varios trabajos que refieren al uso popular de esa planta como medicinal y para
curaciones en diversas poblaciones desde el inicio del siglo XIX hasta la actualidad (Cuellar
2016, Lopez 2010 y Perone 2012). Otros estudios farmacoldgicos han descrito sus
propiedades terapeuticas como antidiabética, antihemorragica, antiinflamatoria, entre otras
(Almeida et al 2012, Bonilla y Pazos 2010). La planta también es citada por Gutiérrez (2013),
quien revela que diversas poblaciones hacen uso popular de la planta para curacion de

diarreas y para alimentacion (Gutiérrez, 2013, p. 37).

La autora Cuellar (2016) describe al marafion como un alimento rico en proteinas,
fibra y &cidos grasos insaturados (94%). Es energético, fortifica la memoria y disminuye el
nerviosismo. Los frutos de color amarillo y rojo son conocidos como “fruta de la memoria”

porque fortalecen el cerebro. (p.98).

Contienen grandes cantidades de vitaminas A, B1, B2 y E, calcio, acido folico y
mucho magnesio. El pericardio o cascara del fruto contiene cardol y &cido anacéardico. El
cardol es un balsamo oleoso, que en contacto con el aire se ennegrece muy rapido, es toxico,
causa ampollas e irritaciones de la piel. La semilla contiene aceite y fécula, el aceite es de

color amarillento y ejerce una accion rubefaciente y urticante (Cuéllar, 2016, pp. 98-99).

La coccién de su corteza y hojas han sido usadas por diversas culturas para el
tratamiento de cdlicos estomacales, inflamaciones, insomnio, neuralgias, diabetes paludismo
y hemorroides. La resina del marafién sirve para curar lesiones cutaneas y para el tratamiento
del cancer, Las semillas tostadas son muy nutritivas y contienen propiedades afrodisiacas
(Cuéllar, 2016, pp. 98-99).

Seguidamente, se exponen algunas de las principales actividades terapéuticas del arbol
de marafion (Anacardium Occidentale) que se conocen popularmente y que, posteriormente,
seran analizadas cientificamente por medios experimentales en la presente investigacion. Se
pretende demostrar la posible actividad terapéutica que se puede dar a la especie vegetal

proveniente de Costa Rica de acuerdo a su fitoquimica.
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Propiedades cicatrizantes

El Anacardium Occidentale, como se mencion6é anteriormente, posee taninos,
sustancias terapéuticas que ya habian sido descritas en el siglo XVII1 por el monje Pio XII en
sus trabajos botanicos, y en los ultimos afios han sido relacionadas con el potencial

cicatrizante de la planta (Gutiérrez, 2013, p. 37).

Los taninos vegetales son compuestos fendlicos que poseen las propiedades de
precipitar alcaloides y proteinas; ademas, tienen reacciones caracteristicas de los fenoles
(Cuellar, 2016, pp. 15-21). Plantas ricas en taninos han sido prescritas en la fitoterapia para
tratamiento de heridas, quemaduras, problemas renales, gastricos e inflamatorios, asi como

para el tratamiento de diarreas e hipertension arterial (Perone, 2012, pp. 42-43).

Las acciones farmacoldgicas de los polifenoles (taninos) parecen derivar de su
capacidad de formar complejos con proteinas y polisacaridos; de esta forma contribuyen a la
curacion de heridas y quemaduras, formando una pelicula asociada a las proteinas o a los
polisacéridos, y por debajo de esta asociacion ocurre el proceso natural de cura. La afinidad
de estas sustancias desempefia una importante accion en la inhibicion de las enzimas,
impidiendo de esta manera, el crecimiento de algunos microorganismos (Perone, 2012, pp.
42-43).

Propiedades Antimicrobianas

Numerosos estudios han comprobado también las actividades bactericidas del extracto
del marafion frente a las bacterias Gram negativas Proteus morgani, P. Aeruginosa, E. Coli y
Salmonella thipy, sobre las cuales el extracto presentd actividad bactericida en altas
concentraciones (Almeida et al, 2012, pp.5-11). Se encontro la presencia de cumarinas y otros
metabolitos como saponinas, flavonoides, azucares reductores, aminoacidos libres, triterpenos

y taninos, los cuales posiblemente sean los responsables de tal actividad.

Otras actividades bioldgicas de los acidos anacardicos presentes en el aceite de
marafién son descritos en la literatura como actividad anti-larvaria (Perone, 2012, p.8), anti-
fangica (Almeida et al, 2012, p. 11), actividad zoosporicidal contra Aphanomyces cochlioides
(Perone, 2012, p.20) e insecticida (Cdellar, 2016, p. 98), actividades que, en conjunto,

motivan a la presente investigacion.
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El autor Lopez (2010) cita “los acidos anacardicos son liquidos viscosos, amarillos,
miscibles en parte en alcohol y éter, pero casi inmiscibles en agua”. Quimicamente, los acidos
anacardicos son una mezcla de varios compuestos organicos estrechamente relacionados.
Cada compuesto consta de un &cido salicilico sustituido por una cadena de alquilo que tiene
15 &tomos de carbono. El grupo alquilo puede ser saturado o insaturado. La mezcla exacta
depende de la especie de la planta, la cadena lateral generalmente es de 15 carbonos, con o sin
insaturaciones, ademas, la cadena que presenta 3 insaturaciones resulta ser letal para las

bacterias Gram positivas (Lopez, 2010, p.10).

Conjuntamente, otros autores recalcan que varias especies producen acidos
anacardicos, y muchos estudios reportan que es efectivo en contra de plagas como &caros y
pulgones. (Perone 2012, Lopez 2010 y Cuellar 2016). Es decir, los &cidos anacardicos en
general presentan actividades antibidticas y antioxidantes, sin embargo, estudios recientes
indican que este tipo de compuestos fendlicos provenientes del marafion también presentan un

efecto en la formacion de biopeliculas de bacterias Gram positivas (L6opez, 2010, p.11).

Propiedades Antioxidantes

Perone (2012) menciono en su estudio la presencia de las siguientes sustancias en la
composicion de la especie Occidentale: cardol (accion antiinflamatoria), tanino (accion
antihemorragica), acido anacardico (accion antigripal), aminoacidos (accién cicatrizante), y
almidon (accion nutritiva) (Perone, 2012, p. 16), por lo tanto, realizar un estudio fitoquimico,
puede brindar informacion acerca de los beneficios reales de dicha planta y la posible

respuesta a una determinada patologia.

Asi mismo, el autor anteriormente citado aisl6 acido anacardico, cardol y cardanol del
pedunculo, almendra y del liquido de la cascara de la semilla del Anacardium Occidentale.
Como resultado encontré que los &cidos anacardicos poseen gran actividad antioxidativa,
relacionada principalmente, con la inhibicién de la generacion de los superdxidos y la

actividad inhibidora de la xantina oxidasa. (Perone, 2012, p. 17).

Debido al interés de demostrar la actividad antioxidante de la especie vegetal
Anacardium Occidentale de Costa Rica se expondran ciertos conceptos y teorias sobre los

beneficios que aportan estos compuestos en la salud humana.
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Antioxidantes en la salud humana

A continuacion, se enriquecerd el conocimiento actual sobre los antioxidantes y su
papel en la salud humana. La informacion brindada sera recopilada de los siguientes autores;

Coronado, Salvador, Gutiérrez, Vazquez y Rodilla (2015).

En la actualidad, causa impacto entre los consumidores el denominado “mercado de la
salud”, este estd compuesto por los alimentos con antioxidantes, considerados alimentos
funcionales, y que, entre otras definiciones, se pueden presentar como productos alimenticios
(animal o vegetal) naturales o industrializados, que forman parte de la dieta diaria y que,
ademas de aportar nutrientes, tienen otros componentes bioactivos. Pueden contener
ingredientes adicionales como fibra, vitaminas, minerales con el fin de hacerlos mas nutritivos
(Drago, L6pez y Sainz, 2007, pp. 58-68).

Antioxidantes

Son moléculas con capacidad para retardar o prevenir la oxidacion de otras células. Se
entiende por oxidacién a la reaccién quimica en la que hay transferencia de electrones de una
sustancia a un agente oxidante. Este tipo de reacciones pueden producir radicales libres que
dafian las células (Coronado, Radilla, Vazquez y Vega, 2015, p. 206). Y segun Séanchez
(2013), “Los antioxidantes son sustancias que cuando estan presentes, retardan o inhiben la

oxidacion de sustratos susceptibles al ataque de las especies reactivas del oxigeno” (p.12).

Proceso de oxidacion y los agentes promotores

Asociado a la funcion antioxidante se considera el proceso de éxido-reduccion que
remite a dos momentos béasicos: a) oxidacién que implica pérdida de electrones de hidrogeno
con la ganancia de oxigeno en la molécula, b) reduccion que significa ganancia de electrones
de hidrégeno con la pérdida de oxigeno. Asi, el oxidante se reduce al reaccionar con aquella
molécula que oxida (Drago, Lépez y Sainz, 2007, pp. 58-68). Este proceso es cotidiano en el

organismo humano y representa el conocido par 6xido-reductor o balance redox.

Resulta importante aclarar que a veces el término oxidacion solo se remite a ciertas
sustancias aisladas, pero no hay una comprension especifica de que esta denominacién se
refiere a todos los procesos celulares, internos que conllevan la aparicién de enfermedades

(Coronado, Radilla, Vazquez y Vega, 2015, p. 206). Por lo tanto, no sélo hay que valorar los
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mecanismos de defensa del organismo, sino también las especies involucradas, tales como los

radicales libres que se analizan en el apartado siguiente.
Radicales libres, produccion y accion

Un radical libre es aquella figura quimica que tiene en su estructura uno o mas
electrones no apareados. Es altamente reactiva y clave para formar otros radicales libres en
cadena, ademas, por la vida media de estos, que es de microsegundos, ocurre una rapida
propagacién con moléculas aledafias y mayor dafio potencial. Por lo que, un radical libre
puede afectar un millén de moléculas durante la reaccion en cadena. Los compuestos en
cuestion forman parte de las llamados especies reactivas del oxigeno ERO o ROS (Zamora,
2015, pp. 89-101).

Los radicales libres se liberan durante el metabolismo humano, y también se producen
por contaminantes ambientales, (atmosféricos, acuaticos, de suelos), radiaciones (ultravioleta,
gamma, hertziana), entre otros. Se pueden relacionar con el consumo o uso de toéxicos como el
alcohol, tabaco y drogas, o debido a una alimentacion no adecuada, exposicion a fertilizantes
0 pesticidas. Se incluye, ademas el metabolismo de algunos quimicos y un elevado estrés

fisico o psiquico (Coronado, Radilla, Vazquez y Vega, 2015, p. 206-207).

Figura 8. Interaccidn entre radicales libres y oxigeno.
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Fuente: Coronado, Radilla, Vazquez y Vega, 2015, p. 207.
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Estrés oxidativo

Segun los autores antes mencionados, el estrés oxidativo es un término asociado a las
células y a la accion de un radical libre que afecta a dichas células. En condiciones normales
se da un equilibrio entre la produccion de radicales libres u otras especies reactivas con los
mecanismos antioxidantes (exdgeno y enddgeno). Este equilibrio permite que la toxicidad por
oxidacion sea menor y con menos dafio celular. Cuando se rompe el equilibrio, este se podré
asociar con un deficit en el sistema antioxidante o por la proliferacion descontrolada de los
radicales libres (Zorrilla, 2012, pp. 9-16).

Control bioldgico de los procesos de éxido-reduccion

Existen dos vias fundamentales para proteger al organismo de los radicales libres:
enzimaticos y no enzimaticos (enddgenos y exdgenos), y su interaccion puede ser intracelular
o extracelular (Zamora, 2015, pp. 90 - 101). La via enddgena requiere apoyo externo y por
ello se recomiendan los antioxidantes exdgenos, cuyo papel es relevante dado que son los que
pueden formar parte de la dieta diaria. A continuacion, se analiza una serie de fendbmenos

bioldgicos naturales asociados con la salud humana y con los antioxidantes.

Perspectiva de la relacion antioxidantes-envejecimiento humano

Las teorias del envejecimiento sefialan, por una parte, la programacion genética con
una respuesta predeterminada de cada organismo, y por otra, un proceso no genético que
incluye a los radicales libres o el estrés oxidativo (Céspedes, Rodriguez, Llépiz y Cruz, 2010,
pp. 186-90). Es importante mencionar que la vejez no afecta por igual a todos los individuos y
a veces la edad cronoldgica y la biologica no coinciden, de ahi la necesidad de estudios con

diversas poblaciones.

Desde 1956, Denham Harman de la Universidad de Nebraska plante6 la relacion entre
radicales libres y envejecimiento. Se sefialo que la expectativa de vida humana podria
aumentar al disminuir los efectos del proceso oxidativo. Asi, las especies reactivas del
oxigeno, entre otros, los radicales libres, pueden alterar la membrana interna o el ADN
mitocondrial lo que conlleva mas produccion de ERO, en consecuencia, mas dafio y aumento
del estrés oxidativo, al producirse mas oxidantes y perderse el equilibrio requerido por la
célula (Coronado, Radilla, Vazquez y Vega, 2015, pp. 207-208).
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Los autores citados antes citados sefialan que el genoma mitocondrial es susceptible al
ataque de los radicales libres que la misma mitocondria produce. En este aspecto, la
participacion mitocondrial y la presencia de estrés oxidativo podrian asociarse con la
patogenia que conduce a la destruccion celular propia del envejecimiento (Céspedes,
Rodriguez, Ll6piz y Cruz, 2010, pp. 186-90).

Durante el envejecimiento también disminuye la proteccion antioxidante y puede
haber mas ataque a las moléculas blanco. Sin embargo, algunas moléculas como
carbohidratos, lipidos o proteinas pueden tener un efecto particular. “La longevidad aumenta
en concordancia con los niveles de antioxidantes en la dieta y con una reduccion cal6rica lo
que puede propiciar una menor degradacion de las mitocondrias, del metabolismo celular y

del consumo de oxigeno” (Zorrilla, 2012, pp. 85-90).

También una situacion de constante estrés oxidativo durante la vejez puede alterar el
sistema inmune. Se ha observado una disminucién de antioxidantes, como el glutation,
durante el proceso normal de envejecimiento, sobre todo en la sangre. Estos cambios
degenerativos del sistema inmune pueden conducir a la formacion de cataratas, inicios de
Alzheimer, Parkinson o problemas cardiovasculares. (Coronado, Radilla, Vazquez y Vega,
2015, pp. 207-208).

Relacion antioxidantes-ejercicio fisico y salud human

Se reconoce que la practica frecuente y sistematica de ejercicio fisico es recomendable
para la salud y el aumento de las defensas antioxidantes, entre otros efectos positivos. Sin
embargo, no escapa al analisis que durante el ejercicio aumenta la produccion de radicales
libres que afectan el tejido muscular, el higado, la sangre u otros (Gonzéles y Garcia, 2012,
pp. 88-97).

Es posible que el ejercicio fisico aislado aumente el dafio oxidativo y en
contraposicion el entrenamiento regular y sistematico reduzca estos efectos, pero sin
someterse el organismo a la practica excesiva y al sobre entrenamiento, ya que ambos
conducen a un estado de estrés oxidativo. Algunos estudios indican que al incluir en la dieta
de atletas entrenados alimentos con antioxidantes, se redujo el estrés oxidativo. Ademas, la
produccion de acido lactico durante el ejercicio puede convertir el superéxido, radical poco
dafino, a un hidroxilo, el cual es altamente lesivo para la célula (Coronado, Radilla, Vazquez
y Vega, 2015, p. 208).
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Frente a este argumento, los autores mencionados anteriormente se cuestionan si el
sistema de defensa de antioxidantes endogenos que tiene el organismo puede enfrentar las
especies reactivas del oxigeno de manera eficiente o si, como apoyo, siempre deben
recomendarse antioxidantes dietarios durante el entrenamiento fisico. Al respecto se sugieren
mas estudios longitudinales con marcadores distintos y diferentes periodos de actividad fisica
(Coronado, Radilla, Vazquez y Vega, 2015, p. 208).

Otros aportes sobre la relacion antioxidante-salud

De acuerdo con Nufez (2011) se han estudiado alrededor de 100 enfermedades y su
relacion con el desbalance del sistema oxidativo, entre ellas estan las: cardiovasculares, el
cancer, y enfermedades gastricas, respiratorias, neurologicas y del sistema endocrino.
Sefialando, que las de tipo cardiovascular tienen amplia evidencia cientifica (NUfiez, 2011, pp.
66-72).

Cardiovasculares

La oxidacion de las LDL, lipoproteinas de baja densidad, parece representar una
importancia en el desarrollo de la ateroesclerosis, en tanto pueden ser citotdxicas de las
celulas endoteliales y bajar la motilidad del tejido macrofagico. Se plantea que la vitamina E,
que es transportada por las LDL colesterol, puede reducir los procesos de oxidacion. Otros
antioxidantes con accion de vasodilatadores y vasoprotectores, ademas, de antitrombdticos,
antilipémicos o antiescler6ticos son los polifenoles, cuya fuente y funcion se analizard mas

adelante (Coronado, Radilla, Vazquez y Vega, 2015, p. 208).

Problemas metabdlicos: Diabetes

En el caso de la diabetes los posibles mecanismos de los antioxidantes se relacionan
con la inhibicidn en el intestino de la digestion de los carbohidratos, en particular la glucosa,
de la cual también se modula su liberacion por el higado. Podrian también estimular la
secrecion de insulina en el pancreas y activar los receptores de la misma, y de alguna manera
activar la recaptura de glucosa en los tejidos blanco para la hormona (Coronado, Radilla,
Véazquez y Vega, 2015, pp. 208-209).

Cancer

Respecto al cancer se sefiala que los radicales libres afectan el ADN (&cido

desoxirribonucleico), en donde pueden ocurrir mutaciones gue en su momento se transforman
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en células cancerosas. Ademas, el autor Zamora (2015) menciona la relacion entre cancer
gastrico, derivado de la presencia de Helicobacter pilori, bacteria que causa gastritis cronica y
que puede conducir a lesiones precancerosas, con el estrés oxidativo. (Zamora, 2015, pp. 89-
101).

En el caso del cancer de mama aumenta la evidencia de que el riesgo de esta
enfermedad asociada con los genotipos humanos, relacionados al estrés oxidativo, pueden
modificarse con el consumo de frutas y vegetales. (Coronado, Radilla, Vazquez y Vega, 2015,
pp. 208-209).

Enfermedades neurodegenerativas:

Es posible que las enfermedades neurodegenerativas sean de las méas estudiadas en el
contexto del estrés oxidativo. Se ha advertido el aumento del deterioro de proteinas
especificas por la presencia elevada de las especies reactivas del oxigeno. De igual manera, en
algunas zonas del cerebro ocurre la disminucion de algunos metales de transicion (Fe+2 — Fe
+3) propias del efecto oxidativo, lo cual agrava la enfermedad. (Coronado, Radilla, Vazquez y
Vega, 2015, p. 208).

Del mismo modo, Delgado, Betanzos y Sumaya (2010) describen la relacion de los
antioxidantes con la artritis reumatoide, anemia, esclerosis mdltiple, arrugas prematuras,
resequedad de la piel, dermatitis y asma, entre otros padecimientos que en la actualidad

abordan las investigaciones en curso. (Delgado, Betanzos y Sumaya 2010, pp.10-15).

Clasificacion de los antioxidantes

Los antioxidantes se clasifican en enddgenos, fabricados por la propia célula, y

ex0genos, que ingresan en el organismo a través de la dieta. Se muestran seguidamente:

Tabla 8. Clasificacion de los antioxidantes.

Endégenos Exdégenos Cofactores
Vitamina E Glutation Cobre
Vitamina C Coenzima Q Zinc

Betacaroteno Acido tioctico Manganeso
Flavonoides Enzima Hiero

Fuente: Criado y Moya, 2011, pp. 11.
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Fuentes enddgenas de antioxidantes

Como se indicd anteriormente, las sustancias antioxidantes se han clasificado en dos
principales sistemas, el sistema enzimatico y el sistema no enzimatico. El sistema oxidante
enzimatico o enddgeno esta basado en enzimas que se encuentran en el organismo, las cuales
en su mayoria utilizan elementos trazas como cofactores para sus reacciones; de este modo, el
sistema protege a los tejidos de los efectos de los radicales libres. (Sanchez, 2013, p.10). Entre

ellas se encuentran:

Superoxidodismutasa (SOD)

Es una enzima que cataliza la conversion de superoxido en peréxido de hidrogeno.
Esta presente en todas las células, con una concentracion diferente en los distintos tejidos

proporcional a la actividad metabdlica de cada célula (Criado y Moya, 2011, pp. 11-13).

Funcioén.

Proteccion contra anion superdxido.

Catalasa

Segun Crido y Moya (2011), “La catalasa es una enzima que cataliza la conversién de
peroxido de hidrogeno en oxigeno y agua” (pp. 11-13). Ademas, se localiza a nivel celular en
las mitocondrias con doble actividad (catalasa y peroxidasa), la cual cataliza la reaccion de
reduccion del peréxido de hidrégeno y también se encuentra en el citosol en los eritrocitos
(Sanchez, 2013, pp.10-12).

Glutation

El glutation peroxidasa (GP) es una enzima selenio dependiente, que cataliza la
reduccion del peréxido de hidrégeno (H,O;) a agua y alcohol, utilizando como agente
reductor el glutation reducido (Criado y Moya, 2011, pp. 11-13). Es decir, requiere como
sustrato esencial al glutation, el cual es capaz de conjugarse con compuestos toxicos,
solubilizar y facilitar su excrecion biliar. Se localiza en citosol (eritrocitos) y lisosomas
(Sanchez, 2013, pp.10-12).
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Fuentes exdgenas de antioxidantes

En cuanto al sistema no enzimatico o exdgeno, esta integrado principalmente por
sustancias como las vitaminas, que funcionan donando o aceptando electrones en las
reacciones de Oxido-reduccion, carotenoides y minerales, que regulan la actividad de las
enzimas antioxidantes actuando como cofactores. (Criado y Moya, 2011, pp. 11-13). Dichas

sustancias son incorporadas a través de la dieta y se mencionan a continuacion:

Vitamina E

La vitamina E es un conjunto de compuestos fenolicos conocidos como tocoferoles y
tocotrienoles. El alfa tocoferol es el mas comun, y biolégicamente, el que tiene mayor accion
vitaminica. Es un antioxidante lipofilico que se localiza en las membranas celulares. Se
considera el méas importante protector de las moléculas lipidicas, ya que su accién consiste en
proteger de la peroxidacion a los acidos grasos poliinsaturados de los fosfolipidos de la
membrana celular y también en inhibir la peroxidacion de las LDL (Criado y Moya, 2011, pp.
11-13).

Funciones.
Neutralizar el oxigeno singlete, capturar radicales libres hidroxilos, capturar oxigeno,
neutralizar peréxidos. (Sanchez, 2013, pp.15-16).

Tabla 9. Contenido aproximado de Vitamina E en algunos alimentos.
Alimento Vitamina E (mg/1009)
Aceite de Germen de Trigo >50

Aceite de girasol, aceite de maiz, margarina,

50-20
mayonesa, frutos secos
Aceite de canola, aceite de oliva, germen de trigo 20-10
Repollo, brocoli, tomate <10

Fuente: Sanchez, 2013, pp.15.

Vitamina C

La vitamina C o &cido ascérbico es un importante antioxidante hidrosoluble que actla
potenciando el efecto de otros antioxidantes, tal como sucede con la vitamina E y el selenio.

No se sintetiza en el organismo, por lo que debe ser aportada por la dieta. Algunos estudios
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muestran una clara participacion de la vitamina C como antioxidante sobre el endotelio
vascular evitando la oxidacion del éxido nitrico, potenciando su actividad y aumentando su
sintesis. Otros estudios sugieren una disminucién de la peroxidacion lipidica en presencia de
vitamina C. Por ambas razones parece demostrado su papel beneficioso en la aparicion y

progresion de la aterosclerosis (Criado y Moya, 2011, pp. 11-13).

Funciones.

Neutralizar el oxigeno singlete, capturar radicales libres hidroxilos, capturar oxigeno,
regenerar la forma oxidad de la Vitamina E y antioxidante sobre el endotelio vascular,
evitando la oxidacion del 6xido nitrico. (Sanchez, 2013, pp.15-16).

Tabla 10. Contenido aproximado de acido ascorbico en algunos alimentos.

Alimento Vitamina C (mg/100g)
Pimiento verde crudo, kiwi, berro 100-130
Brécoli, fresas, coliflor, naranja. 50-100
Repollo, pomelo, espinaca, tomate 20-50
Papas, frutas no citricas, zanahoria, apio, <20

Fuente: Sanchez, 2013, p. 16.

Betacaroteno

El Betacaroteno es precursor de la vitamina. Constituye los pigmentos de las platas de
color amarillo, naranja y rojo, y una vez ingeridos se transforman en el higado y en el
intestino delgado en vitamina A. Se ha demostrado efectividad en procesos inflamatorios y
envejecimiento. Su deficiencia puede provocar queratosis, ceguera nocturna, sequedad ocular
y mancha de Bitot (dep6sitos blancos de epitelio queratinizado en la escler6tica), asi como

disminucion de la resistencia a infecciones (Criado y Moya, 2011, pp. 11-13).

Funciones.

Neutralizar el oxigeno singlete, capturar las ERO producidas en la piel por efecto de la
radiacion UV, regenerar la vitamina C una vez que ha reaccionado con un RL, inhibir la
peroxidacion lipidica de las LDL y aumentar la cantidad de HDL. Por ambas acciones tendria
un papel beneficioso actuando en la patogénesis de la aterosclerosis (Sanchez, 2013, p.15).
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En la siguiente tabla, se muestra una serie de alimentos ricos en betacarotenos y la
cuantificacion que estos compuestos representan en cada alimento. Se puede observar

mayores proporciones en alimentos como la espinaca y zanahoria.

Tabla 11. Contenido aproximado de Betacaroteno de algunos alimentos.

Alimento Betacaroteno (j.g/100g)
Espinaca, hinojo, perejil, zanahoria, durazno 4000-9300
Remolacha, melén, aji rojo 2200-3600
Tomate crudo, apio, brocoli, jugo de tomate, 520-1300
Mandarina, ciruela pasa, aji amarrillo, melén 100-500
Pepino fresco, manzana, naranja, uvas, kiwi <100

Fuente: Sanchez, 2013, p. 16.

Oligoelementos

Ademas de las vitaminas, estos elementos como el cobre, zinc, manganeso, selenio y
hierro son necesarios incorporarlos al organismo a través de la dieta, porque conforman la
parte activa del nucleo de las enzimas antioxidantes. Conjuntamente, los autores mencionados
indican acttan como cofactores de las enzimas antioxidantes y también son capaces de ejercer
funciones antioxidantes de manera independiente. (Criado y Moya, 2011, p. 14). A
continuacidn, se hace mencion de algunos de ellos, citados por los autores Sanchez, Criado y

Moya.

Zinc.

Favorece la formacion de nuevas proteinas (renovacion celular), participa en la lucha
contra los radicales libres y en la sintesis de enzimas, interviene en el sistema inmune o de
defensa y favorece un buen estado de la piel: tonicidad y elasticidad de la piel, y las mucosas
(Sanchez, 2013, p. 16). Se dice que la funcidn del zinc en la regulacion del estreés oxidativo se

reconocio recientemente.

Mecanismo de accién.

Las NADPH oxidasas son un grupo de enzimas asociadas a la membrana plasmatica

que catalizan la produccion de superoxido mediante el empleo de NADPH como electron
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donante. El zinc es un inhibidor de esta enzima. Se sabe que el zinc induce la produccion de
metalotioneina, que es muy rica en cisteina y es un excelente atrapador de radicales hidroxilo.
(Criado y Moya, 2011, pp. 14-15).

Selenio.

Esta relacionado con un menor riesgo de tumores de piel, higado, colén y mama.
Ademas, de estar vinculado al funcionamiento de glutation peroxidasa selenio dependientes,

el cual es una enzima antioxidante presente en el organismo (Sanchez, 2013, p. 19).

Mecanismo de accién.

El selenio aumenta la actividad de algunas enzimas antioxidantes, entre ellas el
glutation peroxidasa. Tiene un mecanismo de accion estrechamente relacionado con el de la
vitamina E; de hecho, los sindromes relacionados con la deficiencia de vitamina E y selenio

pueden tratarse con cualquiera de estos dos elementos (Criado y Moya, 2011, pp. 14-15).

Manganeso.

El manganeso forma parte de la estructura de la enzima superoxido dismutasa 2,
protege contra la peroxidacion lipidica, atrapa radicales hidroxilo y superoxido e induce la

sintesis de metalotioneinas (Criado y Moya, 2011, pp. 15-16).

Mecanismo de accion.

Segun Sanchez (2013), “El manganeso se compone de varias enzimas; Mn-superoxido
dismutasa, que previene el dafio tisular”. Esta enzima actua oxidando las grasas y ademas

activa otras enzimas situadas en la mitocondria de las células (Sanchez, 2013, p. 20).

Hierroy Cobre.

Tienen importantes propiedades antioxidantes, pero también pueden actuar como
importante fuente de produccion de radicales libres, ya que en su forma reducida (Fe %"y Cu*)
son muy reactivos (a diferencia de la forma oxidada Fe ** y Cu 2" descomponiendo el
perdxido de hidrégeno en radical hidroxilo (Criado y Moya, 2011, pp. 15-16).

Mecanismo de accion.

El cobre actua como antioxidante protegiendo las células de los efectos tdxicos de los

radicales libres y facilita la fijacion del calcio y fosforo. Ademas, al participar en la formacion



76

de otras enzimas, proteinas y neurotransmisores cerebrales permite la renovacion celular y
estimula el sistema nervioso. A su vez, el hierro se encuentra presente en enzimas en forma no
heminica, necesaria para la actividad de otras enzimas, indispensable para la produccion de
energia en forma de ATP (Sanchez, 2013, p. 20).

Otras fuentes exdgenas de antioxidantes

Entre los antioxidantes hay varias familias de principios activos como los polifenoles y
los fitoestrogenos. Entre los primeros se encuentran los flavonoides y los taninos,

ampliamente estudiados.

Entre los flavonoides, Coronado, Radilla, Vazquez y Vega (2015), sefialan como
ejemplo, las antocianidinas (rojo-azulado de las fresas), catequinas (t¢ verde y negro),
citroflavonoides (naranjina, que da sabor amargo a lo naranja, limon, toronja), isoflavonoides
(genisteina y daidzaina presentes en soya y sus derivados), protoantocianidinas (semillas de

uvay vino tinto) (Coronado, Radilla, Vazquez y Vega, 2015, p. 209).

Las dosis normales de ingesta de flavonoides pueden ser de 20-26 mg/dia contenidos
en frutas y verduras (manzanas, naranjas, guayabas, uvas). Sin embargo, hay que alertar sobre
el consumo excesivo que pueden representar férmulas comerciales de antioxidantes y mezclas
herbales que se producen en gramos y no en miligramos, como lo recomendado, y

conducirian a problemas de toxicidad (Coronado, Radilla, Vazquez y Vega, 2015, p. 209).

Otro tipo de antioxidantes son los taninos (polifenoles) presentes en el vino, con su
caracteristica de astringencia. No sélo son Utiles a la industria alimentaria, sino también en la
de cosmeticos (Zamora, 2015, pp. 89-101).

Respecto a los fitoestrogenos (isoflavonas lignanos, flavonoides) Drago (2007)
explica que se encuentran particularmente en las proteinas de la soya o sus derivados. Su uso
mas importante se asocia con la terapia de reemplazo hormonal para mujeres con sintomas de
menopausia y osteoporosis durante el climaterio. (Drago 2007, pp. 58-68). Los compuestos
relevantes son la genisteina y daidzeina que también se biosintentizan en abundancia en la

cascarilla de semillas de linaza y centeno.

Anadlisis de antioxidantes

En la actualidad existe el amplio reconocimiento cientifico de demuestra que un mayor

consumo de alimentos ricos en antioxidantes redunda en claros beneficios para la salud de la
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poblacién, ha llevado a que los consumidores se interesen, cada vez mas, en conocer cual es
efectivamente la riqueza antioxidante de los productos que el mercado les ofrece (NUfiez,
2011, pp. 66-72). Conociendo cuales son los tipos de antioxidantes que mas predominan en

un determinado alimento es posible medir en términos generales lo siguiente.

Contenido especifico

Es decir, el contenido especifico de aquellos antioxidantes que dicho alimento
concentra en mayor cantidad, o la de aquellos, cuya presencia es mas relevante para su
distincién como fuente o aporte de dicho compuesto; por ejemplo, el contenido de &cido
ascorbico, el de alfa-tocoferol, el de licopeno, o el de algun flavonoide en particular
(Coronado, Radilla, Vazquez y Vega, 2015, p. 208).

Contenido total

Totalidad de un determinado tipo de antioxidante, por ejemplo, el contenido total de
polifenoles o el contenido total de flavonoides presentes en un alimento (Coronado, Radilla,
Véazquez y Vega, 2015, p. 208).

Actividad antioxidante del alimento.

A diferencia de la sola medicion del contenido de un antioxidante determinado, la
medicién de la actividad antioxidante “de un alimento permite cuantificar la capacidad que
tendrian todos los compuestos antioxidantes presentes en éste (vitaminas + carotenoides +
polifenoles + otros que no responden a las categorias anteriores) para actuar simultdneamente
como una mezcla de compuestos antioxidantes (Coronado, Radilla, Vazquez y Vega, 2015, p.
209).

La mayor parte de los ensayos empleados para la determinacion de la actividad
antioxidante de un alimento se basan en la medicion de: la capacidad que tienen los
compuestos antioxidantes para reaccionar con un radical libre determinado, y el potencial que
tales compuestos tendrian para reducir un complejo formado entre iones Feq) y el reactivo
TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina) (Coronado, Radilla, Vazquez y Vega, 2015, p. 209).

Entre aquellos ensayos que se basan en la medicion de la capacidad de los

antioxidantes para esta reaccion, cabe destacarmlos siguientes:

Ensayo ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity, o Capacidad de Absorcion de

Radicales de Oxigeno)
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Ensayo TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity, o Capacidad Antioxidante
como Equivalentes Trolox)

Ensayo DPPH (2,2-Difenil-1-picrilhidrazil).

Determinacion de actividad antioxidante, ensayo sobre capacidad de absorcion de
radicales de oxigeno (ORAC)

Como se menciono existen varios métodos utilizados para la medicion antioxidante de una
sustancia. Sin embargo, los autores citados indican que, para caracterizar la actividad
antioxidante de un alimento, el ensayo ORAC destaca entre todos los ensayos disponibles por
su alta sensibilidad, precision y reproducibilidad (Alvarez, Carvalho, Sierra, Lara, Cardona,
Londofio, 2012, pp. 774.781).

El método ORAC consiste en medir la disminucion en la fluorescencia de una proteina
como resultado de la pérdida de su conformacion cuando sufre dafio oxidativo causado por
una fuente de radical peréxido (ROQO"). ElI método mide la capacidad de los antioxidantes en
la muestra para proteger la proteina del dafio oxidativo. La proteina usada es la fluoresceina
(Delgado, Betanzos y Sumaya, 2010, pp. 774.781).

Este procedimiento es utilizado para determinar la capacidad antioxidante de cualquier
extracto vegetal, asi como también muestras de alimentos. Ademas, permite obtener la
cuantificacion de todos los antioxidantes presentes en una muestra (Coronado, Radilla,
Véazquez y Vega, 2015, p. 208).

En el ensayo ORAC, los radicales peroxilo, generados a partir del AAPH o ABAP
([2,2'-azobis (2-amidinopropano]), reaccionan con fluoresceina como sustrato. Como
resultado de tal reaccién, la fluorescencia de este ultimo compuesto decrece a través del
tiempo, configurando un area bajo la curva (fluorescencia versus tiempo). Cuando dicha
reaccion tiene lugar en presencia de compuestos antioxidantes, el area bajo la curva se
incrementa en forma lineal y proporcional a la concentracion de antioxidantes (Instituto de
Nutricion y Tecnologia de los Alimentos (INTA), 2017).

Para actuar como tal, los antioxidantes deben donar, ya sea, un electron, o un atomo de
hidrogeno (HAT) a los mismos radicales libres que se pretende estabilizar. EI ensayo mide la
capacidad que tienen todos los antioxidantes presentes en un alimento (o0 muestra de este) para

donar atomos de hidrogeno a los radicales peroxilo. Por ende, el método ORAC cuantifica la



79

capacidad que tendria un alimento para actuar como antioxidante a través del mecanismo
HAT (Instituto de Nutricion y Tecnologia de los Alimentos (INTA), 2017).

El ensayo comprende la medicion del aporte que hacen a la actividad antioxidante
tanto los polifenoles como aquellos compuestos de naturaleza no-polifendlica presentes en un
alimento dado, y, por tanto permite comparar la actividad antioxidante, valor ORAC, de
alimentos que no necesariamente tienen polifenoles como sus principales componentes con
aquellos que si lo tienen. Por ejemplo, es posible comparar el valor ORAC de un tomate (rico
en licopeno, pero pobre en polifenoles) con el de una manzana (que es rica en polifenoles,
pero no contiene licopeno).

Expresion del valor ORAC en una muestra

El valor ORAC se expresa como micromoles de equivalentes Trolox®/100 g de
muestra. EI Trolox es un analogo de la vitamina E que, por su facil solubilidad en agua es

empleado como estandar de comparacion. (Delgado, Betanzos y Sumaya, 2010, pp. 774.781).

Dado que el método ORAC permite comparar alimentos de naturaleza muy diversa en
cuanto a su riqueza antioxidante, el ensayo ORAC representa en la actualidad la forma maés
empleada de evaluar la actividad antioxidante de alimentos. Como tal, el valor ORAC
constituye el indice mas reconocido al momento de definir el potencial aporte que podria
suponer el consumo de un alimento con capacidad antioxidante para el organismo. (Instituto
de Nutricion y Tecnologia de los Alimentos (INTA), 2017).

Si bien, la confianza que se tiene en torno a los valores de actividad antioxidante
generados a través de dicho método, es resultado, en gran medida, de la alta sensibilidad,
precision y reproducibilidad, es claro que para asegurar tales caracteristicas el ensayo debe ser
ejecutado por un laboratorio que esté dotado no solo de una instrumentacion adecuada que
permita su automatizacion, sino que ademas, vele por el cumplimiento del protocolo analitico

estandarizado del método. (Coronado, Radilla, Vazquez y Vega, 2015, p. 208).
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Analisis del proximal quimico en alimentos funcionales

Bonilla y Pazos (2010) describen la quimica y el analisis de los alimentos como
disciplinas amplias que se basan en los principios de la fisicoquimica, quimica organica,
biologia y quimica analitica (p. 101). Los avances en estas ciencias, realizados en los siglos
XIX y XX han tenido un efecto importante en la comprensién de muchos aspectos de la
ciencia y tecnologia de alimentos, y han sido decisivos en el mejoramiento de la cantidad,

calidad y disponibilidad del suministro de productos alimenticios a nivel mundial.

El anélisis de alimentos es la disciplina que se ocupa del desarrollo, uso y estudio de
los procedimientos analiticos para evaluar las caracteristicas de los mismos y de sus
componentes (Alvarez y Bagué, 2012, p.17). Esta informacion es critica para el entendimiento
de los factores que determinan las propiedades de estos, asi como la habilidad para
producirlos, de manera que sean consistentemente seguros, nutritivos y deseables para el

consumidor.

Se conoce un numero considerable de técnicas analiticas para determinar una
propiedad particular del alimento. Cuéllar, (2016) sefiala las determinaciones que se realizan
mas frecuentemente para conocer su composicion, entre ellas, se incluyen la determinacién de
humedad, cenizas, extracto etéreo (grasa cruda), proteina total, fibra y carbohidratos

asimilables, en un protocolo conocido como Analisis Proximal.

Seguidamente, se revisara los principios basicos de los procedimientos comunmente
empleados para el analisis de los alimentos y se nombrara las principales ventajas y
desventajas. Se hace mencién en la comprension de los principios quimicos y analiticos
fundamentales en que se basan las relaciones entre la composicion de ellos y algunas de sus

propiedades funcionales y nutricionales.

Ademas, se introducen diversas técnicas de laboratorio que son comunes en la
investigacion bésica en quimica y analisis de alimentos. Dichas técnicas y métodos serén
empleadas para el analisis del valor nutricional del arbol de marafion. Los fundamentos de
cada método se recopilaron en la Universidad de Costa Rica, (2017), Centro de Investigacion
en Nutricion Animal (CINA).

Extracto Etéreo

La determinacién del extracto etéreo, se realiza para aquellos productos balanceados,

forrajes y materias primas. El principio se basa en que las sustancias solubles en éter presentes
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en el alimento, son extraidos cuantitativamente por el lavado sucesivo de dicho este con éter
etilico anhidro (CINA, 2017). Dicho método ademas de extraer grasa, extrae pigmentos
vegetales, aceites, ceras y vitaminas liposolubles. Los métodos mas utilizados se mencionan a

continuacion.

Método de Soxhlet.

Es una extraccion semicontinua con un disolvente organico. En este método el
disolvente se calienta, se volatiliza y condensa goteando sobre la muestra, la cual queda
sumergida en el disolvente. Posteriormente, éste es sifoneado al matraz de calentamiento para
empezar de nuevo el proceso. El contenido de grasa se cuantifica por diferencia de peso
(Bonilla 'y Pazos, 2010, p.101).

Método de Goldfish.

Es una extraccion continua con un disolvente organico. Este se calienta y se volatiliza
para posteriormente condensarse sobre la muestra. El disolvente gotea continuamente a través
de la muestra para extraer la grasa. El contenido de grasa se cuantifica por diferencia de peso

entre la muestra o la grasa removida (Bonilla y Pazos, 2010, p.101).

Figura 9. Equipo de extraccion de Goldfish
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Humedad

Este método se aplica al anélisis de humedad (materia seca) en muestras de alimentos
balanceados, materias primas, premezclas y forrajes. Cuyo principio es el siguiente, el agua
que contienen los alimentos diluyen el valor nutritivo de ellos por unidad de peso, pues,
aunque sea indispensable no contiene ningn nutrimiento y a su vez, aumenta el costo neto de
los nutrientes (CINA, 2017).

Segun los investigadores (Alvarez y Bagué, 2012, p.17) el nivel de humedad de los
alimentos terminados y materias primas debe mantenerse por debajo del nivel critico, ya que

podria causar la pérdida de los mismos por la accion de microorganismos y descomposicion.

El método més comuln para determinar la materia seca es el de la eliminacion del agua
libre por medio de aire caliente en circulacién seguida por la medida de la masa del residuo.
En este método de “secado al horno” la temperatura del aire y el tiempo de exposicion de la
muestra son regulados para lograr el maximo de secado y un minimo de pérdidas de
sustancias volatiles (CINA, 2017). Se menciona que este procedimiento es considerado un

método indirecto para la determinacion de la humedad.

Proteina Cruda por Combustién.

La determinacién de proteina cruda por el método Dumas, aplica igualmente para
forrajes, materia prima y alimentos terminados. EI método Dumas por combustion junto con
el método Kjeldahi son los métodos mas empleados para la determinacion de nitrégeno en
los compuestos organicos. Sin embargo, el método Dumas se ha convertido en el método de
referencia y es adecuado para el analisis de casi todos los tipos de compuestos organicos
nitrogenados. El principio se basa en la digestion por combustion cuantitativa de la muestra

aproximadamente a 960°C en exceso de oxigeno (CINA, 2017).
Energia Bruta

CINA (2017) definen la energia bruta como la energia que se obtendria al quemar un
alimento en una bomba calorimétrica. Se mide en Kcal (kilocalorias) y se puede calcular a
partir de la composicion del alimento respecto a sus proporciones de lipidos (grasas),
proteinas e hidratos de carbonos. Es decir, corresponde a la cantidad de calor liberado en
kcal/gr de una determinada muestra cuando es completamente oxidada hasta dioxido de

carbono CO,, agua y otros gases.
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Fibra detergente neutro - Fibra detergente &cido

La fibra en alimentos es una entidad nutricionalmente definida que representa la
fraccion de los alimentos, que es indigestible o se digiere lentamente. La disolucién neutro
detergente y la alfa amilasa termoestable son usadas para disolver con facilidad proteinas,
lipidos, azucares, almidones y pectinas en los alimentos, dejando un residuo fibroso, que es
primordialmente pared celular (celulosa, hemicelulosa y lignina) y materia nitrogenada

indigestible en productos de origen animal (CINA, 2017).
Nitrégeno detergente neutro - Nitrégeno detergente acido

El método estd basado en la solubilidad de un agente tensioactivo, por medio de una
disolucion neutra de sulfato lauril sédico. Con este método se obtiene una porcion soluble que
consiste en: carbohidratos solubles, pectinas incluidas, proteinas, lipidos, sustancias minerales
solubles (CINA, 2017). Ademas, se menciona que el residuo final se encuentra compuesto por
los componentes fibrosos de las células de la planta: hemicelulosa, celulosa, lignina, de

sustancias minerales insolubles y algunas proteinas de las paredes de la célula.

Cenizas: Calcio y Fosforo

Las cenizas de un alimento son un término analitico equivalente al residuo inorganico
gue queda despues de calcinar la materia organica. Las cenizas, normalmente, no son las
mismas sustancias inorganicas presentes en el alimento original, debido a las perdidas por

volatilizacion o a las interacciones quimicas entre los constituyentes (CINA, 2017).

El valor principal de la determinacion de cenizas y también de las cenizas solubles en
agua, la alcalinidad de las cenizas y las cenizas insolubles en &cido es que supone un método
sencillo para determinar la calidad de ciertos alimentos. Las cenizas de los alimentos deberan
estar comprendidas entre ciertos valores, lo cual facilitara en parte su identificacion (Alvarez
y Bagué, 2012, p.17). En los vegetales predominan los derivados de potasio y en las cenizas
animales los del sodio. Para determinar las cenizas en alimentos se utilizan diferentes técnicas

entre ellas las mencionadas a continuacion.

Meétodo de cenizas totales.

La determinacion en seco es el método mas comun para cuantificar la totalidad de
minerales en alimentos y, se basa en la descomposicion de la materia orgénica, quedando

solamente materia inorganica en la muestra, es eficiente ya que determina cenizas solubles en
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agua, insolubles y solubles en medio &cido. En este método toda la materia organica se oxida
en ausencia de la flama a una temperatura que fluctta entre los 550 -600°C; el material
inorganico que no se volatiliza a esta temperatura se conoce como ceniza (Alvarez y Bagug,
2012, p.17).

Determinacién de cenizas en hiimedo.

La determinacion himeda, segin (Alvarez y Bagué, 2012, p.17), se basa en la
descomposicion de la materia organica en medio acido, por lo que la materia inorganica puede
ser determinada por gravimetria de las sales que precipiten, y también por algun otro método

analitico para las sales que permanezcan en disolucidn acuosa o &cida.

Lignina (Base seca).

Esta es un polimero sin una estructura definida que contiene alcoholes, &cidos
fenolicos y compuestos no fendlicos (CINA, 2017). La lignina limita la digestion de la fibra 'y
la proteina, su accion negativa consiste en reducir el acceso de las enzimas hidroliticas a la
fibra digestible y a la proteina ligada a la fibra. EI método de estimacion de esta sustancia mas
conocido es el de la digestion en 4cido sulfdrico concentrado (72%). El valor de conocer su
concentracion en un alimento se debe a su relacion aparente con la digestibilidad o la
indigestibilidad de este. En general, a medida que avanza el estado fenoldgico de un forraje,

aumenta la concentracion de lignina.
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CAPITULO IIl: MARCO METODOLOGICO

En el presente apartado se describiran los mecanismos y herramientas utilizadas para
el andlisis de la problematica a investigar. Asi mismo, se indicara el enfoque, disefio, la
poblacién que engloba el estudio y se especificaran las variables que éste comprende. El

capitulo se elaborara con base en las teorias y objetivos planteados anteriormente.

Enfoque

La investigacion actual tiene un enfoque cuantitativo, debido a que se pretende
demostrar la certeza de la hipotesis formulada. Asi mismo, la recoleccion de los datos se
fundamenta en la medicion, y se analizaran los resultados siguiendo métodos estadisticos, los
cuales le proveerdn certeza y un alto grado de confiabilidad al estudio. “El enfoque
cuantitativo utiliza la recoleccion de datos para probar hipotesis con base en la medicion
numérica y el andlisis estadistico, con el fin establecer pautas de comportamiento y probar

teorias” (Hernandez, Fernandez, Baptista, 2014, p. 4).

La recoleccion de los datos se fundamenta en la medicion. Esta medicion se lleva al
cabo al utilizar procedimientos estandarizados y aceptados por la comunidad cientifica. Para
que una investigacion sea creible por otros investigadores, debe demostrarse que se siguieron

tales procedimientos (Hern&ndez, Fernandez, Baptista, 2014, p. 4).
Disefio

El disefio de esta investigacion se puede considerar de tipo experimental, ya que se
determinaran una serie de variables y se emplearan estrategias metodoldgicas confiables para
la obtencion de informacion, de manera que se pueda asegurar que los resultados obtenidos
sean validos y objetivos. Hernandez, Fernandez y Baptista (2014), mencionan: “Cualquier
factor que pueda tomar valores diferentes constituye una variable cientifica e influye en el

resultado de una investigacion experimental”.

Los autores citados definen los modelos de disefio experimental como modelos
estadisticos clasicos cuyo, objetivo es averiguar si determinados factores influyen en una
variable de interés y, si existe influencia de algin factor, cuantificar dicha influencia

(Hernandez, Fernandez, Baptista, 2014, p.9).
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Objetos de estudio

Para el presente estudio experimental se analizaran las propiedades terapéuticas y la
composicion fitoquimica del Anacardium Occidentale de Costa Rica, dicha especie vegetal es
conocida popularmente como arbol de marafion. En Costa Rica se produce en toda la
provincia de Guanacaste y Puntarenas, asi como en los cantones de Esparza, Puriscal, Orotina
y San Mateo. Este estudio se enfocaré en los arboles provenientes de la zona de Miramar de

Puntarenas.

A continuacion, se mencionaran los criterios de inclusion y de exclusién utilizados

para la elaboracion de dicho estudio.

Criterios de inclusién

e Arboles correspondientes a la familia Anacardiaceae de la especie Anacardium
Occidentale y procedentes de la regién de Miramar, Puntarenas de Costa Rica.

e Las hojas frescas y secas del arbol.

e Frutos: semilla y pseudofruto (receptaculo) de la especie a estudiar.

e Las céascaras de las semillas.

e Compuestos volatiles organicos de los aceites obtenidos a partir las hojas, frutos
(semilla y pseudofruto) y las cascaras de las semillas del Anacardium Occidentale
(marafion).

e Acidos grasos de los aceites obtenidos a partir de las hojas, frutos (semilla y
pseudofruto) y las cascaras de las semillas del Anacardium Occidentale (marafién).

e Compuestos toxicos de los aceites obtenidos a partir de las hojas, frutos (semilla y

pseudofruto) y las cascaras de las semillas del Anacardium Occidentale (marafién).

Criterios de exclusién

e Arboles que no correspondan a la familia Anacardiaceae, ni de la especie Anacardium
Occidentale.

e Arboles de Anacardium Occidentale (marafion) no procedentes de la region de
Miramar, Puntarenas de Costa Rica.

e Las flores, tallos y la raiz del mencionado arbol.



Variables

Tabla 12. Variables de la Investigacion

Variable

Compuestos volatiles
del Anacardium
Occidentale

(marafién).

Perfil lipidico (acidos
grasos) de los
aceites del
Anacardium
Occidentale

(marafién).

Carotenoides
presentes en el del
Anacardium
Occidentale

(marafién).

Andlisis quimico del
Anacardium
Occidentale

(marafion).

Propiedades
terapéuticas del
Anacardium
Occidentale

(marafion).

Actividad

antioxidante

Definicion Conceptual
Mezclas complejas de compuestos
organicos que representan
pequefias cantidades respecto al
peso total de la planta (Ortufio,
2006, p. 7).

Drago, Lépez y Sainz (2007), los
acidos grasos son los principales
constituyentes de los triglicéridos
gue son los lipidos alimentarios a
los que comunmente

denominamos grasa. (p. 63).

Pigmentos de las plantas de color
amarillo, naranja y rojo (Criado y
Moya, 2011, pp. 11-13).

Disciplina que se ocupa del
desarrollo, uso y estudio de los
analiticos

procedimientos para

evaluar las caracteristicas de
alimentos (Alvarez y Bagué, 2012,

p.17).

Sustancia con fines curativos
especificos, que ayudan al cuerpo
en su lucha contra la infeccion.

(Bonillay Pazos, 2010, p. 102).

Sustancias que cuando estan
presentes, retardan o inhiben la
oxidacion de sustratos
susceptibles al ataque de las
especies reactivas del

(Sanchez, 2013, p.12).

oxigeno

87

Definicion operacional e instrumental
Se caracterizan y cuantifican por medio de
programas del equipo: cromatografo de
gases. Se realizan tablas comparativas y
se determina el

graficos, promedio en

porcentaje de cada compuesto.

Se identifican y cuantifican por medio de

programas del equipo: cromatografo de
gases. Se realizan tablas comparativas y
se determina el

graficos, promedio en

porcentaje de cada compuesto.

Prueba realizada en el CITA, UCR.

Pruebas quimicas para evaluar Ila

composicion nutricional de los residuos:
extracto etéreo, humedad, proteina cruda por
combustién, energia bruta, fibra detergente
neutro y fibra detergente &cido, nitrégeno
detergente neutro y nitrégeno, detergente

acido, cenizas y lignina (Base seca)

Se analiza la composicion de los aceites y de
acuerdo a su naturaleza se asigna la
actividad medicinal, la cual se demuestra por

medio de pruebas quimicas en el laboratorio.

Se evalla por medio del ensayo ORAC,
capacidad de absorciéon de los radicales de

oxigeno.
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Instrumentos y Técnicas

Los instrumentos serdn separados en distintas fases, de modo que permitan seguir un
orden con respecto al procedimiento descrito méas adelante, brindando un mayor

entendimiento al proceso de estudio.

Fase . Recoleccion y almacenamiento de la materia prima vegetal.

v Congelador
v Cuarto frio

v" Bolsas herméticas

Se almacenan las hojas de la especie vegetal a estudiar en el cuarto frio a una
temperatura de 4 a 6 °C. El pseudofruto (receptaculo) del marafibn se congela

aproximadamente a — 30 °C. Las semillas se abren y se ponen a secar a temperatura ambiente.

Fase I1. Destilacion de las hojas y pseudofruto del Anacardium Occidentale

Céamara extractora: Balon de fondo redondo, de 1 litro.
Condensador: de vidrio.

Frasco recolector: Erlenmeyer.

Calentador magneético.

Soportes metalicos y prensas.

TermoOmetro.

Mangueras de hule.

N N N N N R

Reactivos a utilizar: etanol y agua.

Se realizard por el método de hidrodestilacion, con el fin de llevar a estado de
ebullicion la suspensién acuosa del material vegetal aromatico, de tal manera, que los vapores

generados se puedan condensar y colectar.

Fase Ill. Extraccion del aceite esencial de las hojas y pseudofruto del Anacardium
Occidentale

v’ Cémara extractor de gases.
v"Instrumentos del equipo de laboratorio: embudo separador y beaker.

v Reactivos: éter etilico y etanol.
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Se utiliza el método de extraccion por separacion de fases. De este modo, se separan
los compuestos orgénicos de la solucién acuosa en la que se encuentran y se traspasan a la
fase organica, seguidamente se somete dicha fase a otro proceso de reextraccion: secado a

temperatura ambiente en la cAmara extractor de gases.
Fase IV. Extraccion del aceite esencial de la semilla del Anacardium Occidentale.

Céamara extractor de gases.
Mortero: Brazo mecanico de precision.

Instrumentos del equipo de laboratorio: beaker y agitadores de vidrio.

ASERNERNERN

Reactivo: Eter etilico.

Se utiliza la técnica de extraccion por solventes organicos. En la cual el solvente
orgénico es un reactivo de alta afinidad con respecto a lo que se desea recuperar. En la
purificacion se extraen los compuestos y se traspasan al liquido orgénico. Posteriormente, se
somete a otro proceso de reextraccion: secado a temperatura ambiente en la camara extractor

de gases.

Fase V. Caracterizacion y cuantificacion de los compuestos volatiles organicos del

Anacardium Occidentale.

v Cromatdgrafo de gases
v Instrumentos del equipo de laboratorio: cubetas, micro pipetas, beaker, balones de
aforo y viales con tapa.

v' Reactivos: Eter etilico, hidroxido de tetrametilamonio, agua destilada.

Se deben de diluir las muestras antes de ser inyectadas, para esto se utiliza éter etilico
y se prepara una disolucién de 100uL hidroxido de tetrametilamonio en 10 ml de metanol. La
evaluacion estructura actividad se realiza mediante procesos virtuales, por lo que se hara uso

de los siguientes programas: PubChem, Chemicalize, Discovery Studio.

Fase VI. Evaluacion nutricional de los residuos-cascaras de las semillas del Anacardium

Occidentale.

Se realizaran un analisis quimico proximal, el cual consiste en el desarrollo de una
serie de herramientas técnicas para determinar el contenido nutricional de la céascara de

marafiones tales como:
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Extracto etéreo.

Humedad.

Proteina cruda por combustion.

Energia bruta

Fibra detergente neutro - fibra detergente &cido
Nitrogeno detergente neutro - Nitrégeno detergente &cido

Cenizas: calcio y fésforo

AN NN VT N N NN

Lignina (Base seca)

Equipos a utilizar: mortero y pistilo, molino acero inoxidable, malla de un milimetro,
equipo de extraccién Goldfisch, pinzas, vasos de extraccion, calentadores, dedales,
beakers, desecador, horno, balanza analitica, termometros, horno de conveccion con
sistema de circulacion de aire caliente, analizador de nitrégeno por combustidn,
paletizador (para hacer pastillas), equipo (Analizador de nitr6geno, modelo Rapid N

Exceed de Elementar Analysensysteme GmbH).

Fase VII. Valoracion de la Actividad Antioxidante de los aceites esenciales del

Anacardium Occidentale.

v" Ensayo ORAC (Capacidad de absorcion de radicales de oxigeno).

Se realiza en el laboratorio del Centro Nacional de Ciencia y Tecnologia de Alimentos
(CITA), empleando la metodologia de referencia del laboratorio, con la modificacion de
utilizar medios lipofilicas para poder valorar los extractos de los aceites resultantes.

Fase VIII. Determinacion de los carotenoides presentes en el pseudofruto del
Anacardium Occidentale.

v" Prueba CITA

Se realiza en el laboratorio del Centro Nacional de Ciencia y Tecnologia de Alimentos

(CITA), empleando la metodologia de referencia del laboratorio.
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Proceso de recoleccién y analisis de datos

El proceso de recoleccion y andlisis de los datos de la presente investigacion, se
realiza en los laboratorios de quimica y bromatologia del Centro de Investigacion en
Nutricion Animal (CINA) de la Universidad de Costa Rica, durante el primer y segundo
cuatrimestre del afio 2017. EI CINA es una entidad adscrita a la Vicerrectoria de Investigacion
de la Universidad de Costa Rica, que cuenta con un grupo de profesionales en las diferentes

areas en las que brinda servicios.

Su propésito es el control de la calidad de los alimentos para consumo animal de Costa
Rica, fundamentada en Ley de la Republica 6883 “Ley para la elaboracion y el expendio de
los alimentos para animales” y el Reglamento de la misma (Decreto 16899-MAG). Ademas,
brinda al sector pecuario nacional servicios analiticos fiables, asesorias y la transferencia de
conocimientos a partir de investigacion pertinente, desarrollada en el marco de la nutricion,
alimentacidn, calidad e inocuidad de los productos alimenticios para animales, contribuyendo
asi, con el fortalecimiento de la salud pablica nacional. (Universidad de Costa Rica- Centro de
Investigacion en Nutricion Animal [UCR-CINA], 2017).

A continuacion, se mencionara el procedimiento a seguir, el cual se dividira en
distintas fases, con el fin de lograr un orden logico y adecuado, que permita una mejor

comprension de la metodologia empleada.
Fase . Recoleccion y almacenamiento de la materia prima vegetal

La recoleccién de las hojas y frutos (semillas y pseudofruto) del Anacardium
Occidentale (marafidn) se realiza durante el mes de febrero del afio 2017, esto debido a que en
Costa Rica la cosecha se produce entre los meses de febrero a mayo. Se recolectan alrededor
de dos kilogramos de hojas, una cantidad aproximada de seis kilogramos del fruto de marafion
y 200 gramos de semillas de marafién con céscara. Para el almacenamiento de las materias

primas vegetales se siguio el siguiente procedimiento:

1. Se colocan las hojas del Anacardium Occidentale (marafion) en una bolsa hermética en el
cuarto de frio.

2. Los pseudofrutos del marafidn se agrupan de tres en tres en bolsas hermeticas en el
congelador, para que se conserven por mas tiempo.

3. Las semillas se separan del falso fruto.
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Aproximadamente, diez semillas (60 gramos) se abren y se disponen a secar a temperatura
ambiente en bolsas herméticas.
El resto de las semillas (140 gramos) se abren y se proceden a secar en un horno de 60° C,

con el fin de separar las cascaras (cubierta dura) de las semillas y de la cuticula.

Fase 1. Destilacion de las hojas y pseudofruto del Anacardium Occidentale.

Se sigue el siguiente procedimiento:

1. Searma el equipo de hidrodestilacion. Se realiza el montaje mostrado en la figura 7.

2. El material vegetal previamente lavado y cortado en trozos pequefios, se coloca en un
balén de 2 litros (50 gramos aproximadamente). Se pesa y anota el dato: peso del balén
solo y peso del balon con la muestra.

3. Se afiade agua destilada al balon con la muestra.

4. Se abre lentamente el grifo (entrada de H,O) conectado al refrigerante de destilacion.

5. Se calienta el matraz con la ayuda de un calentador magnético, manteniendo el material a
destilar en agitacion constante, hasta alcanzar la temperatura de ebullicién del liquido a
destilar.

6. Es necesario mantener la calefaccion hasta que la mayor parte de liquido se haya
destilado, sin dejar nunca que se seque totalmente el contenido del bal6n.

7. Se obtiene el destilado de las hojas y del pseudofruto, un tipo de suspension acuosa que
contiene compuestos volatiles.

Fase Ill. Extraccion del aceite esencial de las hojas y pseudofruto del Anacardium

Occidentale.

Se separan los compuestos organicos de las suspensiones acuosas de las hojas y del

pseudofruto que se obtuvieron en la fase anterior. Se sigue el siguiente procedimiento:

1
2
3.
4

El aparato utilizado en las extracciones es el embudo de separacion.

El tapon y la llave del embudo separador se deben ajustar antes de cada uso.

Se aflade la solucion acuosa al embudo separador con 50ml de éter etilico.

El embudo de decantacion debe manejarse con ambas manos; con una se sujeta el tapon -
asegurandolo con el dedo indice- y con la otra se manipula la llave.

Se invierte el embudo y se abre la llave para eliminar la presidn de su interior; se agita con

suavidad durante uno o dos segundos y se abre de nuevo la llave.
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6. Después de separadas ambas fases, se saca el inferior (acuosa) por la llave y la superior
(oleosa) por la boca del embudo; asi se previenen posibles contaminaciones.

7. Se realizan tres extracciones en cada caso.

8. Se relnen las fases organicas (aceite y éter etilico). Se procede a la extraccion del
disolvente. Se deja volatilizar en la cAmara extractora de gases por varias horas.

9. Se obtiene el aceite esencial de las hojas y del pseudofruto.

Fase IV. Extraccion del aceite esencial de la semilla del Anacardium Occidentale.

Se utilizan las 10 semillas (60 gramos), las cuales fueron previamente secadas en la

fase I. Se procede al tratamiento de las muestras de la siguiente forma:

1. Se morterizan las semillas con ayuda del brazo mecanico de precision (Apéndice) y se
agrega lo obtenido en un beaker.

2. Se afade el disolvente éter etilico a la mezcla contenida en el beaker.

3. Se procede a agitar y triturar la mezcla con la ayuda de una varilla de vidrio.

4. Se separa por filtracion la disolucion que contiene el producto extraido y la fraccion
insoluble que contiene las impurezas (residuos de las cascaras).

5. Se realizan varios lavados a la mezcla contenida en el beaker, hasta que se observe que no
hay desprendimiento de aceite de las semillas.

6. Finalmente, se deja secar el disolvente a temperatura ambiente en el extractor de gases por
varias horas, hasta observar un liquido de consistencia aceitosa (aceite de la semilla de

marafion).

Fase V. Caracterizacion y cuantificacion de los compuestos volatiles organicos del

Anacardium Occidentale.

Para el procesamiento de las muestras en el cromatografo de gases, se debe realizar

una serie de pasos, los cuales se enumeran a continuacion:

1. Determinar previamente las condiciones del método para procesar las muestras.

2. Disolver la muestra en el disolvente indicado: 5 pL del aceite de las semillas de
maraiion con un mililitro de éter etilico y un mililitro de la solucion: hidroxido de
tetrametilamonio 100 uL en 10 ml metanol, 50 pL del aceite de las hojas de maraion y
un mililitro de éter etilico, 5 pL del aceite del pseudofruto del marafion y un mililitro
de éter etilico.

3. Asignar los datos correspondientes de la muestra al equipo.
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Colocar el vial en el carrusel y procesar la muestra.
El resultado se guarda automéaticamente via electrdonica en la carpeta del investigador

con el afio e iniciales que se desee (S1, H2, PS3).

Fase VI. Evaluacion nutricional de los residuos-cascaras de las semillas del Anacardium

Occidentale.

Se utiliza el resto de las semillas (140 gramos) que fueron secadas en la fase 1,

después de ser secadas en el horno a 60°C, se morterizan finamente con un mortero y pistilo.

Finalmente, se homogeniza el tamafio de la particula pasandolo por el molino de rotor de

acero inoxidable con una malla de un milimetro. Se procede a realizar el proximal quimico de

la muestra como se indica a continuacion:

o a0k~ w N

Determinacién del extracto etéreo.

Las sustancias solubles en éter presentes en las cascaras de la semilla de marafién son

extraidas cuantitativamente por el lavado sucesivo de dicho residuo con éter etilico.
Procedimiento de secado.

Se llena aproximadamente 1/3 parte de la capsula de aluminio con la muestra de ensayo y
se agita con cuidado hasta que el contenido esté igualmente distribuido. Se identifica cada
recipiente.

Se colocan las capsulas con la respectiva tapa en el horno.

Se secan las capsulas con la muestra y la tapa toda la noche a 105 + 5 °C.

Al dia siguiente se abre el horno y se cierran las capsulas.

Se transfiere las capsulas a un desecador para que se enfrien.

Se obtiene el residuo seco, el cual se utiliza para realizar el analisis del extracto etéreo.
Procedimiento de extraccion.

No se deben tocar los vasos de extraccion con las manos, se utiliza pinzas.

Se pesan aproximadamente 2,0 gramos de muestra libre de humedad en papel
desengrasado y se anota la masa (A).

Se coloca la muestra en uno de los dedales de ceramica.

Se pesa el vaso de extraccion de 100 ml con borde esmerilado para extracto etéreo,

previamente secado a la masa constante y luego enfriado. Se anota la masa (B).
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5. Se pone a funcionar el equipo de extraccion Goldfisch.

6. Se coloca los dedales dentro de los anillos metalicos y se ponen en el aparato. Se utilizan
las pinzas.

7. Se vierte aproximadamente 60 ml de éter etilico en cada vaso de extraccion y se colocan
en el equipo.

8. Se levanta los calentadores hasta tocar los vasos de extraccion y se extrae durante 4 horas.

9. Se alejan los calentadores y se dejan escurrir los dedales por aproximadamente 30

minutos.

10. Se bajan los vasos de extraccion y se trasladan al horno a (100+£5°C) por 30 minutos.

11. Se dejan enfriar en un desecador, por aproximadamente 20 minutos y después se mide la
masa y se anota (C).

12. Se procede a realizar los calculos correspondientes, siguiendo la siguiente formula:

masa C —masa B
x100

masa A

= Extracto estéreo base seca expresado en g/100g

13. El extracto obtenido se procede a diluir y se inyecta en cromatdgrafo, de esta forma se

obtiene la composicion del aceite de la cascara de marafidn.
Determinacion de la Humedad.

Se analiza la humedad de las céscaras de la semilla de marafion como materia seca, se
reportan los resultados en términos de porcentaje de materia seca total, para esto se requiere
de los datos obtenidos anteriormente. Se deben presecar las capsulas de aluminio para
humedad a una temperatura igual o superior a 105°C. A continuacién, se muestran los pasos a

seguir para el analisis de la muestra:

1. Seregula el horno de aire a 135+2°C.

2. Se mide la masa de una capsula de aluminio con su respectiva tapa y se registra su masa.

3. Se pesan aproximadamente 2 gramos de muestra en la capsula y se agita con cuidado
hasta que el contenido este distribuido de manera equitativa.

4. Se colocan las capsulas destapadas, incluyendo las tapas en el horno. Se dejan secar por
120+ 5 minutos.

5. Se abre el horno y se colocan las respectivas tapas a las capsulas tan rapido como sea

posible.
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Se transfiere las capsulas a un desecador para que se enfrie.
Se pesa y calcula la pérdida de masa, expresando el valor como porcentaje de humedad en

0/ 100g, se utilizan las siguientes formulas:

Masa de la muestra seca .
l. x100 = %Materia seca (MS)

Masa muestra

Il. 100 — % MS = %Humedad
Determinacion de proteina cruda por combustion.

Se utiliza el método Dumas para la determinacion de nitrégeno en las cascaras de la
semilla de marafion. Se sigue una serie de pasos para la obtencion de los resultados, los

cuales se muestran seguidamente:

Elaboracion de las pastillas.

Para empaquetar la muestra, se utiliza papel libre de nitrégeno.

No se debe tocar las capsulas u otro material de empaque con las manos; se utilizan
guantes de latex o pinzas.

Se toman las capsulas y se colocan en el plato de balanza, se procede a tarar. Se mide la
masa de la muestra requerida.

Se coloca la muestra en el “peletizador” y se presiona lo necesario para formar la pastilla.
Se pesa la pastilla con ayuda de las pinzas y se registra la masa.

Se colocan las patillas en el carrusel del equipo (Analizador de Nitrégeno, modelo Rapid
N Exceed de Elementar Analysensysteme GmbH).

Determinacion de la proteina cruda.

Se enciende el equipo y se asegura que el horno este caliente.

Se asegura gue los gases estén abiertos.

Se enciende el computador y se abre el programa de manejo del rapid N Exceed.

Se marca la opcidon “Open” y se abre el archivo de referencia de inicio seleccionado.

Se presiona System>carrusel position. Se marca la opcion “all samples removed from the
carrusel”. Luego, se presiona en “reference run” y se presiona “ok”. Automaticamente el

carrusel se coloca en posicion inicial de analisis.
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6. El programa del equipo rapid N Exceed realiza los calculos automaticamente en la hoja de
calculo, el programa informatico utiliza la siguiente ecuacion para estimar:

g _ 9
100g 100 g

Proteina Cruda x6,25

Energia Bruta.

1. Se pesa aproximadamente 1 gramo de muestra (residuo de la cascara de marafion molida).

2. Se coloca la muestra en el “peletizador” y se presiona lo necesario para formar la pastilla.

3. Se coloca la pastilla en la bomba de acero junto con una mecha de combustion, de manera
que, este en contacto con la pastilla, se cierra la bomba.

4. Se procede a estabilizar la bomba calorimétrica y el refrigerador.

5. Seda inicio a la combustion.

6. Después de 7-10 minutos se obtiene la energia en kcal / kg.
Analisis quimicos.

1. Los analisis: Fibra detergente neutro - fibra detergente acido, nitrogeno detergente neutro,
nitrdgeno detergente acido, cenizas: calcio y fosforo, lignina (base seca), se realizan por
grupos de profesionales del laboratorio de bromatologia del Centro de Investigacién en
Nutricion Animal (CINA), Universidad de Costa Rica, por lo tanto, se reporta los

resultados brindados y se procede al analisis de los mismos.

Fase VII. Determinacion de la digestibilidad in vitro.

Se realiza siguiendo el siguiente procedimiento:

1. Se realiza un prelavado a las bolsas de filtro con acetona y posteriormente, se dejan secar
completamente al aire libre.

2. Se mide aproximadamente 0,5000 gramos de muestra (residuo de la cascara de marafion
molida) y se coloca en una bolsa previamente pesada e identificada.

3. Se agrega 150 ml del medio de cultivo y 40 ml de disolucion reductora.

4. Se incuba durante 48 horas a 38°C -40°C.

5. Después del tiempo de incubacion se pesa la diferencia y se obtiene la porcion digestible

de la muestra.
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Fase VIII. Andlisis de los resultados obtenidos en el laboratorio.

En esta fase se recolectan todos los resultados arrojados en cada prueba y analisis
quimico, a partir de estos, y con ayuda de fundamentos tedricos y conocimientos cientificos,
se procede a la determinacion de la composicion fitoquimica y la actividad terapéutica de los
aceites del Ancardium Occidentale. Asi mismo, se estudian los resultados del proximal
quimico de las cascaras del marafion y se valora la posibilidad de utilizar dicho residuo como
suplemento nutricional. Para esto se utilizan programas como PubChem, Chemicalize,

Discovery Studio y Excel.
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CAPITULO IV: ANALISIS Y RESULTADOS

En este apartado se muestran los resultados obtenidos, se ordena y se estructura toda la
informacidn obtenida durante la elaboracion, por medio de la elaboracion de tablas y gréficas
sistematizadas, que muestran con base a técnicas estadisticas los resultados logrados, con el
propdsito de hacerlos comprensibles. Ademas, se analiza los elementos y datos alcanzados en
funcion de los indicadores de cada variable. Por medio del presente capitulo se desea orientar
la interpretacion de los resultados, facilitando el cruzamiento de los datos y, conjuntamente,
contribuyendo al alcance de los objetivos de la investigacion. Finalmente, se desea demostrar
el valor cientifico de la informacion recopilada y confirmar la teoria sobre las propiedades
terapéuticas de la especie vegetal analizada.

Aceites de la especie Anacardium occidentale L.

El tamizaje fitoquimico realizado a los aceites obtenidos de las diferentes partes de la
especie estudiada exhibe una gran diversidad de metabolitos secundarios, destacandose en el
aceite de la semilla de marafion la presencia abundante de acidos grasos, asi mismo, de los
extractos de las hojas y del pseudofruto se identifican una serie de compuestos volatiles,

compuestos aromaticos y fendlicos.

Las semillas y el pseudofruto fueron recolectados durante los primeros meses del afio,
ya que en Costa Rica los meses de febrero a mayo corresponden a la época de fructificacion
del marafién (Ministerio de Agricultura y Ganaderia, 2012). Las hojas se secaron y
almacenaron en bolsas herméticas en el cuarto de frio para evitar la proliferacion de
microorganismos, 0 en otros casos de hongos y de este modo, garantizar la calidad de los

aceites.

Para la extraccion de los diferentes aceites se emplearon diversas técnicas, tal como se
describe en la metodologia. Se utilizo éter etilico para la maceracion de las semillas de
marafidn con la finalidad de extraer los componentes no polares (aceites). Tanto a las semillas
como a las cascaras se les agregé el disolvente hasta cubrirlas por completo. Se empleo la
hidrodestilacion para la extraccion de los aceites volatiles de las hojas y del pseudofruto del
marafidn. Para realizar una extraccion mas completa se picaron las muestras vegetales, y asi
tener una mayor superficie de contacto con la muestra vegetal, por lo tanto un mayor

rendimiento en la extraccion con éter etilico (Lopez, 2010, p.27).
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Composicion fitoquimica del aceite de la semilla de marafion

Se obtuvo el cromatograma del aceite esencial de la semilla, en el cual se observa la
presencia de 27 sefiales separadas completamente. Cada pico constituye un componente
volatil con su tiempo de retencion (RT) y su cantidad relativa, tal como se muestra en el
apéndice G. Con respecto al cromatograma se visualiza la sefial mas abundante entre los 4 y 5

minutos, el cual corresponde al metil éster del &cido oleico.

En muchos casos, la determinacion cromatografica de analitos de interés se desarrolla
sobre moléculas intactas; sin embargo, para sustancias no volatiles, debido a que son termo
inestables y reactivas como los &cidos grasos, se requiere de su derivacion previa (LOpez,
2010, p. 39). Los derivados mas comunes de los &cidos grasos, logrados en la investigacion
son los metil ésteres, los cuales se obtuvieron por reacciones quimicas de transesterificacion.
Los é&cidos grasos fueron convertidos a sus correspondientes ésteres en el andlisis
cromatografico para mejorar la volatilidad, estabilidad térmica y la deteccion del analito.
Ademas, se evita la dimerizacion de acidos carboxilicos, union de dos moléculas de acidos
por medio de puentes de hidrogeno, y por ende, se obtiene una resolucién mas alta de los

respectivos derivados de estos &cidos.

Se muestra mas adelante (figura 10), los componentes quimicos del aceite,
determinados por cromatografia de gases. El analisis del perfil de &cidos grasos revelan que la
mayor concentracion corresponde al éster metilico de acido oléico Ci19H30, (46,93 + 26,39
9/100g), éster metilico de acido caprilico CoH150; (13,83 + 2,43 g/100g), estearato de metilo
Ci19H3s02 (10,92 + 7,33 g/100g), éster metilico de acido linoleico C19H340, (10,59 + 7,15
0/100g) y éster metilico del &cido palmitico Ci7H3,0, (8,97 = 4,94 g/100g), lo que
corresponde al 91,24 g/100g del contenido total. Los componentes mayoritarios determinados
en este aceite son caracteristicos de la especie (Gutiérrez, 2013, p.35). Ademas, en este trabajo
el contenido de acidos grasos de la almendra de marafion presenta similitud a lo reportado por
Lopez (2010), “El fruto del marafion tiene alto contenido de aceite que contiene acidos grasos:

caprilico, estearico, palmitico, oleico y linoleico” (p.2).

Se observa en menores proporciones (Tabla 16), los compuestos metacrilato de
isodecilo C14H260; (0,03 + 0,01 g/100g), acido oxalico C,oH3604 (0,05 + 0,02 ¢g/1009) vy el
éster metilico de &cido lignocérico CysHs0O, (0,05 +0,03 g/100g). La composicion

caracteristica de los aceites obtenidos se visualiza en la figura 10 del presente apartado.
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Figura 10. Comparacion de los aceites obtenidos de la semilla de marafion.
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= Ester metilico del acido palmitico 8,97 + 4,94 g/1oog
m Eter metilico del &cido linoleico 10,59 + 7,15 g/100g

m Estearato de metilo 10,92 + 7,33 g/100g

m Ester metilico del acido caprilico 13,83 + 2,32 g/100 g
m Ester metilico del acido oléico 46,93 + 26,39 g/100g

Fuente: Elaboracion propia, informacion procedente del CINA, 2017.
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En la figura anterior se compara la composicién de los cinco aceites obtenidos de
diferentes semillas de marafién. Se observa que el acido oléico representa el compuesto
principal, seguido por el &cido caprilico, sin embargo, este acido graso solo fue identificado
en mayor cantidad en el aceite de la semilla 3 (S3), asi mismo, en la semilla 1 (S1) no se

registro la presencia del &cido linoleico, el cual si estuvo presente en los demas aceites.

Las mencionadas variaciones pueden deberse a distintas razones, entre ellas, a una
respuesta bioldgica por parte de la especie vegetal, o por otros factores, como geoquimicos,
por ejemplo, tipo de suelo, precipitacion y humedad ya que las semillas se recolectaron en
distintos meses del afio, lo que implica que, las composiciones de los mismos pudieron
cambiar. Tales fenémenos coinciden con lo reportado por Arias, Granados, Molina y Villegas
(2016), muchas especies habituales de Costa Rica (Psidium guajava L.) pueden variar en la
composicion general de los aceite obtenidos, los compuestos importantes prevalecen y s6lo
se modifican en funcion de la concentracion, debido a los cambios climaticos y estacionales

presentados en el pais.



Tabla 13. Componentes quimicos del aceite de semilla de marafién, determinados por cromatografia de gases.

103

Compuest Férmula s1 S2 s3 S4 S5 PROMEDIO + SD
P guimica RT ¢/100g RT g/100g RT g/100g RT g/100g RT g/100g g/100g
E)-octadec-9-enoato de metil
((, )-octadec-9-enoato de metilo CiHx0, 4,86 5547 486 6291 38L 003 48 60 489 5626 46,93+ 2639
éster metilico del acido oleico)
ester n?g:iﬁzzaézldéi:ggt!zpmico) CHigO, 401 007 187 003 486 5457 18 064 - : 13,83 + 2,43
Octad to de metil
ctadecanoato de metilo CiHs0, 4,80 14838 479 996 3,88 004 481 1308 4,82 1568 10,92 + 7,33
(estearato de metilo)
(Z, 2)-Ester metilico del acido 9,12-
octadecadienoico C1oH340, 501 16.33 5,01 14,47 3,53 0,1 501 12,09 5,03 15,71 10,59 + 7,15
(éster metilico del acido linoleico)
Metil h
(ester meetti:icoezztljgzijngggm ticoy ~CwHxO: 410 1178 410 1122 439 016 410 1105 411 1064 8,97 + 4,94
Ester dimetilico del acido azelaico C11H200.4 - - 3,88 0,03 4,78 1572 3,88 0,04 - - 5,26 + 5,02
ester ?neeiﬁ?cooagoeféecﬂit'lc;priCO) CiH2,0, ; - ; .~ 410 11,63 242 006 242 0,01 3,90+ 3,19
Tetrad to de metil
€ (ﬁr?sctzrt]gzg mit?roe)' ° CisHO, 354 012 354 007 500 1349 354 019 354 0,11 2.80 + 2,98
Metilo nonanoato
ester metilico ael acido 1012002 - - , ' , y y y - - ) +0,
(éster metilico del acid C1oH200 214 003 534 254 396 0,01 0,86 + 0,13
pelargénico
Acido etanoico (acido acético) C4Hs0,4 1,34 0,47 - - - - - - - - 0,47 £ 0,21
(2)-hexadec-11-enoato de metilo C17H3,0, 4,17 0,3 4,17 0,52 4,30 0,02 - - 4,17 0,53 0,34 + 0,26
5-hidroxipentanoato
- - - - - - - - +
(2,4-ditert-butilfenil) C1oH300s 4lr 03 030+0,13
Eicosanoato de metilo
ester metilico ael aciao 2111422 1 ’ 1 ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ + ’
(éster metilico del acid CuHsO, 555 022 553 037 161 008 555 039 555 0,38 0,29 + 0,14
eicosanoico)
9-cis, 11-trans-octadecadienoato
de metilo C1oHs40, ; - ; ; ; . 560 024 @ - - 0,24 +0,11

(linoleato de metilo)
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Heptanoato de metilo

(éster metilico del acido CgH160, - - - - 554 048 161 005 1,87 0,01 0,18+0,11
heptanoico)
Heptadecanoato de metilo
. . . . . C1gH3602 439 0,19 439 0,16 - - 439 0,13 439 0,11 0,15+ 0,07
(éster metilico de acido margarico)
s ter?;?ﬁfgzaetloégzg‘ite'fénico) CoHiO> 6,57 007 656 006 134 037 656 012 657 0,1 0,14 +0,13
11,14,17-E|cosalt.r|en0|co, ester CotHacOs i i i i i i i i 5,24 0.14 0.14 +0.06
metilico
cis-Metil 11-eicosenoato C1H4005 - - - - - - - - 5,63 0,14 0,14 £ 0,06
Acido 2- metoxi-2-metilpropanoico Cs5H1003 - - - - 6,56 0,11 - - - - 0,11 + 0,05
Dodecanoato de metilo
(éster metilico de acido laurico) CisH260 i i i i i i 298 013 298 0,06 0,100,086
Acido -dodecenoico, ester CisHuO, 446 008 446 009 398 008 447 007 447 0,06 0,08 + 0,01
metilico, (E)-
Ester metilico dgl aC|_do 11,14- CioHaiO, i i i i 187 0,06 ) ) 0,06 £ 0,03
octadecadienoico
Tetracosanato de metilo
(éster metilico del acido CosHs5005 - - 8,15 0,05 - - 8,16 0,05 8,15 0,06 0,05 + 0,03
lignocérico)
Acido oxalico, éster alil CosHacOx ] ] ] ] 421 005 ] ] ] ] 0.05 + 0.02
pentadecilo ’ ’ T
(82)-1-oxacicloheptadec-8-en-2-ona C16H2505 - - - - 2,14 0,03 - - - - 0,03+ 0,01
Metacrilato de isodecilo C14H260, 4,24 0,03 - - - - - - - - 0,03 +£0,01
TOTAL, DE COMPUESTOS 27+2

Fuente: Elaboracion propia, informacion procedente del CINA, 2017.



Tabla 14. Perfil lipidico del aceite de semilla de marafién.
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ComDUestos Férmula  Concentracion Concentracion Concentracion Concentracién  Concentracion Promedio +
P quimica g/100g s1 g/100g s2 g/100g s3 g/100g s4 g/100g n s5 SD g/100g
ACIDOS GRASOS SATURADOS
Ester metilico del acido caprilico  CgH150, 0,07 0,03 54,57 0,64 - 13,83 +2,43
Estearato de metilo C19H350- 14,88 9,96 0,04 13,08 15,68 10,92 + 7,33
Ester metilico del acido C17Hs40, 11,78 11,22 0,16 11,05 10,64 8,97 + 4,94
palmitico
Ester metilico del acido caprico  Cy;H»,0, - - 11,63 0,06 0,01 3,90+ 3,19
Miristato de metilo C15H300, 0,12 0,07 13,49 0,19 0,11 2,80 + 2,08
Ester metlico del acido CioH200: : 0,03 2,54 0,01 : 0,86 0,13
pelargénico
Eicosanoato de metilo C,1H4,0, 0,22 0,37 0,08 0,39 0,38 0,29+0,14
Heptanoato de metilo CgH1605 - - 0,48 0,05 0,01 0,18 +0,11
Heptadecanoato de metilo C1gH360, 0,19 0,16 - 0,13 0,11 0,15 + 0,07
Docosanoato de metilo Co3H4605 0,07 0,06 0,37 0,12 0,1 0,14 £ 0,13
Acido 2- metoxi-2- CsH1005 - - 0,11 - ; 0,11 + 0,05
metilpropanoico
Ester metilico de &cido laurico Ci3H2605 - - - 0,13 0,06 0,10 £ 0,06
Ester metlico del acido CasHsoO2 - 0,05 : 0,05 0,06 0,05 + 0,03
lignocérico
37,17 +
Total 27,33 21,95 83,47 25,9 27,16 25,08
ACIDOS GRASOS MONOINSATURADOS

A +

Ester metilico del acido oleico C1gH3605 55,47 62,91 0,03 60 56,26 426é9§9_
Ester dlmet|l|go del acido Cu1HaoOs i 0,03 15.72 0,04 i 5,26 + 5,02

azelaico
Acido acético C4HsO, 0,47 - - - - 0,47 + 0,21
(2)-hexadec-11-encato de o\, o 03 0,52 0,02 - 0,53 0,34 + 0,26
metilo

cis-Metil 11-eicosenoato Cy1H4005 - - - - 0,14 0,14 + 0,06
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Acido 9-dodecenoico, éster

metilico, (E)- C13H2405 4,46 0,09 0,08 0,07 0,06 0,08 £ 0,01
Metacrilato de isodecilo C14H5605 4,24 - - - - 0,03 £ 0,01

Total 64,94 63,55 15,85 60,11 56,99 52,28 *

’ ’ ' ’ ' 20,60
ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS
Ester metilico del &cido linoleico  C;9H340, 16,33 14,47 0,1 12,09 15,71 10,59 + 7,15
Linoleato de metilo C1gH3405 - - - 0,24 - 0,24 +£0,11
Linoleato de metilo C1gH3405 - - 0,06 - - 0,14 £ 0,06
Ac'dc’;;i!%‘:;zter alil CaoHs604 - - 0,05 - ; 0,05 + 0,02
(82)-1-oxacicloheptadec-8-en-2- CicHasO, i i 0,03 i i 0,03+ 0,01
ona
11,14,17—E|cos:%t_r|en0|co, ester CotHacOs i i i 0,14 0,14 + 0,06
metilico

2,4-ditert-butilfenil C19H3003 - - 0,3 0,30£0,13
Total 16,33 14,47 0,54 12,33 15,85 11,90 + 6,54

Fuente: Elaboracidn propia, informacion procedente del CINA, 2017.
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Con respecto al contenido minoritario de los aceites, se identifico al éster del acido
oxalico como un compuesto tdxico por contener en su estructura al oxalato. Para Aguirre et
al. (2016), se trata de sustancias toxicas debido a que en presencia de iones de calcio forman
el oxalato de calcio, una sal poco soluble, la cual s6lo puede ser eliminada de forma lenta vy al
mismo tiempo puede precipitar en 6rganos como rifiones, vasos sanguineos, corazon, pulmon
e higado (p. 43). De esta manera, a los pacientes con insuficiencia renal se les recomienda una
dieta pobre en oxalato. Con respecto, a los aceites obtenidos, el porcentaje encontrado de
oxalatos es relativamente escaso, por ende, no resultaria lesivo para el consumo humano. Se

recomienda limitar la ingesta de los mismos a 40 o 50 mg al dia.

En cuanto a los demas compuestos minoritarios, cabe mencionar que el metacrilato de
isodecilo C14H260; (0,03 + 0,01 g/100g) corresponde a uno de los compuestos, cuyo efecto en
grandes cantidades podria causar sensibilidad cutanea. Existen datos en humanos y datos
procedentes de la experimentacién animal que indican que el metacrilato puede producir, por
contacto directo, irritacion de la piel y de los ojos (Perone, 2012, p.16). Por esta razon, resulta
importante identificarlo y mantener precaucion en aquellas personas que presentan
hipersensibilidad a los frutos secos. Y respecto al acido lignocérico CysHs00, (0,05 + 0,03
9/100g) es un &cido graso saturado de 24 dtomos de carbono que se observo en la mayoria de
los aceites, sin embargo, el contenido fue muy bajo y no fue de interés para la investigacion.

Como se manifestdé anteriormente, en la tabla 16, la mayor proporcion del aceite
corresponde a una serie de &cidos grasos. Se encontro la presencia de &cidos grasos omega 9,
omega 6 y saturados. El principal acido graso de omega 9 es el &cido oléico, el cual se
encuentra disponible en mayor cantidad. Segin su estructura quimica, la cual se puede
observar en la tabla 17, se clasifica como monoinsaturado. Esta grasa monoinsaturada esta
clasificada como omega-9 porque el doble enlace se encuentra en la novena posicion desde la
punta omega (Drago, LoOpez y Sainz, 2007, p. 63). También, se identificO el acido

eicosatrienoico, otro tipo de acido graso de la serie omega 9.

Asi mismo, el omega 6 (acido linoleico) reportado en los aceites es una grasa
poliinsaturada, acido mono carboxilico de cadena lineal con 18 &tomos de carbono y dos
dobles enlaces “cis”, en posicion 9 y 12. Finalmente, el acido caprilico y palmitico,
representan la mayor proporcién de acidos grasos saturados examinados, y en menores
cantidades se visualizan los &cidos: caprico, eicosanoico, margarico, behénico y laurico,

saturados también. La cuantificacion de estos compuestos se puede observar en la tabla 16.
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Tabla 15. Componentes quimicos mayoritarios de los aceites analizados, semilla de marafién.

Férmula
COMPUESTOS _ Estructura g/100g
Quimica

(E)-octadec-9-
enoato de metilo NN WY

) - C19H360 I \W o L o % e L S >y 46,93 + 26,39
(éster metilico del H

acido oléico)

Octanoato de
m etl IO H/' 0 'HH Hz"’.\"&‘_‘ Hz"‘.\"h‘_‘ ,/"‘.H'h\ ’/"‘.
3 . Cngso2 - R S e S 13,83 +2,32
(éster metilico del H

acido caprilico) 0

Octadecanoato

de metilo : . . . . . . : .
( t o4 C19H3802 .’,.-0-\|. ~ m,h\f,f H""\.-’"... ‘H,_H..-_,.-" H"h,.-"f h"m,.--""f "\-\.,HIF‘,.-‘ "\-\,H..’-_,.-" ‘\-\,.....F‘,.-‘ 10,92 + 7,33
estearato de

metilo)

(Z, Z)-Ester
metilico del &cido
9,12-
octadecadienoico

Ci19H340, ﬂ 10,59 + 7,15

(éster metilico del J

acido linoleico) N N Pt

Metil
hexadecanoato 0
. - C17H3402 PO N AT AV AVl Ve Ve vy 8,97 £4,94
(éster metilico del ||

acido palmitico)

Fuente: Elaboracidn propia, informacion procedente del CINA, 2017.
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El omega 6 (&cido linoleico) es esencial para la salud porque el cuerpo humano no
puede sintetizarlo. Por esa razon, debe incorporarse a través de los alimentos, lo cual coincide
con los autores Drago, Lépez y Sainz (2007) explican que el organismo humano puede
sintetizar acidos grasos saturados de nimero par de carbonos, pero es incapaz de introducir
dobles enlaces en el carbono 3 (C3) 6 6 (C6) aunque lo puede hacer en el C9, por ello, los
acidos grasos poliinsaturados n-3 y n-6 son considerados como éacidos grasos esenciales (p.
63). Por ende, el aceite de la semilla de marafion se considera importarte en la dieta y una
fuente principal de compuestos esenciales. Ademas, incluir estos tres acidos grasos en la dieta
(&cidos grasos omega 6, omega 9 y acidos grasos saturados) resultara muy positivo gracias a
los beneficios que proporcionan, siempre y cuando esta incorporacion sea de manera

equilibrada.

Otros estudios (Aponte et al. 2008, Drago, Lopez y Sainz 2007, Alvarez y Bagué 2012
y Calderdn 2011) revelan que si se sustituyen las grasas saturadas de la dieta por las grasas
monoinsaturadas, como el omega 9, éstas pueden ayudar a disminuir el colesterol total,
el colesterol LDL, igualmente a aumentar el HDL, y por lo tanto, contribuir con la reduccion
del riesgo de enfermedades cardiovasculares. Ademéas, aumentan las defensas, porque
aumenta la cantidad de linfocitos e incrementa su activacion. Por lo tanto, el aceite de la
semilla de marafion fuente de omega 9 y por su contenido alto de grasas monoinsaturados, se
podria aprovechar para tales fines, sin embargo, se requiere de estudios que fundamenten las

teorias mencionadas.

Con la realizacion de otros estudios se pueden obtener, por medio de este analisis
fitogquimico en las semillas de marafién, datos que demuestren nuevas propiedades atribuidas
a los é&cidos grasos poliinsaturados, entre ellas, por ejemplo, se encuentra la accion
antiinflamatoria, que se atribuye a su capacidad de modificar la sintesis de prostaglandinas y
lipidos (Drago, Lopez y Sainz, 2007, p. 63). Otra caracteristica es la inhibicion de la
angiogeénesis, actividad citotoxica sobre células tumorales, y la reduccion de los niveles de

colesterol en sangre (Rosales, 2011, p. 19 y Drago, L6pez y Sainz, 2007, p. 62).

En la investigacion, se comparé el perfil lipidico del aceite esencial de semilla de
marafidn con respecto a otros aceites funcionales, como se muestra en la tabla 18. Entre ellos,
el aceite de oliva y el aceite de girasol, ambos aportan cantidades especificas de los diferentes

tipos de &cidos grasos estudiados.


http://drcormillot.com/diccionario/grasas-saturadas/
http://drcormillot.com/diccionario/grasas-monoinsaturadas/
http://drcormillot.com/diccionario/grasas-monoinsaturadas/
http://www.drcormillot.com/index.php?s=nutropedia&t=87
http://drcormillot.com/diccionario/colesterol/
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Tabla 16. Composicion quimica del aceite de oliva y aceite de girasol.

Acidos grasos Aceite de oliva Aceite de girasol Aceite de marafén

Grasas saturadas 13,5 10,3 8,97
Acido palmitico 11 59 8,97

Acido estearico 2,2 4,8 -
Grasas monoinsaturadas 73,7 19,5 47,22
Acido oléico 72,5 19,5 46,93

Acido palmitoleico 0,8 - -
Acido eicosanoico 0,3 - 0,29
Grasas poliinsaturadas 8,4 65,7 10,59
Acido linoleico 7,9 65,7 10,59

Fuente: Elaboracion propia, basada en Carmona, Moreno y Vargas (2012).

En la tabla anterior se observan diferencias entre ambos aceites, una de estas es la
relacién de acidos grasos monoinsaturados y acidos grasos poliinsaturados, ya que en el aceite
de girasol predominan los segundos, mientras que en el aceite de oliva (73 g/100g) y marafion
(47,22 g/100g) predominan los primeros. La cantidad de &cido oléico (monoinsaturado) es
mas alta en marafion (46, 93 g/100g) que en el aceite de Girasol (19,5 g/100g), sin embargo,
el aceite de oliva tiene més grasas del tipo omega 3 que de la serie de acidos grasos omega 6 y
una cantidad de grasas monoinsaturadas mas elevada (73,7 g/100g), por eso, el aceite de oliva

tiene mejor perfil lipidico seguido por el aceite de marafion.

En general, para la poblacion adulta se recomienda que el consumo de grasa represente
entre un 30% Yy un 35% del aporte total de energia. Si se desglosa en las diferentes clases de
acidos grasos existentes: Las grasas saturadas no deben aportar mas del 10 % del total de
energia. El &cido graso mayoritario debe ser el oleico que debe suponer entre un 15% y un
20% del total de energia. El 5% restante debe proceder de los acidos grasos poliinsaturados
(4% los w6 y un 1% los ®3) (Drago, Lépez y Sainz, 2007, p. 63).

Con respecto a lo descrito anteriormente, se considera que el aceite estudiado presenta
un perfil lipidico aceptable, con caracteristicas intermedias entre los aceites comparados,
ademas, resulta viable para el consumo humano por los beneficios aportados y otro aspecto

positivo que se suma es que, el método de extraccion es sumamente sencillo y econémico.
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Composicion fitoquimica del aceite esencial de las hojas de marafion

En el caso del aceite de las hojas, con base a la informacion reunida, se reconocen
como principales rutas biosintéticas a los compuestos aromaticos, terpenos y compuestos
grasos derivados de acidos. Los compuestos aromaticos principalmente identificados son
fenoles, bencenoides y fenilpropanos, de los cuales se destaca su funcién antioxidante. La
composicion fitoquimica de las hojas se presenta en la tabla 19.

En el cromatograma obtenido, se identificaron aproximadamente 24 sefiales separadas
completamente. Cada pico constituye un componente volatil con su tiempo de retencion (RT)
y su cantidad relativa, tal como se muestra en el apéndice H. Se logra visualizar la sefial mas

abundante entre los 4 y 5 minutos, el cual corresponde al 2,4-Ditert-butilfenol.

El andlisis de los volatiles revela que la mayor concentracion corresponde al 2,4-
Ditert-butilfenol (24,17 + 11,609/100g), seguido por los compuestos butilhidroxitolueno
(10,41 £ 1,499/100g), m-xileno (10,09 + 4,999/100g), 1-nonadeceno (9,74 + 6,82g/100g) y el
3-hidroxi-1,3-difenilpropan-1-ona (9, 57 + 4,279/100g) y en menores proporciones, pero en
cantidades significativas, se encuentra el metil éster del &cido elaidico (7,15 + 3,199/100g),
trideclleno (6,39 + 2,499/100g) y el metil éster del acido octadecenoico (6,13 + 2,749/100g),
representando del contenido total un 83,65 ¢/100g. Tales resultados coinciden con los
reportados por Almeida, Hermosilla, Martinez, Martinez y Soto (2012), refiriéndose a lo
mencionado por Vega (2010), la familia Anacardiaceae posee una alta concentracion de
fenoles y cidos fendlicos; también es comdn la presencia de terpenos, politerpenos y taninos.

Entre los compuestos caracteristicos de las hojas destacan los fenoles, que se

caracterizan por tener un anillo aromético central y un grupo hidroéxilo.

Ademas, se conoce que inhiben la actividad de agentes mutagenos y estimulan la
actividad de la enzima fenolsulfotransferasa, implicada en la destoxificacién de compuestos
dafiinos (Drago, Lopez y Sainz, 2007, pp. 58). La investigacion toma como fundamento

principal el evaluar la actividad antioxidante de los mismos.
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Tabla 17. Componentes quimicos del aceite esencial de las hojas de marafién, determinados por Cromatografia de gases.

) H1 H2 H3 H4 H5 PROMEDIO
Compuesto Formula +SD
P quimica  RT g/1003 RT g/l00g RT g/100g RT g/100g RT g/100g o0
2,4-Ditert-butilfenol CuH20 43 2243 43 1913 43 37 429 2443 - Ll

2,6-Ditert-butil -4- metilfenol

- - +
(butilhidroxitolueno) CisH240 3,26 1-57 3,26 9,9 3,26 1256 3,26 1-63 3,26 842 10,41+ 1,49

1,3-Xileno (m-xileno) CgH1o - - 1,23 13,28 1,23 9,-8 1,24 1-55 1,23 7,47 10,09 £ 4,99
1-Nonadeceno CioHzg - - - - 366 589 365 6,67 3,11 16,68 9,74 +£ 6,82
3-Hidroxi- 1,3- difenilpropan-1-ona C15H1405 - - - - - - 3,11 9,57 - - 9,57 £ 4,27

(E)-octadec-9-enoato de metilo (éster

- - - - - - - - +
metilico del &cido de elaidico) CioHas0 419 715 715£3,19

1-Trideceno (Tridecyleno) CisHze 3,11 51 3,11 1-62 256 641 256 4,2 256 5,66 6,39+ 2,49

(E)-octadec-15-enoato de metilo (éster

. , . . , , - - - - - - - - 13+ 2,74
metilico del &cido 15-octadecenoico) CisHaO2 - 4,79 6,13 6.13
N-Heptadecanol- 1 (alcohol heptadecil) C47H360 - - - - - - - - 4,19 5,38 5,38+ 2,40
1-Docoseno (Docoseno) CooHaa 4,19 6,67 4,19 5,86 4,19 4,35 4,19 8,-2 6,69 -0,33 5,04 + 2,95
- - - - - - - - - +
2-fenilacetaldehido CaHsO 2,51 53 5,03 %224
1,4-Xyleno (p-Xyleno) CsHio 1,34 11,41 1,349 4,37 1,34 3 1,34 3,38 1,34 2,23 4,87 £ 3,73
5-Octadeceno, (E)- CigH3s - - 3,66 7,99 3,11 7,-7 3,16 -0,32 5,64 1,44 4,2 3,85
- - - - - - - - +
6-metil-hept- 5- en- 2-ona CsH1.0 3 3,68 368+ 1,64
1-Undecanol (Undecyl alcohol) C11H2,0 2,56 3,58 - - - - - - - - 3,58+ 1,60
1-Octanol (alcohol caprilico) CgH1s0 - - - - - - 3,-6 3,21 - - 3,21+1,43
- - - - - - - - - +
2-(4-metoxifenil) propan-2-ol C1oHO 3.7 317 317141
1-heptil-2-metilciclopropano Ci1Ho - - - - 3,-7 2,79 - - 3,-7 3,23 3,01+1,65
Acido oxalico, alil octadecilo éster Cy3H404 5,65 -0,93 5,65 6,64 565 3,28 6,71 -0,5 4,84 1,87 2,64 + 2,47
1-Deceno,9-metil CiiH2 - - - - - - - - 2,46 2,52 252+1,12
-cicloh ien-1- 2,6-bis (1,1-
2.5-ciclohexadlen-1-ona, 2.6 bis (1, CisHuO, 376 1,97 - - 376 295 - - : - 246%138

dimetiletil)-4-hidroxi- 4-metil
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(2)-Hex-3-en-1-ol CsH120 184 2,27 - - - - - - - - 2,27 +1,01
Methil Octadecanoato (Metil estearato) CigH3505 4,71 1,13 4,71 225 4,71 1,38 484 3,73 4,71 2,14 2,12+1,01
(1R,4E,9S)-4,11,11-trimetil-8-
metillidenebiciclo [7.2.0] undec-4-ene CisHos - - - - - - 2,46 2,-4 - - 2,04 +£0,91
(Beta-Cariofileno)
Ciclotetradecano CuHog - - 5,3 2,-7 - - 5,66 1,85 - - 1,96 £ 1,07
Metil hexadecanoato (ester metllico del ¢ 6, 42 042 4.8 249 4.8 25 48 139 48 338 1,95¢111
acido palmitico)
1-Hexadecanol (Cetil alcohol) C16H340 5,3 1,43 - - 5,3 2,23 - - 5,3 1,41 1,69 + 0,98
2,3 Anhidrido piridindicarboxilico C;H3NO3 - - - - - - - - 1,54 1,55 1,55+ 0,69
1-Undeceno, 8-metil- CioHoy - - - - - - 4,71 1,49 - - 1,49 + 0,66
1-Decanol (Decil alcohol) CioH2,0 2,-3 1,33 2,-3 1,66 - - 2,-3 1,36 - - 1,45+ 0,80
4-etilbenzoato de ciclopentilo C1aH1502 i i ) ) ) ) 2,79 143 ’ ’ 143064
Nonilciclopropano CioHos - - - - 2,-3 1,51 - - 2,-3 1,34 1,42 +0,78
1-Tridecin-4-ol C13H»40 4,71 1,38 - - - - - - - - 1,38+ 0,61
2-(4-metilciclohexa-2,4-dien-1- CioHisO 274 121 i i i i i i i i 1,21 + 0,54
yl)propan-2-ol
(E)-pent-3-en-2-one (Metil propenil CeHeO i i 3.8 12 ) ) ) ) ) ) 124053
cetona)
(E)-5-metilundec-4-ene CioHzs - - - - - - 3,55 1,17 - - 1,17 +0,53
Fenilmetanol (Benzil alcohol) C;HgO 3,17 1,17 - - - - - - - 1,17 £ 0,58
5,5-Dimetillhex-1-ene CgHig - - 2,47 1,11 - - - - - - 1,11 + 0,49
Octil proPgnoato (este'r. octilico del CaiHO, i i i i i i 193 -0,94 i i 0,94 + 042
acido propandico)
3-Metoxipropano-1,2-diol C4H1003 295 -0,19 3 1,19 3 -091 3,5 1,32 3 1 0,92 +0,43
Bis(z-etilnexil) hexanodioato (acido ¢\ 6 653 011 - - 653 08 - . 564 144  079:0,64
adipico, éster de dioctilo)
3-Metilhex-1-ene C/Hy, - - - - - - 2,95 -0,71 - - 0,71+£0,31
N-hidroxiacetamido (acido CHNO, 333 234 333 -042 333 -025 333 -02 333 -023 0,69+0,92
acetohidroxamico)
cis-3-Hexenil benzoato Cy3H1605 3,85 -0,74 - - 3,86 -0,62 - - - - 0,68 + 0,37
2-Metilbutan-1-ol CsH1,0 - - 3,55 -0,6 - - - - - - 0,60 + 0,26




114

Acido oxalico, alil hexadecilo éster C,1H350, - - 6,73 -0,6 6,7 -0,5 - - - - 0,55+ 0,30
1,3-dimetoxypropan-2-ol CsH1,04 2,22 -0,53 - - - - - - - - 0,53+ 0,23
5-metilidenetridecano CuHog 3,65 -0,53 - - - - - - - - 0,53+0,23

1,1,3-Trimetilciclopentano
(Ciclopentano,1,3—?rimeti|—) CgHie - - 4,62 -0,42 3,49 -0,53 - - - - 0,47 £ 0,26
1-Metil-2-(3-metilpentil)ciclopropano C1oH20 - - - - 547 -0,29 - - 3,49 -0,54 0,41+ 0,24
1-Pentanamina, N-nitro- CsH15N50,5 - - - - 1,93 -0,35 - - - - 0,35+ 0,15
Octilciclopropano Ci1Ho 15 -0,37 1,51 -0,24 15 -0,15 15 -0,19 15 -0,68 0,32+0,21
Difenilmetanona (Benzofenona) C13H100 496 -0,29 - - - - - - - - 0,29 +£0,13
Ciclopentano, 1-metil CeH1o 5,58 -0,2 - - - - - - - - 0,2 £0,08
Etenil-3-metiloxirano CsHgO - - 1,89 -0,18 - - - - - - 0,18 £ 0,08
Ciclopentano, 1,1-dimetil C/Hi4 5,47 -0,28 - - - - - - 1,88 -0,11 0,19+0,12
TOTAL DE COMPUESTOS 30 22 24 24 22 24,4 + 3,29

Fuente: Fuente: Elaboracion propia, informacion procedente del CINA, 2017.
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Tabla 18. Componentes quimicos mayoritarios de los aceites analizados, hojas de marafidn.

COMPUESTOS

2,4-Ditert-butilfenol

2,6-Ditert-butil-4-
metilfenol
(butilhidroxitolueno)

1,3-Xileno (m-xileno)

1-Nonadeceno

3-Hidroxi-1,3-
difenilpropan-1-ona

Férmula
Quimica

C14H22O

Ci5H240

CgH1o

CioHa3s

ClSH 1402

Estructura

T
o

0.
H Y~

..
T '
I k"\x
/S

.

g/100g

24,17 + 11,60

10,41 +1,49

10,09 + 4,99

9,74 + 6,82

9,57 + 4,27

Fuente: Elaboracion propia, informacion procedente del CINA, 2017.
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Los principales compuestos fendlicos responsables de contribuir con la actividad
antioxidante del aceite analizado corresponden al 2,4-Ditert-butilfenol (24,17 + 11,609/1009)
y 2,6-Ditert-butyl-4-methylphenol (10,41 + 1,499/100g), estos se conocen debido a las
capacidades de proteccion contra el estrés oxidativo. En la tabla anterior se destaca la
similitud en las estructuras quimicas de dichos compuestos, se dice que la eficacia
antioxidante de los compuestos fendlicos aumenta cuando los grupos t-butilo se encuentran en
posiciones 2,4 y 6 del anillo aromatico, tal como se muestra en los aceites estudiados de las

hojas (Arias, Granados, Molina, y Villegas, 2016, p. 3).

Ambos compuestos mencionados, 2, 4-Ditert-butilfenol (24,17 + 11,609/100g vy 2, 6-
Ditert-butyl-4-methylphenol (10,41 + 1,49g9/100g cuando aparecen en proporciones elevadas,
ademas de otorgar capacidades antioxidantes a los aceites estudiados se podrian utilizar,
principalmente como aditivos naturales en alimentos, cosméticos, liquidos industriales y

productos farmacéuticos para prevenir la oxidacién y la formacién de radicales libres.
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Figura 11. Comparacion de los aceites obtenidos de las hojas de marafion.

70

J

60 -

50 -
40
30
20
10
0 : x x : : |
H1 H2 H3 H4 H5

PROMEDIO
g/100g

1

1

1

1

m 3-Hidroxi-1,3-difenilpropan-1-ona 9,57 * 4,27 g/100g
m 1-Nonadeceno 9,74 + 6,82 g/100g

= m-xileno 10,09 £ 4,99 g/100g

m Butilhidroxitolueno 10,41 +1,49 g/100g

m 2 4-Ditert-butilfenol 24,17 + 11,60 g/100g

Fuente: Elaboracion propia, informacion procedente del CINA, 2017.
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Las composiciones obtenidas entre los aceites de las hojas, también presentaron
variaciones, se piensa que se debe tanto a factores biologicos de la especie vegetal, como a
geoldgicos. Ademas, para la obtencion de estos aceites se utilizaron hojas secas y otras mas
frescas, recolectadas de diferentes arboles de marafion de Costa Rica. Con respecto a la
gréafica 11, se observa que en las hojas secas H1 y H2, los compuestos representativos fueron
2, 4-Ditert-butilfenol y 2, 6-Ditert-butyl-4-methylphenol, ademas, con respecto a los
obtenidos de hojas frescas H3, H4 y H5 los deméas compuestos identificados fueron escasos o
nulos. Para Camena, Moreno y Vargas (2012) la composicion de los aceites vegetales varia
con el lugar de origen. También varia con el habitat en que se desarrolle la especie vegetal,
(por lo general climas calidos tienen mayor contenido de aceites esenciales), el momento de la

recoleccion y el método de extraccion.

Ademas, la composicion de los aceites obtenidos coincide con lo reportado por
Almeida et al. (2012). Las esencias volatiles varian ampliamente entre especies, ndmero,
identidad y cantidades relativas de sus constituyentes. Su produccion ocurre en las mismas
rutas biosintéticas de metabolitos secundarios no volatiles, lo que explica su diversidad. Los
terpenos son los compuestos volatiles mas relevantes, seguidos de los derivados de acidos
grasos (hidrocarbonos saturados e insaturados), bencenoides y fenilpropanoides, aunque
también se han reportado sustancias azufradas y nitrogenadas (pp. 56-81).

Con respecto a los demas compuestos caracteristicos observados en la figura 11, se
encuentra el xileno, que corresponde a un dimetilbenceno y segun la posicion relativa de los
dos grupos metilo (CH3) en el anillo bencénico se diferencian tres tipos: el ortoxileno,
metaxileno y paraxileno (Criado y Moya, 2011, p.51). El mayoritario en los aceites obtenidos
de las hojas es el meta-xileno, segun la literatura dichos compuestos reaccionan con oxidantes
fuertes, como por ejemplo el radical del acido nitrico. De tal manera, que también le atribuyen

actividad antioxidante los aceites analizados.

Cabe mencionar la presencia de otros compuestos, entre ellos, el 1- Nonadeceno, que
corresponde a un alqueno, y es un compuesto hidrocarburado con un doble enlace entre dos
atomos de carbonos, tal como se muestra en la estructura quimica de la tabla 20, este
compuesto también tiene capacidad antioxidante. Ademas, para Criado y Moya (2011) los
alquenos son importantes intermediaros en la sintesis de diferentes productos organicos, ya
que el doble enlace presente puede reaccionar facilmente y dar lugar a otros grupos

funcionales. (p.51).
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Perone (2012) menciono la presencia de las siguientes sustancias en la composicién de
la especie Anacardium Occidentale: cardol (accion antiinflamatoria), taninos (accion
antihemorragica), acido anacardico (accion antigripal), aminoécidos (accién cicatrizante), y
almidon (accion nutritiva) (Perone, 2012, p. 16), algunas de estas coinciden con lo reportado
en esta investigacion, de este modo, con el estudio fitoquimico realizado, otras
investigaciones podran comprobar con informacion cientifica y confiable, los beneficios

mencionados en la literatura de dicha especie vegetal.

Otros autores recalcan que varias especies de Anacardium producen &cidos
anacardicos, y muchos estudios reportan que son efectivos en contra de bacterias, plagas
como acaros Yy pulgones. (Perone 2012, Lopez 2010 y Cuellar 2016). Se dice que los acidos
anacardicos en general presentan actividades antibidticas y antioxidantes (Lépez, 2010, p.11),
por lo tanto, investigaciones futuras pueden centrarse en la caracterizacion de aceites
esenciales de marafién para determinar las mencionadas actividades biolégicas de los aceites,
tal como antifungica, antimicrobiana y antiséptica, de modo que se pueda explotar estas

caracteristicas.

Composicion fitoquimica del aceite esencial del pseudofruto del marafién

Se obtuvo el cromatograma del aceite esencial de este y, se observa en promedio la
presencia de 21 sefiales separadas completamente. Cada pico constituye un componente
volatil con su tiempo de retencion (RT) y su cantidad relativa, tal como se muestra en el
apéndice 1. Con respecto al cromatograma se visualiza la sefial mas abundante entre los 4.30 y

5 minutos, y corresponde al 2, 4-Ditert-butilfenol.

A su vez, se expresan en la figura 12 los componentes quimicos del aceite,
determinados por Cromatografia de gases. Se revela que la mayor concentracion corresponde
al 2, 4-Ditert-butilfenol (22,84 £ 12,539/100g), seguido por los compuestos 1,4 Xileno (19,86
+ ¢/100g), 1-Nonadeceno (16,18 + 2,38g/100g), 1-Docoseno (12,88 + 7,79g/100g) y 3-
Octadeceno (10, 64 + 5,81g/100g), representando un 62,4 g/100g del contenido total del
aceite del pseudofruto del marafién. El tamizaje arroja resultados parecidos a los obtenidos
con las hojas de marafion, destacandose los compuestos aromaticos, terpenos y compuestos

grasos derivados de acidos. La cuantificacion de estos se observa en la tabla 19.
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Figura 12. Comparacion de los aceites obtenidos del pseudofruto del marafion.
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= 3-Octadeceno 10,64 + 5,81 g/100 g
m 1-Docoseno (Docoseno) 12,88 + 7,79 g/100 g
= 1-Nonadeceno 16,18 + 12,53 11,27 g/100 g
m 1,4-Xileno (p-Xileno) 19,86 + 2,38 g/100g
m 2 4-Di-tert-butilfenol 22,84 + 12,53 g/100 g

Fuente: Elaboracion propia, informacion procedente del CINA, 2017.



Tabla 19. Componentes quimicos del aceite esencial del pseudofruto del marafion, determinados por Cromatografia de gases.
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Compuestos Formula P1 P2 P3 P4 P5 PROMEDIO
P guimica RT |g/100g | RT | g/1g | RT |g/100g | RT |g/100g | RT |g/100g g/100g
. . 22,84 +
2,4-Di-tert-butilfenol CyH,O | 43| 23,87 | 43 (21,81 - - - - - - 12853
1,4-xileno (p-Xileno) C8H1- 1,34| 15,97 |1,34|19,64|1,34| 2-,23 [1,34| 21,35 |1,34| 22,12 | 19,86 + 2,38
+
1-Nonadeceno CigHsg 4,19| 8,45 - - - - 3,65| 12,81 |3,65| 27,28 1fi1§7_
1-Docoseno (Docoseno) CooHas 483| 3,83 |4,83| 94 (483| 16,9 (4,83| 24,9 [4,83| 1-,19 |12,88+7,79
3-Octadeceno, (E)- CigH3g 366 891 (3,11 6,75 (3,11| 11,13 - - 3,11 | 15,77 | 1-,64+5,81
2,6-Ditert-butil-4-metilfenol (butilhidroxitolueno) CisH4,O 3,26 9,53 |3,26| 1-,92 |3,26| 1-,87 - - - - 1-44 £5,74
5-Eicoseno, (E)- C2-H,0 - - 3,66| 6,3 [3,65| 14,-8 - - 1-,19 + 6,69
1-Trideceno (Tridecileno) Ci3Hoe 2,56 | 13,65 |2,56| 5,85 |2,56| 595 |2,56| 17,-7 |2,56| 7,65 | 1--3+5,-6
Ciclotetradecano Ci4Hog 0 0 0 0 53| 2,84 0 0 0 0 2,84 +1,27
Metil 14-metilpentadecanoato (Metil isopalmitato) C7H340, (4,08 | 2,75 0 0 0 0 0 0 0 0 2,75+£1,23
1-Hexadecanol (Cetil alcohol) C6H3,O | 5,3 2,6 53| 1,92 0 0 53| 1,89 | 5,3 4,3 2,68+ 1,54
1-Decanol (Decil alcohol) C1oH2,0 2031262 | 0 0 0 0 0 0 2,62 +1,31
1-O-octadecil 2-O-prop-2-enil oxalato (4cido
- . o C,3H40,4 (5,64 3,46 |564| 2,51 |564| 3,48 |564| 3,02 |6,69| 0,07 | 2,51+1,42
oxaélico, alil octadecil éster)
1,1-Dimetilciclopentano C/Hya 0 0 0 0 0 0 3,55| 2,36 0 0 2,36+ 1,05
1'1‘3'T”me“'C'C'OTEEZPO?)(C'C'Opema”O’1'3' CeHis  |3.49| 1,94 |548| 069 |547| 41 |547| 372 |547| 095 | 2,28+ 1,56
Nonilciclopropano CoHoy 2,03| 1,19 2,03 2,86 |203| 1,74 |2,03| 25 2,07 £0,75
Metil (Z2)-N-hidroxybenzenocarboximidato CgHgNO, | O 0 2,79| 3,38 |2,79| 1,48 |2,79| 1,36 0 0 2,07+£1,39
2,3 Anhidrido piridindicarboxilico C,H3;NO; | O 0 0 0 0 0 154| 1.8 0 0 1,8+0,80
3,4-Dimetilfen-1-ol C,H460 0 0 0 0 469 | 1,44 3 | 1,097 | 1,44+0,74
Metil hexadecanoato (e’s_ter metilico del &cido CiHau0, | 0 0 408| 1.65 | 0 0 0 0 0 0 1,65 + 0,73
palmitico)
3-Metoxypropano-1,2-diol C4H1003 0 0 3 (141 | O 0 3 1,4 0 0 1,41 +0,77
3,7-Dimetiloct-1-eno CioHao 0 0 246| 0,72 | O 0 0 0 355 1,89 | 1,31+0,82
2-metiloct-1-eno CoH1g 0 0 0 0 15| 1,21 0 0 0 0 1,21+ 0,54
2-(1,2,4-triazol-1-il) etanol C/H/N;O| O 0 0 0 0 0 349 1,15 0 0 1,15+ 0,51
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Acido hexanodioico, éster bis (2 - etilhexilico) C22He204 | 0 0 0 0 0 0 0 0 1652} 114 1 1142051
1-Hexanol, 5-metil-(triazoliletanol) C,H460 0 0 0 0 0 0 0 0 4,02| 1,08 1,08 £ 0,48
Metil octadecanoato (Metil estearato) CioH305 | O 0 4711104 | O 0 0 0 0 0 1,04 £ 0,46
2-Metilbutan-1-ol CsHi,O |5,46| 0,45 0 0 0 0 0 0 469 1,44 | 0,95+0,62
1—(3,4-d|h|dr0—2l-f—p.|rrol'—5—|l) etanona(2- CeHoNO 3 0.89 0 0 0 0 0 0 0 0 0.89 + 0.39
acetilpirrolina)

Pentadecanol (Pentadecil aldehido) Ci5H300 0 0 0 0 46 | 0,85 0 0 0 0 0,85+ 0,38
[(Z2)-dodec-9-enil] acetato (1-Dodecen-1-ol, acetato) CuHs05 | O 0 0 0 0 0 0 0 447| 0,76 | 0,76 +0,33
2,2,4-Trimetilpentano CgH150 0 0 355| 0,6 0 0 499| 0,83 0 0 0,72 +0,39
4-Metilhexan-1-ol C,H460 0 0 0 0 (295| 0,56 |2,46| 0,71 |2,95| 0,83 0,7 +£0,39
6-Metilhept-1-eno CgHie 0 0 0 0 |246| 0,67 0 0 0 0 0,67 £ 0,30
(3S)-3,4-dimetilpentan-1-ol C,H,O |4,02| 0,85 0 0 |242| 0,25 0 0 0 0 0,55+ 0,36
(Z2)-dodec-2-en-1-ol C1,H»,0 0 0 0 0 |387| 05 0 0 0 0 0,5+0,22
Octilciclopropano Ci1Hoo 1,5 0,2 151105 O 0 15| 0,35 0 0 0,53+0,43
4-metillhexan-2-ol C,H460 0 0 0 0 (1,93| 045 0 0 0 0 0,45 + 0,20
2,2,3-trimetilciclobutan-1-ona C/H,O (2,95| 0,45 0 0 0 0 0 0 0 0,45+ 0,22
(E)-2,2-dimetildec-3-eno CioHoy 408|043 | 0 0 0 0 0 0,43 +£0,25
1-Hexanol (Hexil alcohol) CsH1.0 0 0 0 0 0 0 2,42| 0,36 0 0 0,36 £ 0,16
N-hidroxiacetamida (4cido acetohidroxamico) C,HsNO, | O 0 3,33/ 062 | O 0 3,33| 0,21 |3,33| 0,21 0,35+ 0,25
3-Hexen-1-ol, propanoato, (2)- CgH10, |3,87| 0,31 0 0 0 0 0 0 0 0 0,31+0,14
3-hidroxibutan-2-ona (Acetoina) C4HgO5 0 0 1,61| 0,3 0 0 0 0 0 0 0,30+ 0,13
4,4-Dimetilpent-1-eno C/Hya 3,94| 0,25 0 0 0 0 0 0 0 0 0,25+0,11
2-Buteno-1,4-diol, (2)- C4Hg0, 0 0 0 0 |3,93| 0,23 |2,31| 0,26 0 0 0,25+0,13
1,3-Dimetoxipropan-2-ol CsH1,04 0 0 2,22| 0,2 0 0 0 0 0 0 0,2+0,09

TOTAL DE COMUESTOS 21 22 20 20 19 21+1,14

Fuente: Elaboracién propia, informacion procedente del CINA, 2017.
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Los resultados arrojan actividad antioxidante en los aceites obtenidos, entre los
compuestos responsables de tal propiedad se encuentra el compuesto mayoritario 2, 4-Ditert-
butilfenol (22,84 + 12,539/100g), tambien presente en las hojas. La estructura quimica de este
fenol le otorga tales caracteristicas (Arias, Granados, Molina, y Villegas, 2016, p. 3). Este
compuesto presenta ademas, similitud con respecto al butilhidroxitolueno (BHT) y al
butilhidroxianisol (BHA), los cuales representan un agente antioxidante sintético utilizado en
la industria de alimentos y farmacos para prevenir el deterioro de los productos.

Tabla 20. Componentes quimicos mayoritarios de los aceites analizados, pseudofruto del
marafnion.

COMPUESTOS o Estructura 9/100g
Quimica
2,4-Di-tert- Hf'D"--HH -y
butilfenol C1aH220 1 ” 22,84 £ 12,53
Hh,.e ‘“*-m-;-f:-
"Ir:
TN
1,4-)élltlaenn00) (p- CaHio 10,86 + 2,38
) Sy ’
1-Nonadeceno CioH3s e N N Ny 16,18 + 11,27
%E)[;zgzseigc)) C22H44 'L‘:‘Q,}-f’““\vf““\v”“‘\v”"“'v”'"'\\,-’A\\;’A\\,«’A“\,fﬁ“\,fﬁ“\. 12,88 =+ 7,79
3
3—Oct<(':1§)eceno, C18H36 R N N N ST Ay 1-64 + 5,81
) H

Fuente: Fuente: Elaboracion propia, informacion procedente del CINA, 2017.
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Los productos aromaticos son conocidos en la industria como antioxidantes. En los
aceites obtenidos se identificaron varios de ellos, entre ellos el 1,4-xileno y 2,6-Ditert-butyl-4-
methylphenol en cantidades significativas. Lo cual coincide con lo referido por Coronado,
Radilla, Vazquez y Vega (2015) los compuestos aromaticos son sustancias que tienen la
propiedad de impedir o retardar el enranciamiento, la polimerizacion y la resinificacion de las
grasas Yy aceites (fijos o esenciales). Estos fendmenos que producen en consecuencia un

cambio en los aromas y gustos tipicos de los productos afectados

Se dice, ademaés, que las sustancias de los aceites obtenidos poseen propiedades
sinergeticas, es decir, que la actividad antioxidante de una mezcla de dos o mas de ellas es
mayor que la suma de las actividades, que los componentes individuales ejercerian a
concentraciones equivalentes en ausencia de cualquier otro antioxidante, esto debido a la
existencia de mas de un compuesto aromatico y de otras sustancias que otorgan tal

caracteristica.
Carotenoides presentes en el pseudofruto del Anacardium Occidentale

Se analizd los carotenoides totales del marafion. Se reportd el promedio de ambas
muestras analizadas y se obtuvo una cantidad de 2,93 + 0,22 mg reportado como equivalentes
de p-carotenos (Ver apéndice K). Los carotenoides son pigmentos organicos que se
encuentran de forma natural en plantas y otros organismos fotosintéticos, incluyen una gran
familia con méas de 600 pigmentos vegetales liposolubles (Criado y Moya, 2011, pp. 11-13), y

han mostrado una importante actividad bioldgica y beneficios para el ser humano.

Se realiz6 otra prueba de identificacion de carotenoides presentes, las sefiales del
extracto del fruto siguieron el patrén caracteristico del cromatograma y el UV del B-caroteno
(apéndice J). De esta manera, en el extracto analizado en HPLC (apéndice K), el carotenoide
mayoritario corresponde al p-caroteno (aproximadamente 17,7 min), las sefales laterales
corresponden a isémeros del B-caroteno. No presenta licopeno, cuya sefial se identifica
aproximadamente a los 37 minutos, ni luteina o criptoxantina cuyos tiempos de retencion son
de 11 minutos. Las sefiales entre 24-30 min podrian ser ésteres de carotenoides, pero para
determinar que en realidad lo son, seria necesario obtener el espectrofotdmetro de masas y

mas estudios para poder identificarlos de manera precisa.

En la siguiente tabla 22, se muestra una serie de alimentos ricos en B-carotenos y la

cuantificacion que estos compuestos representan en cada alimento. Se puede observar
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mayores cantidades en alimentos como la espinaca y zanahoria, comparando los obtenidos del
marafién se visualiza, que este se encuentra entre los alimentos que contienen mayores

proporciones de -carotenos.

Tabla 21. Contenido aproximado de (3-carotenos en algunos alimentos.

Alimento B-caroteno (ug / 100 g)
Espinaca, hinojo, perejil, zanahoria, durazno 4 mg-9,3 mg
Remolacha, melén, aji rojo 2,2mg - 3,6 mg
Tomate crudo, apio, brécoli, jugo de tomate, 0,52-1,3 mg
Mandarina, ciruela pasa, aji amarrillo, melon 0,1 mg -0,5 mg
Pepino fresco, manzana, naranja, uvas, Kiwi <0,1 mg

Fuente: Sanchez, 2013, p. 16.

Se ha propuesto que los efectos beneficiosos de los carotenoides en la salud humana se
deben a su papel antioxidante (Sanchez, 2013, p.15). Entre los principales carotenoides el
licopeno ha mostrado tener mayores propiedades antioxidantes. Sin embargo, el B-caroteno,
también se ha asociado con funciones antioxidantes importantes: neutralizar el oxigeno
singlete, capturar las especies reactivas del oxigeno producidas en la piel por efecto de la
radiacion UV, regenerar la vitamina C una vez que ha reaccionado con un radical libre, inhibir
la peroxidacion lipidica de las LDL y aumentar la cantidad de HDL. Por estas acciones el
pseudofruto de marafidén fuente importante de B-carotenos, tendria un papel provechoso como
potencial antioxidante (Sanchez, 2013, p.15).

Adicionalmente, algunos carotenoides (B-caroteno, a-caroteno, B-criptoxantina y
licopeno) tienen la capacidad de alterar los patrones de crecimiento celular, y en particular, de
inducir la apoptosis en las lineas de células cancerosas humanas. Conjuntamente, se ha
sugerido que los carotenoides podrian jugar un papel como antimutagenos (Zamora, 2015, p.
45). De manera que este estudio se proyecta en dar a conocer a la poblacién costarricense el
uso y las aplicaciones medicinales del Anacardium Occidentale, buscando a la vez que se
adopten medidas de preservacion, cuidado y manejo a la hora de utilizar dicho recurso, no
obstante se requieren de futuras investigaciones que respalden las menciones propiedades

terapéuticas referidas en la literatura.
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Determinacién de actividad antioxidante, ensayo sobre capacidad de absorcion de

radicales de oxigeno (ORAC) en los aceites obtenidos del marafion.

Segun la cuantificacion y el analisis estructural que se realizé a los compuestos
quimicos que fueron identificados en los aceites estudiados anteriormente, por medio de la
técnica de cromatografia de gases, se exhibe que en los aceites de la mayoria de las partes del
arbol de marafidén presentan un aporte entre intermedio y alto de fenoles totales, y entre
moderada y elevada actividad antioxidante, lo que potencializa sus posibles propiedades
nutracéuticas, asi como posibles beneficios para la salud. Por lo que se realizd el ensayo
ORAC, con la intencién de obtener un ensayo preliminar que refuerce que los compuestos

encontrados en los extractos analizados poseen capacidad antioxidante.

Se tomé como referencia los datos brindados por el CITA (2017) sobre la actividad
antioxidante de la sandia y se compararon con los obtenidos en los extractos del marafién. Lo
cual refleja que existe una mayor capacidad de absorcion de radicales libres en el marafion

con respecto al otro fruto.

Tabla 22. Resultados del anélisis proximal de los residuos del marafion.

_ Pulpa de marafion: ORAC (pmol :
Réplica : Sandia: ORAC (umol de Trolox
de Trolox equivalente / 1009) :
equivalente / 100g)

1 6119,6 + 16,7 258,17 + 4,36
2 6342,6 + 16,7 274,69 + 4,36
3 6014,6 + 16,7 340,69 +

Fuente: Fuente: Elaboracion propia, informacion procedente del CINA, 2017.
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Analisis proximal de las cascaras de las semillas del Anacardium Occidentale

Los analisis comprendidos también conocidos como analisis proximales, se aplicaron
a los residuos del marafién que se usardn como nueva alternativa para formular una dieta
como fuente de proteina o de energia para animales, estos se realizaron como un control para
verificar que cumplan con las especificaciones o requerimientos establecidos. Estos anélisis
indicaron el contenido de humedad, proteina cruda (nitrégeno total), fibra cruda, lipidos
crudos, ceniza y extracto libre de nitrégeno en la muestra, los resultados obtenidos del ensayo

quimico se muestran a continuacion.

Tabla 23. Resultados del analisis proximal de los residuos del marafion.

RESIDUOS DE MARANON

REPLICA 1 REPLICA 2 PROMEDIO
PRUEBA
Concentracion g /100 g
Cenizas 1,19 £ 0,08 1,19 + 0,08 1,19 + 0,08
Energia Bruta 4745 + 354 4776 + 356 4760,5 + 355
Humedad 6,26 £ 0,02 6,28 £ 0,02 6,27 £ 0,02
Fibra Detergente Neutro 383+12 385+12 384+12
(Base seca)
Fibra Detergente acido 274412 278412 276412
(Base seca)
Extracto Etéreo 15,22 £ 0,23 16,78 £ 0,25 16,00 £ 0,24
Proteina Cruda por Combustion 5,31+ 0,01 5,31+ 0,01 5,31+ 0,01
Calcio 0,05 + 0,01 0,05 + 0,01 0,05 + 0,01
Fosforo 0,04 £ 0,003 0,04 + 0,003 0,04 + 0,003
Lignina (Base seca) 3,8+£0,2 4,0+0,2 3,9+0,2
Nitrégeno detergente neutro 0,42 + 0,04 0,42 + 0,04 0,42 + 0,04
Nitrégeno detergente &cido 0,29 + 0,04 0,29 + 0,04 0,29 + 0,04

Fuente: Fuente: Elaboracion propia, informacion procedente del CINA, 2017.

Se utilizo las cascaras de semillas de marafion, despues de ser secadas en el horno a
60°C, se morterizaron finamente, tal como lo muestra la metodologia descrita anteriormente
(apéndice E), el proposito del andlisis proximal se basd en valorar nutricionalmente tales
residuos producidos en el pais y que actualmente son desechados y no son aprovechados por

las industrias productoras de marafién.
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Es fundamental vigilar la humedad en el alimento preparado, ya que niveles superiores
al 8% favorecen la presencia de insectos y arriba del 14% existe el riesgo de contaminacion
por hongos y bacterias (CINA, 2017). EI método para determinar la humedad se baso en el
secado de la muestra (cascaras molidas) en un horno y su determinacion por diferencia de
peso entre el material seco y himedo. Y el porcentaje promedio de humedad resulto ser de
6,27 = 0,02 g/100g por lo que se encuentre entre los rangos estables.

También se evalud la proteina cruda del alimento, por su costo es este el nutriente mas
importante en la dieta en una operacion comercial; su adecuada evaluacion permite controlar
la calidad de los insumos proteicos que estan siendo adquiridos, en este caso la proteina cruda
de la muestra analizada resulto ser de 5,31 + 0,01 g/100g. Su andlisis se efectué mediante el
método de Dumas para la determinacion de nitrogeno en las céscaras de la semilla de

marafion.

Se determind el extracto etéreo, en este método, las grasas de la muestra fueron
extraidas con éter etilico y evaluadas como porcentaje del peso después de evaporar el
solvente, se obtuvo un contenido de grasa total bastante alto 16,00 = 0,24 g/100g con
respecto a otros remanentes. Debido que el residuo analizado proviene de una semilla, las
cuales son caracteristicas por su alto contenido de &acidos grasos, ceras y aceites (CINA,
2017). Con respecto a las cenizas, se obtuvo un promedio de 1,19 + 0,08 g/100g. EI método se
empled para determinar el contenido de ceniza en el alimentos, es decir, el contenido de

minerales totales o material inorganico en la muestra (CINA, 2017).

Asi mismo, se cuantific la fibra cruda del residuo, después de ser digerida con
soluciones de acido sulfurico e hidroxido de sodio y calcinado el residuo. La diferencia de
pesos después de la calcinacion indico la cantidad de fibra detergente neutra y acida presente,
38,4% y 27,6% respectivamente. La fibra se compone fundamentalmente por celulosa,
hemicelulosa y lignina junto con pequefias cantidades de sustancias nitrogenadas de las
estructuras celulares de los vegetales (CINA, 2017), el contenido promedio de la lignina

presente en el alimento fue de 3,9%.

Los resultados obtenidos fueron comparados con otros residuos a los que se les ha
realizado los mismos analisis quimicos (tabla 24), con el fin de valorar la calidad del
alimento. A continuacion se muestra algunos de ellos, los datos fueron brindados por el
departamento de bromatologia del Centro de Investigacion Animal de la Universidad de Costa
Rica.
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Tabla 24. Comparacion del andlisis proximal de algunos alimentos

Prueba Céascara de marafién Cascarilla de almendra Soya Algodén

Cenizas 1,19 6,1 4,8 2,8

Fibra detergente neutro 38,4 36,8 60,3 85
Fibra detergente acido 27,6 28,7 44,6 64,9
Extracto etéreo 16 2,9 2,7 25
Proteina Cruda 5,31 6,50 13,9 6,2
Lignina 3,9 14,9 2,6 22,5

Nitrogeno detergente neutro 0,42 2,3 3,5 3

Nitrogeno detergente acido 0,29 1,8 1,1 1
Energia 3,86 2,53 3,02 1,52

Fuente: Fuente: Elaboracion propia, informacion procedente del CINA, 2017.

Con la informacion obtenida (tabla 23), sin conocer la existencia de algin factor anti
nutricional, se obtuvo que la muestra tiene 3,86 cal/kg de materia seca, es decir de energia
total. Un valor mas alto que de la cascarilla de almendras, de la semilla de algodén, cascarilla
de soya, y muy similar al salvado de arroz, lo resulta ventajoso con respecto a los demés

remantes.

Ademas, se considerd necesario realizar la prueba digestibilidad a los residuos de
marafion para tener una idea del comportamiento in vivo de este subproducto y, de esta
manera, conocer la energia que realmente es aprovechable, el promedio de esta fue de 57, 3
0/100g. Segun este dato y con informacion brindada por el laboratorio de bromatologia del
Centro de Investigacion en Nutricion Animal, Universidad de Costa Rica, se considera la

cascara del marafion como un residuo medianamente aprovechable.

Como se menciona el promedio de energia del residuo de marafion que es digerible
corresponde al 57, 3 g/100g, siendo medianamente aprovechable, sin embargo, si se combina
con otros residuos o forrajes que suplementen la dieta del animal, y considerando que es un
remanente, el costo es bajo, se encuentra disponibilidad en el pais y las técnicas de
procesamientos son sencillas, su utilizacion podria ser una opcion factible como potencial

alimenticio para animales, especialmente rumiantes.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Este capitulo recopila las conclusiones alcanzadas luego de la revision de los datos
obtenidos. Por otro lado, formula recomendaciones, basadas en las deficiencias percibidas a lo

largo de la investigacion.

Conclusiones

En esta investigacion se describi6 la composicion fitoquimica de los aceites obtenidos
de las semillas de la especie Anacardium Occidentale, predominando los &cidos grasos,
principalmente, acidos grasos esenciales como el omega 9 y omega 6, asi como tambiéen
saturados, representando la mayor proporcién el acido caprilico y palmitico, siendo estos

compuestos antioxidantes importantes por su utilidad como complemento dietético natural.

Se determind que el aceite proveniente de las semillas estudiadas presenta un perfil
lipidico aceptable, con caracteristicas intermedias con respecto al aceite de girasol y oliva,
predominando en este acidos grasos poliinsaturados (47,22%) y cantidades elevadas de acido
oleico (46,22%), por lo que se considera como una nueva alternativa de aceite de cocina, que

simultaneamente puede beneficios para la salud.

Con respecto a los aceites de las hojas y del pseudofruto del marafién, se obtuvo como
principales rutas biosintéticas a los compuestos aromaticos, terpenos y compuestos grasos
derivados de acidos. Los compuestos aromaticos, principalmente identificados fueron fenoles,
bencenoides y fenilpropanos. Destacandose el 2,4-Ditert-butilfenol (47,01%) vy el
butilhidroxitolueno (20,85%%) en ambos extractos.

Se analizaron los carotenoides totales contenidos en el pseudofruto del marafion,
obteniéndose una cantidad de 2,93mg+22,60 mg, y con respecto al extracto analizado en
HPLC, la sefial identificada en el cromatograma correspondié al beta-caroteno representando
el carotenoide mayoritario con posibles capacidades de neutralizar el oxigeno singlete y

capturar las especies reactivas del oxigeno.

Los datos obtenidos en este estudio llevaron a la conclusion que la mayoria de las
partes del arbol estudiado presentan un aporte entre intermedio y alto de fenoles totales, y
entre moderada y elevada actividad antioxidante, lo que potencializa sus posibles propiedades

nutracéuticas, asi como sus beneficios para la salud.
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Se concluyé que la produccion de un antioxidante natural extraido de la especie
vegetal estudiada, podria ser econdmicamente viable en el pais, ya que Costa Rica cuenta con
las condiciones agroecoldgicas necesarias para su produccion, Sin embargo, es necesario
profundizar en las investigaciones sobre este antioxidante, sus componentes antinutricionales

y posibles interacciones.

La investigacion cientifica aportd datos sobre el beneficio del consumo de
fitoquimicos con propiedades antioxidantes presentes en los extractos del marafion, que
ademéas de aportar nutrientes esenciales para el buen funcionamiento de las actividades
metabdlicas, tiene un efecto benéfico a mediano y largo plazo en la prevencién de
enfermedades coronarias, cancer y de cambios hormonales ocurridos en la menopausia,

aunque se reitera que se requieren mas estudios.

Finalmente, se establecié que, el conocimiento de los fitoquimicos, de la estructura
bioquimica, las propiedades farmacoldgicas y las técnicas idoneas para el aislamiento de
bioactivos presentes en la especie Anacardium de Costa Rica, es de crucial importancia en la
industria farmacéutica especializada en la elaboracion de productos en el &rea de los extractos
naturales, de manera que esta pueda utilizar toda esta informacion, y de ese modo, desarrollar

nuevas formas farmacéuticas a partir de los aceites esenciales obtenidos.

Se contribuy6 al Centro de Investigacion en Nutricion Animal (CINA), generando
conocimientos sobre la nutricion, calidad e inocuidad al utilizar las cascaras de la semilla de
marafidn como nueva alternativa de alimentos para animales, se obtuvo bajos contenidos de
cenizas 1,19 +0,08 y lignina 3,9, revelando un total de 3,86 Mcal/kg de energia total,
arrojando valores mas altos con respecto a la cascarilla de almendras, semilla de algodén y

otros residuos empleados para tal fin.

El promedio de energia del residuo de marafion que es digerible corresponde al 57,
3%, siendo medianamente aprovechable, sin embargo, si se combina con otros residuos o
forrajes que suplementen la dieta del animal y considerando que es un remanente, el costo es
bajo, se encuentra disponibilidad en el pais y las técnicas de procesamientos son sencillas. Su
utilizacion es una opcion factible como potencial alimenticio para animales especialmente

rumiantes.
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Recomendaciones

A partir del andlisis del presente estudio se establecen las siguientes recomendaciones,
con el fin de brindar posibles soluciones y sugerencias al problema planteado.

Con base a los objetivos propuestos y los resultados obtenidos de cada una de las
variables analizadas anteriormente, se dan sugerencias para las diferentes instancias
administrativas: Universidad Internacional de las Américas (UIA), Centro de Investigacion en
Nutricién Animal (CINA), profesionales farmacéuticos y estudiantes de farmacia.

e Es conveniente que la Universidad Internacional de las Américas brinde los recursos
necesarios en cuanto a equipos de laboratorio (HPLC, CG), reactivos e
instrumentacion a los estudiantes, de modo, que se apoye y promueva la investigacion

cientifica.

e Al Centro de Investigacion en Nutricion Animal se incita se continie con el
conocimiento profundo del potencial natural Anacardium Occidentale, el cual, méas
adelante y con la realizacién de maés estudios cientificos, se buscara establecer en el
mercado nacional como una nueva alternativa de suplemento nutricional para

animales, y proveer un producto con propiedades nutricionales particulares.

e Seinvita a los profesionales en farmacia dar a conocer a la poblacion costarricense el
valor nutricional y antioxidante del Anacardium Occidentale, buscando a la vez que se
adopten medidas de preservacion, cuidado y manejo a la hora de utilizar dicho
recurso. Pretendiendo asi, obtener un mejor aprovechamiento mas no una pérdida de

esta especie tan importante, y su utilizacion en la cura y prevencion de enfermedades.

e A otros estudios que utilicen tal precedente se recomienda realizar pruebas
microbioldgicas a los extracto de frutos y hojas del marafién, Anacardium
Occidentale, para determinar la existencia de accion antibacteriana (citada en la
literatura), contra los principales agentes patogenos dermatoldgicos, como una forma

de ampliar la aplicacion clinica de este extracto.

e Adicionalmente, promover los datos sobre el beneficio del consumo cotidiano de
alimentos con antioxidantes, sobre todo de frutas y verduras y la proteccion que

pueden proporcionar para prevenir los riesgos de padecimientos.
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El estudio presentado sugiere la necesidad de profundizar los estudios experimentales
y epidemioldgicos para caracterizar de mejor manera, la accion antioxidante de los
extractos analizados y la relacion de tal actividad con la salud humana. De igual
forma, se requiere identificar mas y mejores marcadores, incluso genéticos con los que
se puedan estudiar diversos grupos poblacionales que permitan no sélo recomendar
terapias antioxidantes para el tratamiento, sino en primera instancia, para prevenir

riesgos de padecimientos asociados con los radicales libres.

Se requiere el desarrollo de més estudios y de herramientas diversas para el analisis,
de la relacion de los antioxidantes con enfermedades como la artritis reumatoide,
anemia, sindrome esclerosis multiple, trastornos nefrolégicos, pancreatitis, arrugas
prematuras, resequedad de la piel, dermatitis y asma, entre otros padecimientos que en

la actualidad abordan las investigaciones en curso.

Los volatiles de la especie estudiada también podrian ser aprovechados por la industria
farmacéutica, de manera que puedan utilizar toda esta informacién y desarrollar
nuevas formas farmacéuticas a partir de los aceites esenciales obtenidos y proveer un
producto con propiedades medicinales particulares que no estad a disposicion en el

ambito nacional.
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Apeéndices

Apeéndice A. Destilacion de las hojas del Anacardium Occidentale
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Apeéndice B. Extraccion del aceite esencial de la semilla del Anacardium Occidentale.
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Apendice C. Destilacion del pseudofruto del Anacardium Occidentale
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Apéndice D. Caracterizacion y cuantificacion de los compuestos volatiles organicos del

Anacardium Occidentale.
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Apéndice E. Evaluacion nutricional de los residuos-cascaras de las semillas del
Anacardium Occidentale.

Secado.
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Homogenizacion de la muestra.
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Resultado final (molienda).
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Apéndice F. Analisis proximal de las cascaras de las semillas de marafion.

Cenizas.
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Extracto etéreo.

Energia Bruta.
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Apéndice G. Cromatograma del aceite de las semillas de marafion.
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Apéndice H. Cromatograma del aceite de las hojas de marafion.
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Apéndice I. Cromatograma del aceite del pseudofruto del marafion.
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Apéndice K. Cromatograma de carotenoides presentes en el pseudofruto del marafion.

% Data1 : C:\LabSolutions\Data\Carotenoides\2017\11 junio\671-12.lcd
u

5

i
i I
|

1
‘,
i

{
! !

/ i "
”‘! f {

i i\ i

1¥ . I ) S < . 1Y

i
!
i
§
}
=

1
S N e

¥ g T T T T T T ¥ Y
{ T T T T T T 7 - r T . —

0 10 20 30 40
min
uV

A
e T—

L
R

-
(]
Qo
o
o
A ] 1 1

—

| ! o . 'Data

min



Apéndice L. Resultados de carotenoides totales presentes en el marafién

Muestra 1 analizada.

2 860,94ug 9 1mg
100 g 1000 pg

x 100 g = 2,86094 mg

Muestra 2 analizada.

3002, 18ug o 1mg
100 g 1000 pg

x 100 g = 3,00218 mg

Promedio de las muestras analizadas.

2,86094 mg + 3,00218 mg
2

= 2,93156 mg

Incertidumbre de los resultados.

293156 mg x 7,71% = 22,6023
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