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“CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE DIFERENTES VARIEDADES DE CEBOLLA
(Allium cepa L.) Y LA CORRELACION CON SU PERFIL ESPECTROSCOPICO”

Presentado por L.N. Paola Elizabeth Gurrola Villaseior

RESUMEN

INTRODUCCION.- La cebolla (Allium cepa L.) es un vegetal rico en
compuestos antioxidantes como polifenoles y flavonoides cuyo consumo esta
relacionado con beneficios a la salud. Sin embargo, dada la diversidad de sus
variedades, en el presente estudio se examinaron las diferencias de su contenido
fendlico total y capacidad antioxidante a partir de su caracterizacion
espectroscopica mediante infrarrojo medio con transformada de Fourier, para
posteriormente proponer modelos de prediccidon de dichas actividades con el
empleo de técnicas quimiométricas.

OBJETIVO.- Determinar el contenido de compuestos fendlicos totales y la
capacidad antioxidante de 4 variedades de cebolla (Allium cepa L.) y correlacionar
con su perfil espectroscépico por infrarrojo medio.

MATERIAL Y METODOS.- Se establecieron pruebas para estandarizar la
obtencion del perfil espectroscopico a partir de distintos métodos de
procesamiento de muestra, el método seleccionado se empled para obtener los
registros espectroscépicos, compuestos fendlicos totales y capacidad antioxidante.
Las diferencias de medias de éstas dos ultimas variables se analizaron mediante
un analisis de varianza (ANOVA). Los datos espectroscopicos fueron analizados
mediante analisis de componentes principales y se construyé un modelo de
regresion por minimos cuadrados parciales para predecir la actividad biologica a
partir de ellos.

RESULTADOS.- La variedad morada mostr6 mayor contenido de
compuestos fendlicos totales y de capacidad antioxidante. El analisis de
componentes principales separé las variedades de estudio en agrupaciones
definidas con 3 componentes y 64.39% de la varianza explicada. Se obtuvo buena
correlaciéon (R*>0.90) entre los valores de referencia y valores predecidos de
compuestos fendlicos totales y capacidad antioxidante a partir de los perfiles
espectroscopicos.

CONCLUSION.- Existe correlacién entre el perfil espectroscépico de
infrarrojo medio de las variedades de cebolla amarilla, blanca, cambray y morada
con su capacidad antioxidante y contenido fendlico total.

Dra. en C. Aurora de Jesus Garza Juarez

Director
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“ANTIOXIDANT CAPACITY OF DIFERENT ONION VARIETIES (Allium
cepa L.) AND ITS CORRELATION WITH THE SPECTROSCOPIC
PROFILE”

Presented by L.N. Paola Elizabeth Gurrola Villasenor

ABSTRACT

INTRODUCTION.- Onion (Allium cepa L.) is a vegetable rich in antioxidant
components such as polyphenols and flavonoids. However, due to the varieties of
onion, total phenolic content and antioxidant capacity were examined. The
spectrocopic profile through mid-infrarred Fourier transform were measured and
correlated with the total phenolic content and antioxidant capacity to finally propose
prediction models using chemometric techniques.

OBJECTIVE.- To evaluate the content of total phenolic compounds and antioxidant
capacity of 4 varieties of onion (Allium cepa L.) and correlate with mid-infrarred
spectroscopic profile.

MATERIAL AND METHODS.- Different tests were established to standardize the
spectroscopic profile from various sample processing methods, the selected
method was used for the obtaining of spectroscopic records, total phenolic content
and antioxidant capacity. Analysis of variance (ANOVA) tests were used to analyze
mean differences of the content of phenolic compounds and antioxidant capacity.
Spectroscopic data were analyzed using principal components analysis (PCA) and
partial least squares regression (PLSR) models to predict biological activity from
the mid-infrarred data.

RESULTS.- Red onion showed higher content of total phenolic compounds and
antioxidant capacity. The PCA achieved the separation of the varieties within
defined groups with 3 componentes and 64.34% of explained variance. Correlation
(R*>0.90) were obtained between referenced and predicted values of total phenolic
content and antioxidant capacity from spectroscopic profiles.

CONCLUSION.- Correlation between mid-infrared spectroscopic profile of the
yellow, white, red and chambray onion with the antioxidant capacity and total
phenolic compounds were found.

Dra. en C. Aurora de Jesus Garza Juarez

Director
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I. INTRODUCCION

La cebolla (Allium cepa L.) es una fuente natural de antioxidantes para el
desarrollo de productos nutracéuticos o de valor agregado, debido a su alto
contenido de fructanos, compuestos organosulfurados y compuestos fendlicos.
Los compuestos fendlicos, especialmente los flavonoides quercetina y kaempferol
son metabolitos secundarios acumulados en altas concentraciones en los bulbos
de cebolla; se ha estudiado la participacion de los compuestos fendlicos como
posibles responsables de su actividad antioxidante (Albishi et al., 2013; Gonzalez-
Pefa et al., 2013; Lee et al., 2014; Sharma et al., 2014; Wang et al., 2016)

Existen diferentes métodos de conservacion, extraccion y analisis
instrumental probados en distintas variedades de cebolla para el analisis rapido de
estos metabolitos; sin embargo, la diversidad en su contenido de fitoquimicos,
puede ser influenciada por sus condiciones de cultivo, su variedad, estado de
maduracion y condiciones post-cosecha. Por tal motivo, es importante el
establecimiento de la huella dactilar de este alimento con potencial nutracéutico,
que permita evaluar la calidad de algunas de sus actividades biologicas (Baciu et
al., 2013; Lu, et al., 2011; Tsao et al., 2010)

Los antioxidantes juegan un importante rol en el desarrollo de
enfermedades no transmisibles (ENT) pues son compuestos que estabilizan los
radicales libres producidos por especies reactivas de oxigeno. Los cereales
enteros, frutas y vegetales son considerados como fuentes de antioxidantes como
vitamina C, vitamina E, carotenoides, compuestos fendlicos (flavonoides y acidos
fendlicos), fitoestrogenos y compuestos nitrogenados (Ambriz-Pérez et al., 2016;
Mollavali et al., 2016).

Reportes de estudios epidemioldgicos indican que las dietas ricas en
alimentos de origen vegetal traen consigo una disminucion en el riesgo a padecer
enfermedades no transmisibles (Andujar et al., 2012; Crozier et al., 2009; Greyling
et al., 2016; Madrid-Gambin et al., 2016; Martin et al., 2016).



Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el consumo escaso de
alimentos de origen vegetal es un factor de riesgo comportamental para
desarrollar enfermedades no transmisibles (como enfermedad cardiovascular,
cancer, enfermedad obstructiva cronica y diabetes), ademas del uso nocivo del
alcohol y tabaco, la ingesta excesiva de sodio y actividad fisica insuficiente (OMS,
2014; Reininger et al., 2015; Secretaria de Salud, 2015).

A tal efecto la OMS ha alentado la investigacion de vegetales que
tradicionalmente se han empleado dentro de la medicina tradicional
complementaria (MTC). Por ello es de interés la investigacion de antioxidantes
naturales provenientes de fuentes botanicas, especialmente por su contenido de
compuestos fenolicos y su capacidad antioxidante (Kamiloglu et al., 2014; OMS,
2013).



Il. ANTECEDENTES

2.1 Allium species

Las especies vegetales del género Allium, son una importante fuente
dietética de productos fitoquimicos antioxidantes capaces de estabilizar los
radicales libres, tales como los compuestos organosulfurados, flavonoides,
fitoalexinas, ademas de trazas de elementos como Ge, Ca, Fe, Zn, Se y S. Estos
vegetales, llamados Allium spp. contienen también aminoacidos, proteinas, lipidos,
hidratos de carbono, vitaminas y enzimas que contribuyen a su valor nutricional y

caracteristicas terapéuticas (Fritsch et al., 2006; Micheli et al., 2015).

Algunos ejemplos de estas plantas son el cebollin (Allium schoenoprasum
L.), ajo (Allium sativum L.), puerro (Allium porrum L.), chalote (Allium escalonicum
L.) y cebolla (Allium cepa L.) (Albishi et al., 2013; Kirk et al., 1984, Abdel-Gawad et
al., 2014).

A lo largo de la historia, los miembros de Allium spp. han sido utilizados como
alimento o como plantas medicinales; varias investigaciones han demostrado que
las diferentes especies del género Allium pueden ser utiles en la prevencion de
enfermedades cronico degenerativas (Micheli et al., 2015).

2.2 Cebolla (Allium cepa L.)

La cebolla es una planta bienal del género Allium, de la familia Aliliaceae
que se consume casi diariamente por la mayor parte de la poblacién, siendo un
componente basico de la dieta en muchos paises. El origen de la cebolla se
localiza en Asia central. Es una de las hortalizas mas antiguas, siendo los
primeros referentes los cultivos de los egipcios, griegos y romanos, cerca del afio
3,200 a.C. (Kaur et al., 2016; Medina et al., 2008).

2.2.1 Caracteristicas botanicas

Las caracteristicas de este cultivo se describen a continuacion:



2.2.1.1 Taxonomia

Sub. Reino: Embriofita
Division: Fanerégama
Sub. Division: Angiosperma
Clase: Monocotiledénea
Orden: Liliales

Familia Alliaceae
Género: Allium

Especie: Allium cepa L.

(Medina et al., 2008; Institute of Plant Science and Genetics in Agriculture,
2002)

2.2.1.2 Morfologia

Las caracteristicas morfologicas tales como tamano del bulbo, forma, color
y pungencia son algunos de los principales criterios de clasificacion de la cebolla
(Gokge et al., 2010).

La semilla de la cebolla tiene dos caras, la primera surge en la etapa de
desarrollo y es de color blanco y superficie lisa; posterior a esta etapa se torna
negra y rugosa. Consta de un tegumento seminal rico en hidratos de carbono,
proteinas y lipidos. Finalmente, cuando la semilla germina, alrededor de una
semana despueés de la siembra, brota su raiz. Un gramo de semillas es suficiente

para producir de 300 a 500 plantulas aptas para la siembra (Medina et al., 2008).

La cebolla cuenta en promedio con 80 raices que se desarrollan en los
primeros 35 a 60 cm sobre el nivel del suelo; este sistema es limitado, por ello es
un cultivo propenso a las malezas; el unico mecanismo de defensa contra esta
situacion es la constante renovacion de sus raices, las cuales mueren

gradualmente, al paso que van formandose nuevas (Medina et al., 2008).



Hay dos tipos de tallos en la cebolla, uno verdadero que se situa sobre la
base de los bulbos, es a partir de este tallo que aparecen las yemas, hojas y
raices; el otro tallo es donde brotan sus flores. El tallo de una cebolla madura
puede alcanzar una altura de hasta 150 cm (Medina et al., 2008).

La cebolla presenta hojas cilindricas, huecas, en ocasiones cerosas,
formadas por dos partes: el limbo y la vaina. Dependiendo del cultivar y de las
condiciones de crecimiento, una cebolla puede llegar a desarrollar entre 12 y 20
hojas (Medina et al., 2008).

Dadas las condiciones optimas de fotoperiodo y temperatura, las hojas de
la cebolla se engrosan, dando lugar al bulbo, el cual estd formado por tunicas
escamosas transitorias, las yemas y el tallo verdadero. Las tunicas escamosas se
van secando a medida que avanza el desarrollo del bulbo. La parte comestible de
la cebolla es comunmente el bulbo, que se caracteriza por su sabor y aroma
pungente que le confieren sus compuestos sulfurados (Griffiths et al., 2002; Hur et
al., 2013; Lee et al., 2014, Medina et al., 2008).

La clasificaciéon de los bulbos se basa en la medida de su diametro
ecuatorial y es un indicador de su estado de maduracion.
* Bulbos de primera: con diametro ecuatorial superior a 5.5 cm.
* Bulbos de segunda: con diametro ecuatorial entre 4.0 y 5.5 cm.
* Bulbos de tercera: aquellos con diametro ecuatorial entre 2.5y 4.0 cm.
* Bulbos no comerciales: son aquellos que tienen diametro ecuatorial
menor a 2.5 cm., normalmente corresponden a las cebollas dobles o

aquellas que fueron dafadas por contaminacion (Medina et al., 2008).

El color del bulbo en la cebolla es un factor genético, asociado a la
variedad. Los colores comerciales son: blanca, amarilla dorada, morada, rosada y
roja (Medina et al., 2008).



Figura 3. Colores comerciales mas comunes de cebolla: 1: blanca, 2:
amarilla, 3: roja y 4: rosada (Medina et al., 2008).

En el tallo floral se pueden formar entre 50 a 2,000 flores; éstas son de
color blanco pardas y tienen una corola formada por 6 pétalos, un caliz de seis
sépalos, un androceo de seis estambres, con ovario supero y triocular formado por
dos 6vulos en Iébulo. El fruto de la cebolla es una capsula con tres carpelos, en la
que se forman hasta seis semillas (Medina et al., 2008).

Figura 4. Inflorescencia de cebolla con tallo floral y umbela.

2.2.2 Composicion quimica y valor nutricional
La composicién quimica de la cebolla (por 100 g de producto comestible) se

presenta en la tabla |I. Ademas de los macronutrientes, algunos de sus



constituyentes mas

conocidos

vitaminas, minerales, compuestos

organosulfurados como alil disulfuro de propilo y enzima alinasa, y trazas de

elementos como Na, K, Fe, S, |, Si (Butnariu et al, 2014; de Souzza et al., 2015;

Putnoky et al., 2013; Samfira et al., 2013).

Tabla I. Composicion nutrimental de la cebolla cruda (Allium cepa L.)

Constituyentes

Energia

Hidratos de Carbono
Azucares
Fibra Dietética

Vitaminas
Tiamina
Riboflavina
Niacina
Acido pantoténico
Vitamina Be
Folato
Vitamina C

Lipidos

Proteinas

Agua

Minerales
Calcio
Hierro
Magnesio
Manganeso
Fosforo
Potasio
Zinc

Fluoruro

Valor / 100 g (unidades)
166 kJ (40 kcal)

9.34 ¢

4.24 g

179

0.046 mg (4%
0.027 mg (2%
0.116 mg (1%
0.123 mg (2%
0.12 mg (9%)
19 ug (5%)
7.4 mg (9%)
01g

119

89.11¢

)
)
)
)

23 mg (2%)
0.21 mg (2%)
10 mg (3%)
0.129 mg (6%)
29 mg (4%)
146 mg (3%)
0.17 mg (2%)
1.1 yg

(Adaptado de USDA, 2004 y Butnariu et al., 2014)



2.2.3 Produccién de cebolla

Este cultivo se consume en forma fresca y como especia en diversas
preparaciones culinarias y se ha convertido en uno de los vegetales de mayor
relevancia a nivel mundial, con una produccion de aproximadamente 55 millones
de toneladas por ano (Griffiths et al., 2002; Hur et al., 2013; Lee et al., 2014).

En México, segun el servicio de informacidén agroalimentaria y pesquera, su
produccion asciende aproximadamente a 1,518,971.92 toneladas, siendo
Chihuahua, Zacatecas, Guanajuato, Michoacan y Tamaulipas las entidades
federativas responsables del 55.40% de tal cifra (SAGARPA, 2014).

2.2.4 Variedades de cebolla

Las diferentes variedades de cebolla existen principalmente en tres colores:
amarilla, blanca y morada, que ademas de contener compuestos azufrados
responsables de su flavor, son conocidas por su contenido de vitaminas,
minerales, aminoacidos y fitoquimicos como carotenoides, antocianinas, fenoles y
flavonoides (Butnariu, 2014; Etxeberria et al., 2012; Gonzalez-Pefna et al., 2013;
Hur et al., 2013; Lee et al., 2014; Sharma et al., 2014).

2.2.5 Compuestos fendlicos de la cebolla
Estudios sugieren que este vegetal corresponde a la mayor fuente dietética
de flavonoides, sobre todo flavonoles como quercetina y kaempferol, y sus

glucosidos (Wang et al., 2016).

2.6.5.1 Flavonoles de la cebolla

Los glucésidos de flavonoles se encuentran principalmente en las hojas, las
flores, y las partes exteriores de las plantas, tales como la piel y la cascara y
disminuye la concentracion hacia el nucleo central. Solamente pequefias
cantidades de flavonoles se encuentran en partes de la planta por debajo de la

superficie del suelo, con la notable excepcion de cebollas (Aherme et al., 2002).



La quercetina tiene la mas alta actividad de eliminacion de radicales debido
a la disponibilidad de hidrogeno fendlico, o que hace que sea una biomolécula de
interés. Las cebollas amarillas contienen mas altos niveles de quercetina que las
moradas, mientras que las blancas poseen menores concentraciones (Butnariu,
2014; Etxeberria et al., 2012; Gonzalez-Pefa et al., 2013; Hur et al., 2013; Lee et
al., 2014; Sharma et al., 2014).

2.2.6 Actividades bioldgicas y beneficios de la cebolla

Estudios cientificos han reportado efectos antioxidantes, anticancerigenos,
antimicrobianos, antimutagénicos y antiproliferativos de la cebolla (Butnariu, 2014;
Etxeberria et al., 2012; Gonzalez-Pena et al., 2013; Hur et al., 2013; Lee et al.,
2014; Sharma et al., 2014).

Reportes de ensayos clinicos aleatorizados muestran que el consumo de
cebolla (ya sea como complemento de la dieta o en forma de extracto) aporta
beneficios a poblaciones afectadas con disfuncion endotelial, hiperlipemia e
hipercolesterolemia (Arai et al., 2000; Bordia et al., 1975; Choi et al., 2015; Kim et
al., 2013; Nakamura et al., 2014).

2.3 Medicina tradicional complementaria

El término medicina tradicional complementaria (MTC) se refiere a un
conjunto de practicas de atencion de salud que forman parte de la propia tradicion
de un pais y no estan integradas en el sistema sanitario principal. La MTC se basa
en el uso tradicional de medicamentos herbarios (como hierbas completas o
preparaciones y productos a base de ellas) que contienen como principios activos
partes de plantas, u otros materiales vegetales, o combinaciones de esos
elementos (Lopez et al., 2016).

La OMS alienta la investigacion estratégica en materia de MTC, para lo cual
respalda proyectos de investigacion clinica sobre su seguridad y eficacia y aboga
por el uso racional de la MTC mediante el fomento de su utilizacién basada en
pruebas cientificas (OMS, 2013).



2.3.1 Plantas medicinales

Las plantas medicinales son recursos, cuyas partes o extractos se emplean
como drogas que ejercen una accion farmacologica. La parte de la planta
empleada medicinalmente se conoce con el nombre de droga vegetal y puede
suministrarse bajo diferentes formas farmaceuticas (como capsulas, comprimidos,
cremas, decocciones, elixires, infusiones, jarabes, tinturas, unguentos, etc.) (Meza
et al., 2016).

La diversidad de plantas medicinales disponible varia segun las regiones y
los ecosistemas de cada zona donde habitan. En México se reconocen 24,042
especies de plantas, de las cuales se han registrado alrededor de 3,000 con
aplicaciones medicinales, lo que equivale aproximadamente a 12.5% del total de la
riqueza floristica del pais; no obstante, solo 1% ha sido estudiado de forma
detallada (Meza et al., 2016).

Las plantas han sido utilizadas desde tiempos prehistéricos hasta el
desarrollo de las drogas sintéticas en el siglo XIX, por lo que se consideran como
la base de casi todas las terapias medicinales (Kamiloglu et al., 2014).

En el pasado, este tipo de terapia era empleada por los médicos
tradicionales, entre otros usos, como agentes inmuno-moduladores y como
tratamiento complementario de trastornos cardiovasculares (Baharvand-Ahmadi et
al., 2016).

En la actualidad, aproximadamente el 64% de la poblacion mundial utiliza
medicamentos botanicos para combatir los problemas de salud; en lIran, por
ejemplo, se estima que el 80% de los medicamentos son de origen natural (Khan
et al., 2016).
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Existen reportes de algunas hierbas y especias que ademas de servir como
complementos aromaticos en la practica culinaria, se han empleado en la
medicina tradicional por miles de afos. Hoy dia estas hierbas y especias se
utilizan como ingredientes activos de alimentos funcionales, como por ejemplo el
té. Por esta razén existe un foco de atencion especial en torno a la investigacion
de antioxidantes naturales provenientes de fuentes botanicas, especialmente al
contenido de compuestos fendlicos y a su capacidad antioxidante. Una especie
vegetal que cumple con estas caracteristicas es la cebolla (Allium cepa L.), cuyas
propiedades se exponen en apartados previos de este escrito (Kamiloglu et al.,
2014; Li et al., 2016; Lu et al., 2011; Wang et al., 2016).

2.3.2 Alimentos funcionales y nutracéuticos

Actualmente se reconoce la importancia de una dieta balanceada como la
clave para la prevenciéon de ENT, por lo que la fina linea divisoria entre la
alimentacion y la medicina trajo como resultado el uso de alimentos funcionales y
nutracéuticos. La definicibn de “alimento funcional” por parte de la Academia
Nacional de Ciencia de los Estados Unidos hace referencia a “cualquier alimento o
ingrediente alimenticio modificado, que pueda proporcionar un beneficio a la salud
superior al de los nutrientes tradicionales que contiene” ; por otro lado se define
como alimento nutracéutico a cualquier sustancia que pudiera considerarse
alimento, o parte de él, que proporcione beneficios médicos o para la salud en
general, incluyendo la prevencion y el tratamiento de enfermedades. (Abuajah et
al., 2014; Andlauer et al., 2002; Mueller et al., 1999; Pravst et al., 2012; Thomas et
al., 1994).

2.3.3 Beneficios de los compuestos fendlicos en la salud

Las dietas ricas en frutas, vegetales y otros alimentos derivados de plantas,
como el té, café, vino tinto y chocolate disminuyen la incidencia de ENT, de
manera particular existe una asociacion entre una ingesta dietética abundante en
flavonoides y una disminucion en el riesgo a padecer enfermedad cardiovascular,

segun reportes de estudios epidemioldgicos; el comun denominador de estos
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alimentos es la presencia de compuestos fendlicos (Andujar et al., 2012; Crozier et
al., 2009; Greyling et al., 2016; Madrid-Gambin et al., 2016; Martin et al., 2016;
Warner et al., 2016).

Aunque existen factores de riesgo fisioldgicos para el desarrollo de ENT dentro
de los factores de riesgo modificables se encuentra el consumo insuficiente de
alimentos de origen vegetal (Borja-Aburto et al., 2015; Correia-Costa et al., 2016;
Lohse et al., 2016; Mozaffarian et al., 2014; OMS, 2015; Reininger et al., 2015;
Rivas-Marino et al., 2015; Suckling et al., 2015; Wu et al., 2015).

La busqueda de la cura especifica para estos padecimientos ha consistido
en intensas averiguaciones sobre el desarrollo de sustancias farmacologicas que
actuen sobre el medio interno. Sin embargo, se prevé que dado el costo de las
terapias actuales aunado a la gravedad de sus efectos colaterales, pueden
conducir a una mayor tendencia en el consumo de plantas medicinales o especies

vegetales para el cuidado de la salud (Frenk et al., 2016; Marvibaigi et al., 2016).

2.4 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios acumulados en
altas concentraciones en muchas especies de plantas comestibles. También son
llamados polifenoles. El término “fendlicos” hace alusion a compuestas que
poseen un anillo aromatico que presenta un grupo hidroxilo (-OH), mientras que
“polifenoles” quiere decir que pueden contener uno o mas anillos aromaticos a los
que se unen varios grupos hidroxilo. Actualmente se han reconocido mas de 8000
estructuras de compuestos fendlicos las cuales se han clasificado segun su fuente
de origen, su funcién bioldgica, y su estructura quimica (Foti et al., 2016; Tsao et
al., 2010).

Segun su estructura quimica, los compuestos fendlicos pueden ser
clasificados en acidos fendlicos, estilbenos, lignanos, acidos elagicos y flavonoides

(ver figura 1). A continuacion se describen brevemente cada uno de ellos:
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Figura 1. Clasificacién de los compuestos polifenoles y flavonoides
(Adapatado de Treml et al., 2016y Tsao et al., 2010)

2.4.1 Acidos fenélicos

Los acidos fenolicos estan ampliamente distribuidos por el reino vegetal, se
dividen en dos grupos: los derivados del acido benzoico (acidos hidroxibenzoicos,
con estructuras C6-C1’) y los derivados del acido cinamico (acidos
hidroxicinamicos, con estructuras C6-C3’). Estos acidos estan presentes ya sea
de forma libre conjugados con azucares y otros compuestos de bajo peso
molecular (solubles) o ligados por enlaces tipo éster a los polimeros estructurales
de la pared celular como celulosa, lignina y/o proteinas (insolubles). Estos
compuestos generalmente se encuentran de forma libre en alimentos como frutas
y verduras; mientras que en los cereales se mantienen ligados a la cascara y el
salvado. Dentro de las actividades biolégicas de los acidos fendlicos se

encuentran la actividad antioxidante, anti-inflamatoria, antiviral, antiaterogénica,
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antibacterial y anticancerigena (Chan et al., 2016; Farhoosh et al., 2016; Nicoletti
et al., 2013; Tsao et al., 2010; Zhang et al., 2012).

2.4.2 Estilbenos

Los estilbbenos son una pequenia familia de metabolitos secundarios
derivados de la via de los fenilpropanoides; se encuentran en un amplio rango
taxonomico de plantas ejerciendo en ellas funciones protectoras. La mayoria de
los estilbenos se derivan del trans-resveratrol. Especificamente el resveratrol, un
estilbeno presente en el vino tinto, ha sido ampliamente estudiado debido a su
propiedad de disminuir la progresion de ciertas enfermedades como el cancer y

enfermedades cardiovasculares (Yin et al., 2016).

243 Lignanos

Los lignanos se distribueyn en todo el reino vegetal y constituyen un
numero de compuestos difendlicos no nutritivos que se han clasificado en
secoisolarcinol (SECO), matairesinol (MAT), laciresinol (LAR), pinoresinol (PIN),
medioresinol y syringaresinol. A este grupo de compuestos fendlicos pertenecen el
+(-)pinoresinol y 1-acetoxipinoresinol, lignanos con actividad anti-tumoral y la
oleuropeina con actividad anti-inflamatoria.  Aunque estos compuestos se
encuentran en todos los alimentos de origen vegetal, sus fuentes dietéticas mas
importantes son el aceite de oliva y los cereales de granos enteros, especialmente
de la familia Linaceae, como las semillas de lino, semillas de sésamo y linaza
(Linum usitatissimum) (Bolvig et al., 2016; Koch et al., 2015; Lapi et al., 2015;
Lépez-Biedma et al., 2016; Sepporta et al., 2013; Vega et al., 2016).

2.4.4 Acidos elagicos

El acido elagico es un potente compuesto bioactivo que se encuentra en
muchas especies vegetales, especialmente en las frutas en forma de taninos
hidrolizables, también llamados elagitaninos, éstos compuestos son derivados del
acido hidroxibenzoico y forman parte de las estructuras de las paredes celulares
de la membrana celular. El potencial de los elagitaninos en la industria
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farmacoldégica se debe a sus propiedades anticarcinogénicas, antibacteriales,
antivirales, anti-mutagénicas, antioxidantes y anti-inflamatorias. Estudios recientes
sugieren que dos fuentes dietéticas importantes de estos compuestos son la
granada (Punica granatum) y la curcuma (Curcuma longa) (Ahmad et al., 2012;
Bobinaité et al., 2016; Khatri et al., 2016; Landete et al., 2011; Rosillo et al., 2011).

2.4.5 Flavonoides

Los flavonoides son los compuestos fendlicos mas abundantes. El término
flavonoide generalmente se utiliza para describir una amplia colecciéon de
productos naturales que poseen un esqueleto comun difenilpirano (C6-C3-C6’) en
las que las unidades C6 corresponden a dos anillos aromaticos bencénicos
conocidos como anillo “A” y “B” que se unen por un puente de 3 atomos de
carbono (C3) (Foti et al., 2016; Penarrieta et al., 2014, Tsao et al., 2010).

Figura 2. Estructura basica de un flavonoide
(Adaptado de Penarrieta et al., 2014)

Los flavonoides provenientes de las plantas suelen presentar sitios de union
para al menos tres hidroxilos fendlicos, sin embargo, generalmente, se encuentran
combinados con una o varias unidades de azucares en forma de glicésidos.
Cuando estas uniones con azucares estan ausentes, se les llama agliconas libres,
este tipo de estructuras son menos abundantes que los glicésidos (Mbamalu et al.,
2016)

Los flavonoides se clasifican a su vez en distintos subgrupos dependiendo

del patron de hidroxilacidon de su anillo C. Las actividades biolégicas de los
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flavonoides, incluyendo su actividad antioxidante, pueden variar dependiendo de
sus diferencias en estructura y patrones de glicosilacion (ver Figura 2.3.5). A
continuacion se enlistan los distintos tipos de flavonoides, asi como sus funciones

principales y ejemplos de alimentos en los que se localizan:

2.4.5.1 Antocianinas

Son un grupo de pigmentos solubles de las plantas. Las antocianinas son
las responsables de una amplia gama de colores, incluyendo azul, purpura, violeta
y rojo brillante, encontrandose en frutas, flores, hojas, granos, y algunas raices.
Estos compuestos desempefian funciones de protecciéon de los tejidos de las
plantas contra el frio, la sequia, estrés y radiacion ultravioleta. La col roja (Brassica
oleracea L.), la col rizada (Brassica oleracea var. acephala) y uvas empleadas en
la formulacion de vino (Vitis vinifera) tienen un alto contenido de antocianinas
(Gervasi et al., 2016; Socquet-Juglard et al., 2016).

2.4.5.2 Flavanoles o Flavan-3-oles

Son también llamados proantocianidinas (en este grupo se incluyen los
compuestos derivados de catequina y epicatequina) poseen funciones
antioxidantes. Algunas de las plantas y alimentos abundantes en flavan-3-oles son
los granos no fermentados de la planta de cacao (Theobroma cacao L.), vino tinto
y orujo de uva. Recientemente se ha aislado un compuesto de este tipo llamado
teaflavina-3-galato de la planta de té (Camellia sinensis) (Evina et al., 2016; Kamio
et al., 2016; Kumar et al., 2016; Syed et al., 2017)

2453 Flavonas

Las flavonas participan en conjunto con las antocianinas en procesos de
copigmentacion, también son moduladores de la fotoreactividad, protegen a las
plantas contra los efectos nocivos de la radiacion ultravioleta, esto es posible
gracias a los componentes estructurales cinamoilo y bezyol, que presentan dos
picos de absorcidn en el espectro ultravioleta, uno de 290-400 y otro a 240-285
nm, respectivamente. Las funciones de las flavonas se han estudiado
ampliamente en las leguminosas, donde actuan como moléculas de sefnalizacion

en el desarrollo de sus nodulos radiculares, como reguladores de la interaccion
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planta-hongo durante la etapa de pre-colonizacién y como compuestos inhibidores
de organismos herbivoros como insectos y nematodos; aunque también se han
aislado de hierbas como Aerva monsoniae y Trollius ledebourii (Chiluka et al.,
2016; Jiang et al., 2016; Monici et al., 1993).

2.4.5.4 Flavanonas

Las flavanonas se caracterizan por la ausencia del doble enlace en el anillo
heterociclico y por la presencia de un grupo carbonilo. Al igual que otros tipos de
flavonoides, juegan un papel clave en la senalizacion de la planta, la defensa
contra la radiacion ultravioleta, los microbios y animales herbivoros. Las
flavanonas agliconas de origen natural mas importantes son la naringenina y
hesperidina. Estos compuestos estan presentes en las raices, semillas, hojas,
flores, fruto y corteza de muchas plantas citricas, por ejemplo el pomelo (Citrus
Paradisi), limon (Citrus limon), naranja (Citrus sinensis L. Osbeck) y mandarina
(Citrus unshiu Marc) (Aschoff et al., 2016; Banjerdpongchai et al., 2016;
Baranowska et al., 2016; Chebrolu et al., 2016; Ledesma et al., 2016; Shen et al.,
2013).

2.4.5.5 Flavonoles

Los flavonoles son un ubicuo conjunto de metabolitos secundarios que,
entre todos los subgrupos de flavonoides, se considera uno de los mas
abundantes. Los flavonoles afectan diversos procesos celulares, sobretodo el
transporte de la fitohormona auxina, por lo que participan en el control del
desarrollo de los 6rganos de las plantas. Ademas de sus funciones tipicas de los
flavonoides, como potencial antioxidante y proteccion contra la radiacion
ultravioleta, presentan capacidad anti-inflamatoria y anti-proliferativa, también se
caracterizan por aportar color, textura y sabor a los alimentos en los que se
encuentran. Sus principales fuentes dietéticas son las manzanas (Malus sp.),
brécoli (Brassica oleracea L. var. italica), arandanos (Vaccinium macrocarpon) y
cebollas (Allium cepa L.). (Guo et al., 2016; Kuhn et al., 2016; Liu et al., 2016;
Rybarczyk-Plonska et al., 2016; Smith et al., 2016; Wang et al., 2016)
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2.4.5.6 Isoflavonas

Este tipo de compuestos flavonoides se caracteriza estructuralmente por la
posicion del anillo B en posicién C3. Otra peculiaridad de las isoflavonas es que su
sistema de anillos es similar a la de los esteroides, lo cual hace posible que estas
sustancias se unan a receptores de estrégenos, por ello algunas isoflavonas
poseen efectos antiestrogénicos. Utilizando este mecanismo de defensa, las
plantas ricas en isoflavonas pueden llegar a provocar infertilidad a los animales
que las consuman. También presentan actividad insecticida y antimicrobiana. Las
isoflavonas mas estudiadas son la genisteina, daidzeina y gliciteina. Los alimentos
en los que frecuentemente se hallan las isoflavonas pertenecen a la familia de las
leguminosas y fabaceas (Leguminosae y Fabacae), como los frijoles (Phaseolus
vulgaris L.), chicharos (Pisum sativum L.) garbanzos (Cicer arietinum), soya
(Glycine max), habas (Vicia faba), lentejas (Lens culinaris), entre otros (Megias et
al., 2016; Sibul et al., 2016; Taiz et al., 2006; Yatsu et al., 2016).

2.5 Métodos de analisis de compuestos fendlicos totales

Dada la diversidad estructural de los compuestos fendlicos, éstos
fitoquimicos presentan propiedades fisicoquimicas muy distintas, provocando que
su extraccion, separacion, identificacion y analisis se conviertan en un reto. Esta
tarea se dificulta aun mas dependiendo de los patrones de glicosilacion y
polimerizacién que se presentan en distintas matrices alimentarias. No existe un
protocolo general para analizar a los compuestos fendlicos, sin embargo hay
ciertas consideraciones que pueden ayudar a su analisis (Stalikas et al., 2007;
Tsao et al., 2010).

* Conservacion de las muestras: las muestras de plantas o alimentos deben
preservarse debidamente para minimizar la pérdida de los compuestos de
interés. Durante la transportacion es importante evitar la degradacién, por
ello normalmente se utilizan métodos de secado, congelacion o liofilizacion
antes de la extraccion puesto que el agua contenida en la muestra propicia

la actividad enzimatica. Por otro lado, la exposicion a las altas
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temperaturas, luz y oxigeno pueden afectar la composicion de los
compuestos fendlicos, es por eso que tales variables deben evitarse en la

medida de lo posible (Tsao et al., 2010).

Extraccion: el método de extraccion dependera del tipo de muestra; debido
a la naturaleza hidrofilica de los compuestos fendlicos por lo general se
utiliza agua en combinacidén con solventes polares como metanol, etanol,
acetonitrilo y acetona para llevar a cabo su extraccién. En ocasiones es
necesario llevar a cabo procesos de hidrdlisis para obtener las fracciones
de aglicona. Dependiendo de la metodologia a seguir pueden emplearse
técnicas de separacion, por ejemplo las técnicas cromatograficas (Cartaya
et al., 2001; Tsao et al., 2010).

Analisis instrumental: se han desarrollado diversas estrategias basadas en
la electroforesis capilar con deteccion electroquimica y diversos métodos
cromatograficos. También se han desarrollado métodos
espectrofotométricos, mediante los cuales es posible estimar el contenido
total de compuestos fendlicos; si bien no es una técnica especifica provee
una via simple y rapida para analizar estos metabolitos (Tsao et al., 2010).

2.5.1 Método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu

El método de Folin-Ciocalteu es un ensayo de transferencia de electrones

que se basa en la capacidad de los fenoles para reaccionar con agentes

oxidantes. El reactivo Folin-Ciocalteu es una solucién de acido fosfomolibdico y

tungstato sddico, que reaccionan con cualquier tipo de fenol, formando complejos

fosfomolibdico-fosfotungstico. Los compuestos fendlicos son oxidados a fenolatos

por medio del reactivo Folin-Ciocalteu a pH alcalino en una solucién de carbonato

de sodio. La transferencia de electrones a pH basico reduce los complejos

fosfomolibdico-fosfotungstico en 6xidos, cromégenos de color azul intenso, de

tungsteno (WgO23) y molibdeno (MogOz3), siendo proporcional este color al numero

de grupos hidroxilo de la molécula. Por lo general se utiliza acido galico como

19



compuesto estandar. El tiempo de reaccién puede variar desde 30 a 90 minutos,
posterior a los cuales se lee la absorbancia de los calibrantes y de las muestras a
765 nm. Los resultados se expresan en equivalentes del compuesto de referencia
por gramo de muestra fresca o seca (Bertelli et al., 2015; Danilewicz et al., 2015;
Julkunen-Tiito et al., 1985; Penarrieta et al., 2007; Peterson et al., 1979).

2.5.2 Medicion de la capacidad antioxidante

La presencia de numerosos grupos -OH le confiere a estos compuestos su
capacidad antioxidante. Por lo tanto es importante conocer el contenido de
antioxidantes en los alimentos para la prevencion del dafio oxidativo, pues éste a
su vez puede provocar cambios deletéreos o la pérdida de su valor nutricional. A
tal efecto se requiere un método rapido capaz de determinar la capacidad
antioxidante en matrices alimentarias (Foti et al., 2016; Kedare et al., 2011).

2.5.2.1 Método del radical DPPH

El método del radical DPPH fue desarrollado en 1958. La formula del
reactivo DPPH es CisH12Ns50g, el electron impar del atomo de nitrogeno esta
estabilizado por resonancia y puede ser reducido recibiendo un atomo de
hidrogeno proveniente de un antioxidante. El ensayo se basa en medir la
capacidad que poseen los antioxidantes (presentes en la muestra problema) para
estabilizarlo (Blois et al., 1958).

El reactivo DPPH es un radical estable de color purpura intenso. Cuando se
mezcla con otros radicales, electrones, o atomos de hidrogeno conduce a una
pérdida de color a 515 nm. Este reactivo es de naturaleza hidréfoba de modo que
sus reacciones se deben ejecutar en disolventes organicos. Representando el
radical DPPH como Z* y al antioxidante donador del atomo de hidrégeno como
AH, la reaccién principal es:

Z* + AH = ZH +A*
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Donde:
ZH es la forma reducida
A* es un radical libre, producto de la reaccién

La actividad antioxidante se expresa como porcentaje de inhibicion lo cual
corresponde a la cantidad de radical DPPH neutralizado por los antioxidantes de la

muestra a una determinada concentracion, de acuerdo a la siguiente ecuacion:

% Inhibicion = (A-As)/A* 100
Donde:
A= Absorbancia del blanco
A1= Absorbancia de la muestra
(Kedare et al., 2011; Romero et al., 2004)

Otra forma de realizar la interpretacion de los resultados es construyendo
una curva de calibracién tomando como compuesto de referencia el reactivo 6-

hidroxi-2, 5, 7, 8-tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox) (Albishi et al., 2013).

2.6 Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier

La espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR, siglas
derivadas de su nombre en ingles “Fourier Transformed Infrarred”), una técnica
precisa, rapida, reproducible y de bajo costo para determinar grupos funcionales y
compuestos con diversas polaridades, requiriendo de minimos procesamientos de
muestra, estos beneficios han contribuido a que esta técnica sea una herramienta
util en el establecimiento de huellas dactilares espectroscopicas de especies
vegetales (Alvarez-Sanchez et al., 2013; Baciu et al., 2013).

Cuando una muestra es caracterizada mediante FT-IR, los grupos
funcionales presentes en la muestra absorben la radiacién infrarroja y los enlaces
quimicos vibran (esto provocado por flexiones o estiramientos de los propios

enlaces), éste fenomeno traducido a sefales sobre los numeros de onda en el
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espectro de infrarrojo aporta informacién de uno o0 mas componentes quimicos en
un analito (Lu et al., 2011; Khairudin et al., 2013).

Estas caracteristicas son muy utiles en la industria e investigacion de
alimentos con potencial nutracéutico pues se requieren nuevas técnicas analiticas
que proporcionen un analisis rapido y preciso de sus componentes.
Preferentemente que involucren una preparacion de muestra relativamente
sencilla al tiempo que se conserve una satisfactoria precision y sensibilidad de los
resultados (Lu et al., 2011).

Con el desarrollo de la FT-IR en conjunto con la Reflectancia Total
Atenuada (RTA), el uso de la espectroscopia de infrarrojo se ha incrementado
significativamente y la preparacion de la muestra ha llegado a ser cada vez menos
compleja (Hu et al., 2016).

2.6.1 Algoritmos quimiométricos

La quimiometria se ha definido como una disciplina de la quimica que utiliza
meétodos estadisticos y matematicos para el disefio o seleccion de procedimientos
optimos y experimentos que provean la maxima cantidad de informacién quimica
mediante el analisis de los datos obtenidos. En otras palabras, el enfoque basico
de la quimiometria es la extraccion de informacion relevante de datos quimicos
mediante herramientas matematicas y estadisticas (Miller, 2002; Varmuza et al.,
2016)

Los analisis de estadistica multivariante, entre los que se incluyen el
analisis de componentes principales (ACP), analisis por conglomerados y
regresion por minimos cuadrados parciales (RMCP) son utilizados comunmente
dentro de las técnicas quimiométricas para construir modelos de clasificacion
(Miller, 2002).
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Como resultado de la rapidez, precision y menor destructividad de la
muestra, la técnica de FT-IR se ha utilizado ampliamente en conjunto con técnicas
de quimiometria en la investigacion en el area de alimentos, especificamente en
temas como adulteracion, contaminacion bacteriana y analisis composicional; en
este ultimo rubro, ha sido utilizada para evaluar las caracteristicas nutricionales de
alimentos y el control de calidad mediante su produccién (Hu et al., 2016; Alvarez-
Sanchez et al., 2013).

Existen reportes de modelos quimiométricos basados en datos
espectroscopicos de plantas que han sido validados. Tales modelos pueden ser

empleados para la prediccion de diferentes actividades biologicas (Lu et al., 2011).

El ACP es una técnica quimiométrica empleada en la busqueda de
reconocimiento de patrones obtenidos a partir de datos quimicos. Esta técnica
ayuda a reducir el enfoque de nuestra atenciéon a las principales variables y
tendencias naturales en las muestras. De manera que la informacion sobre las
muestras contenidas en las variables originales se proyecta sobre un menor
numero de nuevas variables llamadas componentes principales (Rodriguez-
Galdon et al., 2010).

El analisis de RMCP se diferencia del ACP en que las nuevas variables
ortogonales no solo se calculan a partir de la matriz de datos espectrales (valores
“x”), sino que considera también la matriz de los datos de referencia (valores “y”).
De este modo, las nuevas variables (llamadas ahora variables latentes) maximizan
la varianza explicada de la matriz espectral (X) de forma que sea relevante para
predecir los parametros de la matriz con los datos de referencia (Y) (Alfaro et al.,

2016).

En la presente investigacion se busca profundizar en la obtencion un patron

de reconocimiento mediante técnicas quimiométricas, utilizando el perfil
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espectroscopico de infrarrojo medio de diferentes variedades de cebolla para
predecir su contenido de compuestos fendlicos totales y capacidad antioxidante.

lll. JUSTIFICACION
Existe evidencia cientifica de que la cebolla, un vegetal basico en la
alimentacion de muchos paises, representa una fuente natural de fitoquimicos con

actividad antioxidante, como los compuestos fendlicos.

Debido a que a nivel local las variedades de cebolla con mayor
disponibilidad comercial para la poblacién son la amarilla, blanca, cambray y
morada, su contenido de compuestos fendlicos puede variar dependiendo de sus
caracteristicas genotipicas y condiciones de cultivo. El estudio de tales
compuestos y de su capacidad antioxidante podria ser un recurso util para el
establecimiento de recomendaciones dietéticas que impacten en el
comportamiento de la poblacién en torno al consumo de este alimento. Asimismo
el conocimiento generado puede ser empleado en futuras investigaciones en las
que se busque el desarrollo y adaptacion de productos con valor agregado
derivado de los componentes de este alimento.

A tal efecto es conveniente la busqueda de un procesamiento sencillo de
muestra para someterla al analisis preciso y rapido de una técnica analitica como
la espectroscopia de infrarrojo, con la finalidad de obtener un perfil de
reconocimiento a partir de los datos espectrales de este alimento, lo cual es

importante para el entendimiento y comprension de su composicién quimica.

El uso de la informacidn espectral recabada puede ser posteriormente
utilizada para llevar a cabo la construccion de un modelado quimiométrico con la
capacidad de predecir una aproximacion del contenido de compuestos fendlicos y
de la capacidad antioxidante de cada variedad de cebolla a partir de sus perfiles

espectroscopicos, mediante la aplicacion de técnicas estadisticas multivariantes.

24



La presente investigacion busco profundizar en la obtencion de la huella
dactilar de diferentes variedades de cebolla, utilizando su perfil espectroscopico de
infrarrojo medio para predecir su contenido de compuestos fendlicos totales y
capacidad antioxidante.

IV. HIPOTESIS

Ho: El perfil espectroscopico de la cebolla (Allium cepa L.), obtenido por
infrarrojo medio, se correlaciona con su capacidad antioxidante y su contenido
fendlico total.

Ha: El perfil espectroscopico de la cebolla (Allium species), obtenido por
infrarrojo medio, no se correlaciona con su capacidad antioxidante ni con su

contenido fendlico total.
V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Determinar el contenido de compuestos fendlicos totales y la capacidad
antioxidante de 4 variedades de cebolla (Allium cepa L.) y correlacionarlo con su

perfil espectroscopico de infrarrojo medio.

5.2 Objetivos especificos
1. Estandarizar la técnica de extraccion de las variedades de cebolla

amarilla, blanca, cambray y morada.

2. Estandarizar la técnica para obtener el perfil espectroscopico de las
muestras.
3. Determinar el contenido de compuestos fendlicos totales de las

variedades de cebolla amarilla, blanca, cambray y morada.

4. Evaluar la capacidad antioxidante de las variedades de cebolla
amarilla, blanca, cambray y morada.

5. Evaluar la correlacion entre la capacidad antioxidante y contenido
fendlico total con los perfiles espectroscopicos de las variedades de
cebolla por medio de técnicas quimiométricas.
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VI. MATERIAL Y METODOS
a) Disefio del estudio

Experimental, descriptivo, analitico y transversal.

b) Poblacion de estudio (Productos de origen vegetal)

Variedades de la especie vegetal de Allium cepa L. que se

expenden en diferentes puntos de venta del area metropolitana,

especificamente cebolla amarilla, blanca, cambray y morada.

c) Variables de estudio:

Variables

Nivel de medicion

Contenido de compuestos fendlicos
totales de las 4 variedades de Allium

cepa L.

Microgramos equivalentes de quercetina
por gramo de muestra (ug EQ g™)

Capacidad antioxidante de las 4

variedades de Allium cepa L.

Micromoles equivalentes de Trolox por

gramo de muestra (umolET g™')

Perfiles espectroscépicos

%Transmitancia/Absorbancia de las
espectroscopicas  caracteristicas  de
compuestos de interés

d) Instrumentos de recoleccion de informacién

Bitacora con resultados obtenidos
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e) Procedimiento

Adquisicion de las muestras de
Allium cepa L.

( . .,
Estandarizacion del proceso de
tratamiento previo de la muestra

* Bulbo completo

* Licuefaccion
L Extraccion con solvente
— \-7)

( Estandarizacion de la técnica para
la obtencidn del perfil
espectroscopico de infrarrojo medio

» Exportacién de los perfiles
espectroscopicos de infrarrojo

medio en formato ASCII a
programa Unscrambler v. 10.1 u
\_ Otro programa estadistico.

(Cuantificaci()n de compuestos
fendlicos totales y determinacién
de la actividad antioxidante

 Analisis de resultados en
programa Microsoft® Excel®
2011 v.14.4.1

* Analisis Quimiométrico de los
datos mediante el programa
Unscrambler v. 10.1 u otro

\_ Programa estadistico.

Figura 5. Diagrama de flujo de la metodologia
6.1 Equipo, material y reactivos.

6.1.1 Equipo
a) Balanza granataria (A&D Company Limited, modelo EJ-3000, Japodn)
b) Calibrador vernier digital (Titan, 23175, México)
c) Refrigerador de 2°C a 6°C (Criotec, modelo CFX-13, México)



d) Espectrofotdmetro de ultravioleta visible (Barnstead Turner, SP-850 Plus,

e)
f)
9)
h)

Taiwan)

Extractor de uso domeéstico (Taurus, modelo Ej-i, México)

Licuadora de mano (Braun, modelo 4185, México)

Balanza analitica (Ohaus Corp., modelo Pioneer, USA)

Bafo de ultrasonido (Branson, modelo 5800 series, USA)
Centrifuga (Solbat, modelo J-40, México)

Espectrofotometro de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR)
(Shimadzu, modelo IrAffinity-1S, Japdn)

Accesorio de Reflectancia Total Atenuada (RTA) de diamante (Specac,
modelo Quest, USA)

Congelador de -24°C a - 18°C (Criotec, CTCC-10, México)

6.1.2 Material

Cuchillos

Cajas de petri

Vasos de precipitados

Frascos de vidrio con tapa
Tubos de ensayo de 13X100 mm
Pipetas Pasteur

Papel Parafilm

Papel aluminio

Papel Whatman No. 541

Embudos coénicos de 65 mm de diametro de tallo corto (Kimax®, 65°,

México)

Jeringas estériles de 5 mL (Terumo, México)

Membranas de de nylon hidréfilas con un tamafio de poro de 0.45 ym

(Millipore, HNWP, USA).

m) Viales de vidrio ambar con tapon de rosca
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6.1.3 Reactivos

A continuacion se detalla un listado de los reactivos utilizados en la
elaboracion de esta investigacion, los cuales fueron adquiridos de Reactivos y
Equipos’, México, CTR Scientific, México? y Sigma Aldrich Chemical Co., USA®.

a) Etanol (EtOH) grado analitico marca Fermont'

b) Carbonato de sodio (Na;COs) al 7%?2

c) Estandar de quercetina (C1sH1007) 295% (HPLC)?>

d) Folin Ciocalteu (2N)?

e) 2, 2- difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)?

f) Trolox (6-hidroxi-2, 5, 7, 8—tetrametiIcroman—2-carboxilico)3

6.1.4 Material vegetal

6.1.4.1 Obtenciéon de material vegetal para estandarizacion

Para la estandarizacion de Ila técnica de obtenciéon del perfil
espectroscopico de infrarrojo medio se obtuvieron 10 bulbos de cada variedad de
cebolla en estudio (amarilla, blanca, cambray y morada) de un proveedor de la
Central de abastos de Monterrey, N.L., todos provenientes de un solo cultivar. Los
bulbos de cebolla fueron almacenados a 4 °C protegidos de la luz hasta su
analisis.

6.1.4.2 Obtenciéon de material vegetal para analisis

Una vez estandarizada la técnica espectroscopica y los métodos para la
determinacién de las actividades biologicas en estudio se adquirieron variedades
de cebolla amarilla, blanca, cambray y morada, en diferentes puntos de venta de
Monterrey, N.L. y su area metropolitana. Se seleccionaron 15 bulbos de cada
variedad, descartando aquellos que presentaran visiblemente defectos por
contaminacion y/o golpes, asi como exceso de raices. Posteriormente se
cuantificd su peso total utilizando una balanza granataria, asimismo se midieron el
diametro longitudinal y ecuatorial de cada bulbo utilizando un calibrador vernier.
Los datos de peso y diametros se almacenaron en una base de datos utilizando el
programa Microsoft® Excel® 2011 v.14.4.1. Los bulbos de cebolla fueron

almacenados a 4 °C protegidos de la luz hasta su analisis.
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6.2 Estandarizacién del proceso de tratamiento previo de la muestra

Se probaron diferentes procesamientos de muestra, el mejor proceso se
seleccioné en base a la cantidad, intensidad y repetibilidad de las senales
espectrales obtenidas.

6.2.1 Bulbo completo

Se selecciono6 un bulbo de cebolla amarilla, blanca, cambray y morada y se
eligieron dos porciones de cada uno. Estas porciones se colocaron en cajas de
petri previamente sanitizadas. Para cada variedad, una porcion se selecciond a
partir de su seccion interna mientras que la otra se colocé sobre su seccion

externa.

6.2.2 Licuefaccion

Se eligid un bulbo de cebolla amarilla, blanca, cambray y morada y se
extrajo el jugo de cada una por licuefaccion mediante un extractor de uso
domeéstico. Cada jugo se apartd en un vaso de precipitados previamente

sanitizado para su inmediato analisis.

6.2.3 Extraccién con solvente
Para los dos métodos de extraccidon se empledé como solvente etanol a

diferentes concentraciones, empleando agitacion mecanica y ultrasonido.

6.2.3.1 Método 1 (M1)

De acuerdo al método reportado por Henagan y cols (2014), de cada
variedad de cebolla (blanca, amarilla, cambray y morada) se tomaron 3 bulbos, los
cuales fueron molidos utilizando una licuadora de mano. Del material vegetal
molido se pesaron 150.0 g en un vaso de precipitados utilizando una balanza
analitica y se mezclaron con 10.00 mL de EtOH al 80%, la muestra se dejo en
reposo en un frasco de vidrio con tapa y protegido de la luz por las siguientes 16
horas (se procur6 que esta parte del procedimiento fuera durante la noche),
posteriormente se sometié a un proceso de sonicacién por 15 min procurando una

temperatura de 25 a 27 ° C en un bafo de ultrasonido y se centrifugd por 15 min a
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4000 rpm en tubos de ensayo. El sobrenadante de cada tubo fue recuperado
utilizando una pipeta Pasteur y se reservé en un tubo nuevo. Al final se obtuvieron
12 extractos (3 de cada variedad de cebolla), los cuales se resguardaron a
temperatura de refrigeracion, sellados con papel Parafilm y protegidos de la luz
con papel aluminio (Henagan et al., 2014).

6.2.3.2 Método 2 (M2)

Se realizaron modificaciones al método propuesto por Lu y cols (2011). De
cada variedad de cebolla (blanca, amarilla, cambray y morada) se eligieron 3
bulbos, los cuales fueron molidos utilizando una licuadora de mano. Del material
vegetal molido se pesaron 5.0 g en un vaso de precipitados utilizando una balanza
analitica y se mezclaron con 1.00 mL de EtOH absoluto, mismo que fungié como
extractante, para someter por 60 min a sonicacion. Cada extracto fue filtrado a
través de papel Whatman No. 541 en un embudo vidrio, el filtrado se recuper6 en
un tubo de ensayo y fue pasado a través de una membrana de de nylon hidréfila
con un tamafo de poro de 0.45 um. Se obtuvieron 12 extractos (3 de cada
variedad de cebolla), los cuales se resguardaron a temperatura de refrigeracion,
sellados con papel Parafiim y protegidos de la luz con papel aluminio (Lu et al.,
2011).

6.2.4 Liofilizacion

De acuerdo al método propuesto por Lu y cols (2011), se realizaron pruebas
con cebolla amarilla, a partir de 3 bulbos de esta variedad los cuales fueron
molidos, se pesaron 200.0 g en un vaso de precipitados utilizando una balanza
analitica y se sometieron a liofilizacidon empleando un vacio de 0.22 mbar y una
temperatura de -50°C. Una vez obtenido el material liofilizado, 2.0 g del mismo se
mezclaron con 80.00 mL de EtOH al 80%. Cada extracto fue filtrado a través de
papel Whatman No. 1 en un embudo de vidrio, el filtrado se recuperd en un tubo
de ensayo y fue pasado a través de una membrana de nylon hidréfila con un
tamarno de poro de 0.22 ym. Se obtuvieron 3 extractos (de cebolla amarilla), los
cuales se resguardaron a temperatura de refrigeracion, sellados con papel
Parafilm y protegidos de la luz con papel aluminio (Lu et al., 2011).

31



6.3 Almacenamiento de las muestras

Todas las muestras fueron protegidas de la luz y se conservaron a -20 ° C
para evitar su deterioro, durante un plazo no mayor a 7 dias. Cada vial, y su
respectivo tapdn, fueron rotulados con un cédigo especifico para identificacién de
cada extracto.

6.4 Establecimiento de las condiciones de analisis instrumental (FTIR)
El establecimiento de las condiciones de analisis instrumental se llevé a
cabo de manera simultanea a la estandarizacién del método de procesamiento de
muestra. Para el analisis espectroscépico se utilizd un espectrofotometro de
infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR) y un accesorio de reflectancia total
atenuada (RTA) de diamante, empleando la interfaz de LabSolutions IR. Se
establecieron las condiciones de analisis instrumental probando cambios de las
siguientes variables enlistadas a continuacion:
* Rango de medicion
* Cantidad de muestra y tiempo de evaporacion
* Solventes de limpieza
* Espectro de fondo

* Velocidad de escaneo

6.4.1 Rango del medicion.
Se probaron diferentes rangos de numero de onda, dentro de la region de
5000-700 cm™.

6.4.2 Cantidad de muestra y tiempo de evaporacion

Para definir la cantidad de muestra y el tiempo de evaporacion ideal se
realizaron pruebas con volumenes que iban de los 10 a 20 yL y tiempos de secado
de 05 min con 45 seg a 06 min con 46 seg. Esta combinacién de variables se
probo hasta obtener la creacién de una pelicula adherida al diamante del RTA que
proporcionara las mejores respuestas espectroscopicas.
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6.4.3 Limpieza del diamante del RTA

Para la seleccidn del mejor solvente de limpieza, se probaron los siguientes:
etanol, acetona y cloruro de metileno; fue elegido aquel que permitiera la limpieza
optima del sistema sin dejar residuos de fondo, con un tiempo de evaporacion
corto.

6.4.4 Espectro de fondo
Se realizaron diferentes pruebas para neutralizar las sehales, en su caso,

del aire, del agua y del solvente de extraccion en el perfil espectroscépico.

6.4.5 Velocidad de escaneo
Con base en lo reportado por el fabricante y Lu y cols (2011) se probaron
dos velocidades de escaneo: 45 y 120 scans por minuto.

6.5 Obtencion del perfil espectroscéopico de infrarrojo medio y
determinacién de compuestos fendlicos totales y capacidad
antioxidante.

Bajo las condiciones previamente seleccionadas de procesamiento y
almacenamiento, las muestras obtenidas en diferentes establecimientos de la
zona metropolitana de N.L., fueron procesadas y los extractos fueron repartidos en
tres alicuotas distintas para posteriormente ser analizados simultdneamente para
la obtencion del perfil espectroscépico por IR y determinacion de compuestos
fendlicos totales y capacidad antioxidante.

6.5.1 Obtencion del perfil espectroscépico de infrarrojo medio.

Bajo las condiciones instrumentales previamente seleccionadas, las
muestras fueron analizadas para la obtencion de los datos espectroscépicos por
IR, para ser convertidos a formato ASCIl y exportados al programa Unscrambler

v.10.1 o similar para su posterior analisis.

6.5.2 Determinacion de compuestos fendlicos totales

Los compuestos fendlicos totales se determinaron mediante el método
espectrofotométrico de Folin-Coicalteu usando quercetina como compuesto
estandar de referencia (la descripcion del método se encuentra en el apartado
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2.4.1). Se colocaron 100 pL de extracto etandlico en un tubo de ensayo, se
agregaron 1300 pL de agua bidestilada y 100 pyL de reactivo Folin-Ciocalteu.
Posteriormente se agregaron 1000 pL de Na;COs al 7%. La solucion se agito
manualmente por inversion y se llevo a oscuridad por 90 min, posteriormente se
midi6 la absorbancia a 750 nm. La concentracion se obtuvo usando la ecuacion de
regresion lineal de la curva de calibracion establecida con quercetina en
concentraciones de 0 a 8000 mg L™, el resultado se expresé en micro-gramos

equivalentes de quercetina por gramo de muestra (ug EQ g™).

6.5.3 Determinacion de la capacidad antioxidante

La actividad antioxidante fue determinada mediante el ensayo de
decoloracion del radical DPPH (2,2-Difenil-l-picrilhidrazil), el cual se realizd
transfiriendo 200 uL de extracto etandlico a un tubo de ensayo y afadiendo 3300
uL de la solucion de trabajo DPPH (1.2173X10™ M en EtOH absoluto). La reaccion
se llevo a cabo durante 30 min en oscuridad y se midi6 la absorbancia de las
muestras a 517 nm; se utilizé EtOH absoluto para el ajuste a cero y como control
para la medicion de la absorbancia inicial. El nivel de capacidad antioxidante fue
establecido usando la ecuacion de la recta de una curva de calibracion de Trolox
en concentraciones 0 a 2.5X10° umol L™ y los valores obtenidos se reportaron
como micromoles equivalentes de Trolox por gramo de muestra(umolET g™).

6.6 Plan de analisis estadistico

Para evaluar la calidad analitica de los datos a utilizar en la correlacién
entre las actividades biologicas a partir de los perfiles espectroscopicos de las
variedades de cebolla por medio de técnicas quimiométricas, se llevo a cabo el
siguiente plan de analisis estadistico.

6.6.1 Datos espectroscopicos

Los datos obtenidos a partir de los perfiles espectroscépicos fueron
registrados utilizando el software LabSolutions IR, una vez obtenidos fueron
exportados en formato ASCIl y JCAMP para después ser importados en entorno
Unscrambler® v.10.1 y MATLAB®, respectivamente, para el analisis por ACP y
RMCP. Se analizé la reproducibilidad de los datos espectrales y se calculd el
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coeficiente de variacién de los perfiles espectroscépicos de las cuatro variedades
de cebolla, utilizando el programa Microsoft Excel® 2011 v.14.4.1.

6.6.2 Compuestos fendlicos totales y capacidad antioxidante

La determinacion de compuestos fendlicos totales y capacidad antioxidante
de cada uno de los extractos se realizd por triplicado. Para cada una de las
variables de medicion se calcularon la media, desviacion estandar y un analisis de
varianza y en caso de efectos significativos se realizé una comparacion de medias
mediante la prueba de Tukey (p<0.05) utilizando el paquete estadistico SPSS
version 22 (Armonk, EUA, IBM Corp.).

6.6.3 Correlacion entre capacidad antioxidante y perfil

espectroscopico

Como una primera aproximacion sobre la naturaleza de los datos
registrados, previo a la correlacion mediante RMCP, se construyé un modelo
basado en el Analisis de Componentes Principales (ACP). Para ello la matriz de
datos fue preprocesada mediante diversos algoritmos matematicos, como:

* Minimos cuadrados generales ponderados (GLS W, siglas derivadas de su
nombre en inglés “Generalized Least Squares Weighting”), es un filtro
calculado a partir de las diferencias entre las muestras que de otro modo
serian similares. Estas diferencias se consideran interferencias, de tal
manera que este filtro reduce esta clase de desorden espectroscopico
(CAMO, 2005).

* 12 Derivada Stravinsky Golay, es un método de filtrado digital que permite el
suavizado de los datos espectrales a la par de la disminucion de la relacién
sefial-ruido sin distorsionar considerablemente las sefiales originales
(Bolafios et al., 2016; CAMO, 2005).

* Variacion Normal Standard (SNV, siglas derivadas de su nombre en inglés
“Standard Normal Variate”), es un método avanzado de preprocesamiento
que trabaja sobre las hileras de la matriz de datos que permite la

trasformacion de los espectros individuales mediante funciones de centrado
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y escalado con el fin de disminuir la dispersion de los datos
espectroscopicos (CAMO, 2005).

Detrend, este método emplea un algoritmo sobre los datos para disminuir
los efectos de variacion creados por desplazamientos constantes, ya sea
lineales o curvos, que proporcionen sefiales de fondo no deseadas. El
“‘detrending” consiste en ajustar un polinomio de un orden dado a todo el
perfil espectroscopico y restando dicho polinomio (Bolafios et al., 2016;
CAMO, 2005).

Correccion de la sefial ortogonal (OSC, siglas derivadas de su nombre en
inglés “Orthogonal Signal Correction”), es una funcion de filtrado que
consiste en aplicar un algoritmo a los datos para eliminar la varianza en el
bloque X que es ortogonal al bloque Y. Esta funcién identifica el primer
componente del bloque X, después convierte estos valores en puntuaciones
ortogonales al bloque Y, una vez que los “scores” han rotado, es posible
aplicar un analisis de RMCP para predecir las puntuaciones ortogonales del
bloque X (este analisis se describira mas adelante) (CAMO, 2005).
Centrado en la Media (Mean Center), es uno de los preprocesamientos mas
utilizados, esta funcion consiste en calcular la media de cada columna de la
matriz de datos y restar el valor obtenido a la columna. Después del
centrado medio, cada fila de los datos centrados en la media solo incluye la
diferencia de esa fila y media de la matriz de datos original (Bolafios et al.,
2016; CAMO, 2005).

Los diferentes preprocesamientos probados para establecer el modelo del
analisis por ACP se muestran en la figura 6.
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Fig. 6. Métodos de preprocesamiento probados para la obtencion del
analisis de ACP.

Los resultados del ACP fueron interpretados en funcién de sus scores,
loadings y el porcentaje de varianza explicada alcanzado con los componentes
principales retenidos.

Posteriormente, para estimar la prediccion de los compuestos fendlicos
totales y capacidad antioxidante a partir de los datos espectroscopicos, se realizo
un analisis de RMCP (Regresion de Minimos Cuadrados Parciales). Para ello se
incluyeron los datos del contenido de compuestos fendlicos totales y de la
capacidad antioxidante en nuevos vectores de datos para ser asociados a la
matriz de datos espectroscopicos.

El bloque Y correspondiente al contenido de compuestos fendlicos totales y
capacidad antioxidante fue preprocesado mediante autoescalado.

Para ambos modelos de RMCP se aplicé el método de validaciéon cruzada

de persianas venecianas con 10 separaciones y 3 muestras por separacion.
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Asimismo, diferentes métodos de preprocesamiento fueron aplicados a los

datos espectrales para lograr una mejor prediccion del bloque Y (ver figura 7).

22 Derivada GLS W OosC

Centradoenla Centradoenla Centradoenla
Media Media Media
*Detrend se aplicé solo para la prediccidon de capacidad antioxidante.
Fig.7. Métodos de preprocesamiento probados para la obtencion del modelo
de RMCP.

Aunado al preprocesamiento, se probaron distintos patrones de inclusién de

muestras que lograran predecir con mayor efectividad las variables de contenido

fendlico total y capacidad antioxidante (ver figuras 8 y 9).
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CFT = Compuestos Fendlicos Totales

Fig.8. Pruebas de RMCP para la prediccidon de compuestos fendlicos totales.

CA= Capacidad Antioxidante
Fig.9. Pruebas de RMCP para la prediccion de capacidad antioxidante.
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VII. Resultados

7.1 Estandarizacion del proceso de tratamiento previo de la muestra
En la tabla Il se muestra el numero de sefiales que fueron obtenidas por los
cuatro meétodos de tratamiento previo de la muestra durante su registro

espectroscopico.

Tabla Il. Numero de seinales e intervalo de intensidades

Método de tratamiento previo _ Numero Intervalo de
de muestra Metodo de registro de sefiales | intensidades*
Bulbo Seccion externa 10 65-82
Bulbo Seccion interna 6 60-73
Licuefaccion ®Aire 2 47-76
Licuefaccién ®Agua - -
Extraccion con solvente (M1) 20 yL 10 20-75
Extraccion con solvente (M1) 60 pL 3 48-77
Extraccion con solvente (M1) 20 pL °EtOH 11 20-75
Extraccion con solvente (M2) BAire 11 23-75
Liofilizacion ®Aire 11 25-85

*Resultados expresados en % de transmitancia

B Blanco

Como se observa, con el método de extraccion con solvente M2 se
obtuvieron 11 sefales con buena respuesta en términos de intensidad; por lo tanto
este método fue elegido para realizar el procesamiento de muestra. El cual
consistié en pesar 5.0 g de cebolla molida, agregar 1.00 mL de EtOH absoluto,
sonicar por 60 min y filtrar mediante papel Whatman No. 541 y membrana de

nylon de 0.45 ym.

Una vez obtenidos los perfiles espectroscopicos de cada variedad en

estudio aplicando previamente el método de extraccion con solvente M2, se
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calculo el porcentaje de coeficiente de variacidon que para todos los casos fue
menor de 1.61% (ver Tabla lll).

Tabla lll. Coeficiente de variaciéon de los perfiles espectroscépicos de las
diferentes variedades de cebolla
Variedad CV (%)*
Amarilla 1.61
Blanca 0.71
Cambray 0.89
Morada 0.62

CV= Coeficiente de variacion
*n = 3 réplicas.

En la figura 10 se observa el perfil espectroscépico obtenido de las cuatro
variedades de cebolla (Allium cepa L.) en estudio, procesadas bajo el método
seleccionado.
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4000.36438 3581.81131 3163.25824 2742.77635 2322.29446 1901.81257 1481.33068 1060.84880 638.438096
No. de onda (cm-1)

Fig. 10. Perfil espectroscopico de las distintas variedades de Allium cepa L.

De acuerdo con los hallazgos detectados, las bandas espectrales en la
region de 1700 a 750 cm™. Las bandas espectrales obtenidas fueron similares a
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las reportadas por Lu y cols (2011), quienes en su estudio observaron 12 bandas

caracteristicas del perfil espectroscopico de la cebolla blanca, amarilla, morada,

cebolla dulce y shallot (ver figura 11 y tabla V).
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Fig. 11. Perfiles espectroscopicos de Allium species obtenidos por Lu y cols

(2011).
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Tabla IV. Principales bandas distintivas del espectro de Allium species

No. de onda

(cm™)

Banda distintiva

Referencia

1618

Estiramiento del anillo C-C de grupos

fenilo

(Schulz et al., 2007)

1405

Deformacién asimétrica de CHs

(Agarwal et al., 2006)

1339

Vibracioén del estiramiento C-O en
combinacidén con el estiramiento de

anillos de grupo fenilo

(Schulz et al., 2007)

1255

Amida de proteinas

(Chiriboga, et al.,
1998)

1200 y 950

Grupos funcionales principalmente de

carbohidratos

1105

Pico caracteristico de carbohidratos

(Andrus, 2006)

1025

Frecuencia vibracional de CH,OH

(Mordechai et al.,
2001)

985

OCHg3; de polisacaridos o celulosa

(Shetty et al., 2006)

925 y 868

Banda relacionada a DNA

(Dovbeshko et al.,
2002)

813

Refleja informacion estructural de

compuestos polifenoles

(Schulz et al., 2007)

3260

N-H estiramiento de proteinas
O-H estiramiento de carbohidratos o

agua

2928

CH,, estiramiento asimétrico de grupos

metilo en lipidos

(Lu et al., 2010)




7.2 Establecimiento de las condiciones de analisis instrumental (FTIR)

Como se mencion6é en metodologia, el establecimiento de las condiciones

instrumentales se llevd a cabo de manera simultanea con la estandarizacion del

procesamiento de muestra. En la tabla V se muestra el conjunto de variables que

fueron modificadas para establecer las condiciones de analisis instrumental.

Tabla V. Variables modificadas en el establecimiento de condiciones de

analisis instrumental

. Rango de | Velocidad Solvente Cantidad _
Tipo de - Espectro Tiempo de
medicion | de escaneo de de >
muestra 1 _ - de fondo evaporacion
(cm™) (scans/min) | limpieza muestra
Acetona .
Bulbo 5000-700 45 Aire 10 mg NA
EtOH
Acetona Aire
Licuefaccion | 5000-500 45 60 uL* NA
EtOH Agua
Acetona
Aire 05:45 a
EtOH 60 pL
M1 | 4000-500 120 EtOH al 06:46
Cloruro de 20 yL _
_ 80% min:seg
Metileno
M2 | 4000-500 120 EtOH Aire 10 L 5 min
Liofilizacién | 4000-400 120 EtOH Aire 20 L 5 min

*Volumen aproximado

NA No aplica

Las mejores condiciones para la obtencion de los perfiles espectroscopicos

son las que se enlistan bajo el método de extraccion con solvente M2, ya que fue

el que proporciond el mayor numero de sefiales con buena intensidad y

coeficientes de variacion menores a 1.61%.
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7.3 Obtencion del perfil espectroscéopico de infrarrojo medio y
determinaciéon de compuestos fendlicos totales y capacidad

antioxidante.

7.3.1 Material vegetal

Para la obtencidén de los datos espectroscopicos, la actividad biolégica y el
contenido total de compuestos fendlicos se adquirieron 15 muestras de cebolla de
cada variedad en expendios comerciales del area metropolitana de Mty. Una
muestra de variedad blanca y una de cambray no reunieron los criterios de
seleccion, por lo que fueron eliminadas, a tal efecto se trabajo con 14 muestras de

cada variedad, las caracteristicas de las mismas se muestran en la tabla VI.

Tabla VI. Peso y diametros del material vegetal

Variedad Peso (g) Diametro (mm)
Longitudinal Ecuatorial
Amarilla 247.16+13.28 83.6515.64 81.87+2.57
Blanca 342.26+41.32 88.6419.43 87.93+4.79
Cambray 38.94+9.06 42.70+£3.70 40.28+4.03
Morada 220.39+31.03 71.83+5.67 79.52+4 .45

7.3.2 Obtencién del perfil espectroscopico

Las caracteristicas de los perfiles espectroscopicos obtenidos se muestran
en la figura 10. Durante la fase metodoldgica de este estudio se recolectaron 168
perfiles espectroscépicos (42 de cada variedad). Las regiones de 4000 a 3655,
2443 a 1699 y 750 a 499 cm™' fueron eliminadas puesto que correspondian a ruido
espectral que incidia de manera negativa en el analisis de los datos.

Con los datos espectroscopicos se construyd un analisis multivariante
empleando un modelo quimiométrico basado en el Analisis de Componentes
Principales (ACP), en la figura 12 se muestran los resultados de los distintos
preprocesamientos empleados sobre los datos.
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. . o
Centrado
en la
media

Fig. 12. Preprocesamientos probados para la obtencién del analisis de ACP.

La matriz de datos fue preprocesada mediante SNV, GLS Weighting con un
valor a de 0.02 y Centrado en la Media (ver figura 12). Asimismo se utilizé un
modelo de validacion cruzada de persianas venecianas con 10 separaciones y 1
muestra por separaciéon. Se construyd un modelo con 3 componentes principales
cuyo valor de ECMVC (Error Cuadratico Medio de Validacion Cruzada) fue de
0.00285625, explicando el 64.39% de la varianza obtenida (ver figuras 13 y 14).

Se observd que el componente principal 1 (CP1) logré separar a las
variedades amarilla y morada de las cambray y blanca. Por otro lado el
componente principal 2 (CP2) logré separar a las variedades amarilla y blanca de
las morada y cambray, de esta manera, se presenté una tendencia por parte de
cada variedad para situarse en un cuadrante definido (ver figura 13 'y 14).
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Fig. 13. ACP del perfil espectroscopico de Allium Species.
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Fig. 14. Varianza explicada de los scores de ACP en vista tridimensional.

De acuerdo a la grafica de loadings, la regién de 1700 a 750 cm™ en el

perfil espectroscépico fue la que mejor describid diferencias entre los espectros de

las diferentes variedades (ver figura 15).
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7.3.3 Determinacion de compuestos fendlicos totales
Se obtuvo la curva de calibracion con quercetina como compuesto

estandar, con un coeficiente de correlacion de 0.99551 (ver figura 16).

Curva de calibracion para la determinacion de
compuestos fendlicos totales

y =0.0021x + 0.0103
R?=0.99551

0 50 100 150 200 250
Concentracion de quercetina (mg/mL)

Fig. 16. Curva de calibracion para la determinacion de compuestos
fendlicos totales

El contenido de compuestos fendlicos totales de cada extracto fue
expresado en “Microgramos equivalentes de quercetina por gramo de muestra (ug
EQ g')” con base en la curva de calibracion del material de referencia
(quercetina).

El contenido de compuestos fendlicos totales de las cuatro variedades de estudio
se muestra en la tabla VII.
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Tabla VII. Contenido de compuestos fendlicos totales

Variedad Contenido de compuestos fendlicos totales*
Amarilla ©° 571.03 + 130.91
Blanca ©¢ 516.91 + 89.60
Cambray ?¢¢ 294.50 + 57.97
Morada % 1144.63 + 266.50

abed |ndica diferencia significativa (p<0.05) con respecto a las variedades en
estudio
* Concentracion expresada en ug EQ g

El valor medio del contenido de compuestos fendicos totales fue mayor en
la variedad morada (1144.63 + 266.50 pug EQ g') con diferencia significativa
comparado con los puntajes medios de las otras variedades, seguida de la
variedad amarilla (571.03 + 130.91 ug EQ g™), blanca (516.91 + 89.60 yg EQ g™y
cambray (294.50 + 57.97 ug EQ g ). Para esta Ultima variedad, su valor medio del
contenido de compuestos fendlicos totales fue menor con diferencia significativa

en comparacion con las demas variedades en estudio (ver figura 17).

1200,00+

1000,00

800,007

600,00

400,00

Media de Compuestos fendlicos totales

200,00

T T T T
Amarilla Blanca Cambray Morada
Variedades de cebolla

Fig. 17. Grafica de comparacion del puntaje medio de compuestos fendlicos
totales
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7.3.4 Determinacion de la capacidad antioxidante

Se obtuvo la curva de calibracién con Trolox como compuesto estandar,
con un coeficiente de correlacion de 0.99868. Los valores obtenidos se reportaron
como micromoles equivalentes de Trolox por gramo de muestra (umolET g™') (ver

figura 18).

Curva de calibracion para la determinacion de capacidad
antioxidante

y =-0.0013x + 0.9535
R?=0.99868

0 100 200 300 400 500 600 700
Concentracién de Trolox (mg/mL)

Fig. 18. Curva de calibracién para la determinacién de capacidad

antioxidante

Los puntajes medios de capacidad antioxidante de cada variedad se
muestran en la tabla VIII.

Tabla VIIl. Capacidad antioxidante en extracto etanélico M2

Variedad Capacidad antioxidante*

Amarilla ®¢ 607.14 + 155.87

Blanca ¢ 658.42 + 129.30
Cambray ¢4 421.06 + 101.20
Morada % 1503.11 + 296.78

n= Tres muestras independientes analizadas por triplicado

abed |ndica diferencia significativa (p<0.05) con respecto a las variedades en
estudio

* Concentracion expresada en ymol ET g'1
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El valor medio de capacidad antioxidante fue mayor en la variedad morada
(1503.11 + 296.78 pmol ET g') con diferencia significativa comparado con los
puntajes medios de las otras variedades, seguida de la variedad blanca (658.42 +
129.30 ymol ET g'1), amarilla (607.14 + 155.87 ymol ET g'1) y cambray (421.06 +
101.20 umol ET g™). Para esta Ultima variedad, su valor medio del contenido de
CFT fue menor con diferencia significativa en comparacion con las demas

variedades en estudio (ver figura 19).
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Fig. 19. Grafica de comparacién del puntaje medio de capacidad

antioxidante

7.4 Correlacion entre el perfil espectroscopico y el contenido de

compuestos fendlicos totales y capacidad antioxidante

Al incluir todas las muestras, los diferentes preprocesamientos aplicados
para la prediccion de compuestos fendlicos totales y capacidad antioxidante
mostraron coeficientes de correlacion > 0.60 y <0.80. De manera general, el
esquema aplicado a los dos modelos de RMCP se muestra en la figura 20. El
meétodo elegido consistio en la transformacion de la matriz de datos mediante
SNV, Detrend (s6lo en el caso de capacidad antioxidante), OSC y Centrado en la
Media. Por ello fue necesario refinar el modelo buscanso otros tratamientos

matematicos retirando las muestras con comportamiento anomalo.
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22 Derivada GLS W 0OSsC

Centrado Medio Centrado Medio Centrado Medio

*Detrend se aplicé solo para la prediccidon de capacidad antioxidante
Fig. 20. Coeficientes de correlacion obtenidos para los diferentes
preprocesamientos previos a la obtencion de RMCP.

7.4.1 Regresion de Minimos Cuadrados Parciales para estimar la

prediccion de compuestos fenolicos totales

El bloque X de la matriz de datos espectroscopicos fue preprocesado
mediante las funciones SNV, OSC y Mean Center, mientras que el bloque Y fue
preprocesado mediante autoescalado (descritas en el apartado de metodologia)
(CAMO, 2005).

Como se observa en la figura 21, la inclusién de 139 muestras permitié una

mejor prediccidon del contenido fendlico total a partir de los datos espectroscopicos.
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168 153 150 139

Fig. 21. Patrones de inclusion de muestras para la prediccion de CFT
mediante RMCP.

Tomando en cuenta el numero de variables latentes obtenidas y los
resultados de la validacion cruzada, el mejor método de preprocesamiento se
obtuvo a partir de los algoritmos quimiométricos SNV, OSC y Centrado en la
Media. Incluyendo 139 muestras se obtuvo un modelo con 4 variables latentes con
un error cuadratico medio de validacion cruzada de 99.51. El coeficiente de
correlacion fue de 0.90 con una varianza explicada de 91.44 para el bloque X y
96.49 para el bloque Y (ver figura 22).
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Fig.22. Modelo de analisis multivariante por RMCP de compuestos fendlicos
totales a partir de datos espectroscoépicos.

7.4.2 Regresion de Minimos Cuadrados Parciales para estimar la

prediccion de capacidad antioxidante

El bloque X de la matriz de datos espectroscopicos fue preprocesado
mediante las funciones SNV, Detrend, OSC y Mean Center, mientras que el
bloque Y fue preprocesado mediante autoescalado (descritas en el apartado de
metodologia) (CAMO, 2005).

La prediccion de la capacidad antioxidante se estimé bajo distintos

patrones de inclusion de muestra, los cuales se muestran en la figura 23.
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168 42 38 83

Fig. 23. Patrones de inclusion de muestras para la prediccion de CA
mediante RMCP

Tomando en cuenta el numero de variables latentes obtenidas y los
resultados de la validacion cruzada, el mejor método de preprocesamiento se
obtuvo a partir de los algoritmos quimiométricos SNV, Detrend, OSC y Centrado
en la Media. Empleando 83 muestras se establecié un modelo con 3 variables
latentes con un error cuadratico medio de validacion cruzada de 112.81. El
coeficiente de correlacion fue de 0.95 con una varianza explicada de 78.80 para el
bloque X'y 98.70 para el bloque Y (ver figura 24).
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Fig. 24. Modelo de analisis multivariante por RMCP de capacidad

antioxidante a partir de datos espectroscopicos.
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VIIl. DISCUSION

8.1 Estandarizacion de la técnica para la obtencion del perfil

espectroscopico de Allium cepa L.

La estandarizacién del proceso de tratamiento previo de la muestra y de las
condiciones de analisis instrumental se realizé de manera simultanea, el propdsito
principal de esta etapa del estudio fue disponer de un procedimiento asequible por
medio del cual lograr el establecimiento del perfil espectroscépico de Allium cepa
L.

Para registrar los perfiles espectroscépicos se precisé de la neutralizacion
de las sefiales propias del diamante de RTA, aire, agua y/o solventes utilizados.
Este proceso permitié eliminar el ruido espectral o la sefal de fondo del solvente
en su caso.

El método de extraccion seleccionado (M2) mostré ventajas en cuanto a la
obtencion del perfil espectroscopico con respecto a los otros métodos de
tratamiento previo de la muestra dado que mostré mejor resolucion de los perfiles

obtenidos utilizando menor cantidad de muestra y tiempo de evaporacion.

La mayoria de las bandas espectrales obtenidas se encontraron en la
region de 1800 a 750 cm™ y se asemejaron a las reportadas por Lu y cols (2011),
quienes emplearon material vegetal liofiizado para obtener el perfil
espectroscopico de diferentes variedades de cebolla. Esta metodologia de
referencia también se probd en este estudio, sin embargo no fue considerada ya
que requeria mayor cantidad de muestra y tiempo de procesamiento.

8.2 Material vegetal

Los bulbos de cebolla colectados de variedades amarilla, blanca y morada
tuvieron un diametro ecuatorial mayor a 5.5 cm, mientras que en los bulbos
colectados de cebolla cambray esta medida fue mayor a 4.0 cm. Estos resultados
sugieren que las cebollas de variedades amarilla, blanca y morada correspondian

a bulbos de primera, mientras que en el caso de la variedad cambray fueron de
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segunda, segun la clasificacion anteriormente mencionada para los cultivos de
Allim cepa L. (Medina et al., 2008).

Las diferentes variedades de cebolla son producto de variaciones en el
genotipo de la especie, sin embargo, el ambiente y tratamientos pre- y post-
cosecha pueden afectar la madurez y redimiento de los bulbos, estos factores se
reflejan facilmente sobre las caracteristicas como peso y diametros de los cultivos
(Mollavali et al., 2016).

8.3 Analisis de Componentes Principales

Los distintos preprocesamientos aplicados sobre los datos
espectroscopicos fueron necesarios para disminuir los problemas asociados al
ruido espectral, irregularidades de la linea base y centrado. Los mejores
resultados surgieron después de aplicar el filtro SNV, ya que este permite la
transformacion completa de los perfiles espectroscopicos trabajando sobre todas
las filas de la matriz de datos, permitiendo el centrado y escalado de los mismos;
aunado a este filtro, el filtro GLW S, permitié eliminar las interferencias entre los
perfiles espectroscopicos disminuyendo las zonas de desorden y catalogando los
datos de acuerdo a sus distinciones unicas, por ultimo la funcién de Centrado en la
Media favorecio el ajuste de los valores de las columnas incluidas en la matriz de

datos en torno a su valor medio.

Los resultados obtenidos permitieron la separaciéon de cada variedad de
cebolla en agrupaciones definidas, dentro de un intervalo de confianza del 95%.
La region de 1697 a 752 cm™ fue la de mayor relevancia para la separacién de los
grupos.

Las variedades morada y cambray formaron agrupaciones mas definidas,

mientras que las variedades blanca y amarilla, a pesar de que sus agrupaciones

son visiblemente distintas, mostraron una tendencia a permanecer mas unidas. Tal
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comportamiento de las muestras reveld una asociacion a las diferencias

composicionales de cada una de las variedades.

8.4 Compuestos Fendlicos Totales y Capacidad Antioxidante

En el presente estudio, el extracto etandlico de cebolla morada presentd un
contenido de compuestos fendlicos totales de 1144.63 + 266.50 ug EQ g' vy
capacidad antioxidante de 1503.11 + 296.78 pmol ET g.

En cuanto a reportes previos, Lopez-Martinez y cols (2014) encontraron que
el extracto etandlico de cebolla morada presenté la mayor concentracion de
compuestos fendlicos totales (42.7 mg/100 g) y la mayor capacidad antioxidante
(89.2%) en comparacion con las variedades blanca y amarilla. Abdel-Gawad vy
cols (2014) y Albishi y cols (2013) trabajaron con las mismas variedades de
cebolla y también encontraron esta tendencia de contenido fendlico total y
capacidad antioxidante mayor en fracciones de extracto de cebolla morada.

Albishi y cols (2013) argumentaron que en el caso de la cebolla morada, los
compuestos fendlicos se presentaron en mayor proporcion en forma de glucésidos
(41.30%) que en su forma aglicona (38.41%). Asimismo que el contenido de
compuestos fendlicos totales en la cebolla es menor una vez que comienza a
germinar, dando como resultado una disminucion de su contenido fendlico total en

el bulbo y mayor contenido de compuestos fendlicos ligados en sus raices.

Los extractos utilizados en esta tesis no fueron sometidos a procesos de
hidrolisis, de manera que la cuantificacion del contenido fendlico total

probablemente se debid a la mayor disponibilidad de compuestos fendlicos.

Uno de los criterios de seleccion de los bulbos de cebolla que se utilizaron
en este estudio fue la ausencia de raices, sin embargo, dado que los bulbos
fueron colectados de puntos de venta comercial y no se conocian sus condiciones
de cultivo, es posible que el estado de maduracién de las diferentes variedades de
cebolla hayan influido los resultados encontrados.
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Un estudio realizado por Nuutila y cols (2002) mostré que las hojas de
cebolla presentan mayor capacidad antioxidante con respecto a otras especies del

geénero Allium.

Lopez-Martinez y cols (2014) sugieren que las diferencias observadas entre
la capacidad antioxidante de las variedades de cebolla pueden ser debido a la
naturaleza de los compuestos fendlicos presentes en cada una de ellas. La cebolla
morada en particular, es rica en compuestos fendlicos como quercetina,
kaempferol y antocianinas que han mostrado ser potentes antioxidantes, esto
podria ser una explicacion de sus valores de compuestos fendlicos totales y
capacidad antioxidante que muestran los extractos de esta variedad, en contraste
con las variedades amarilla y blanca (Desjardins et al., 2008;).

8.5 Preprocesamiento de datos para los modelos de RMCP

En el presente estudio se establecieron distintos preprocesamientos a la
matriz de datos espectroscopicos en combinacidn con los bloques Y, (compuestos
fendlicos totales y capacidad antioxidante, segun el caso) esto con la finalidad de
aumentar la capacidad predictiva de los modelos construidos. Para asegurar la
transformacion de los datos espectroscopicos se disminuyeron las senales
interferentes mediante el filtro SNV. Sélo en el caso del modelo de prediccion de
capacidad antioxidante fue necesario utilizar el detrending para ajustar la
variabilidad que los datos espectroscopicos mostraban en su linea base. El filtro
OSC, fue empleado para simplificar el modelo matematico construido ya que
excluye la varianza del bloque X no relacionada con la prediccién del bloque Y.
Por ultimo, para la centralizacion de los datos en torno al valor de su media se
aplicé el Centrado Medio, esto con la finalidad de que los diferentes modelos sean
comparables en términos de desviaciones estandar de su media (CAMO, 2005).
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8.5.1 Correlacion entre el perfil espectroscopico y el contenido de

compuestos fendlicos totales

Los diferentes esquemas de inclusion de muestra fueron establecidos con
la finalidad de obtener un modelo predictivo del contenido de compuestos
fendlicos totales confiable a partir de los datos espectroscopicos.

A partir de las 168 muestras originales, se obtuvo un coeficiente de
correlacion <0.80, dicho resultado no fue favorable para el cumplimiento del
objetivo planteado; esto fue debido a una amplia variabilidad en los valores
obtenidos en la prediccion de algunas observaciones del bloque Y, que algunos

casos mostraron porcentajes de error >20%.

Cascant y cols (2016) mencionan que conjunto de datos incluidos en un
modelo de calibracion debe incluir las mejores muestras representativas
asignadas en cuanto a su contenido fendlico basado en el espectro de infrarrojo
para lograr establecer un buen modelo predictivo. Por esta situacion fue necesaria
la exclusidn de algunas de los conjuntos de muestras que mostraban un
comportamiento andémalo, esta serie de eliminaciones se realizd revisando
cuidadosamente la variacion en los perfiles espectroscopicos, la dispersion
obtenida para los valores de compuestos fendlicos totales, el porcentaje de error
resultante de cada conjunto de muestras y el coeficiente de correlacion obtenido.

De esta manera, fueron 139 muestras las que cumplieron con las
caracteristicas necesarias para incrementar la confiabilidad del modelo requerido,
las cuales aportaron resultados consistentes entre su valor de compuestos

fendlicos totales obtenido con el valor predicho.

Dicho analisis de RMCP logré estimar una correlacion entre los perfiles
espectroscopicos y los valores de CFT con un valor de 0.90.
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Los resultados obtenidos mostraron similitud con los resultados de ANOVA
anteriormente mencionados, siendo la cebolla morada y cambray las de mayor y
menor contenido fendlico, respectivamente. El contenido de compuestos fendlicos
totales de las variedades amarilla y blanca fue muy similar, observandose nulas
diferencias entre estas dos variedades cuyos valores se mostraron aglomerados

unos sobre otros.

8.5.2 Correlaciéon entre el perfil espectroscépico y capacidad

antioxidante

A diferencia de los valores obtenidos de compuestos fendlicos totales, los
datos de capacidad antioxidante mostraron mayor variabilidad y dispersion, por lo
que la matriz de datos requirid de la funcion detrending con el objetivo de suavizar
y nivelar los desajustes ocasionados por las sefales de fondo, ruido espectral y
diferencias de linea base de los datos originales.

Aunado al preprocesamiento fue necesario realizar pruebas para
seleccionar el numero de muestras ideal que permitiera una buena prediccién de
los valores obtenidos de capacidad antioxidante a partir de los datos
espectroscopicos. Esto fue planteado después de observar que, a raiz de la
dispersion generada por los datos del bloque Y, el coeficiente de correlacion
obtenido a partir de las 168 muestras originales era <0.70, reflejando una escasa

correlacion.

Se empled el valor de la media para cada uno de los valores de capacidad
antioxidante para establecer un modelo de RMCP, sin embargo el coeficiente de
correlacion no favorecid a la prediccion de dicha variable (obteniéndose una
R?=0.69).

Partiendo de las 42 muestras por triplicado originales se seleccion6 un
replicado de cada una, verificando que los valores obtenidos fueran concordantes
con los valores predichos por el sistema utilizando el método de preprocesamiento
seleccionado. Este resultado también fue descartado pues la cantidad de
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muestras resultante solo constituia aproximadamente el 22% de las muestras

originales y el coeficiente de correlacion obtenido fue de 0.85.

Finalmente, se selecciond un porcentaje aproximado del 50% de las
muestras originales cuyo comportamiento no mostrara porcentajes de error

anomalos y los datos predichos fueran acorde a los valores de partida.

Partiendo de 83 muestras fue posible establecer un modelo de RMCP para
estimar la capacidad antioxidante a partir de los datos espectroscopicos con un
coeficiente de correlacion de 0.95.

Nuevamente, las variedades de cebolla morada y cambray se establecieron
en valores extremos, mientras que las variedades blanca y amarilla tuvieron
contenidos similares de capacidad antioxidante. Dichos resultados fueron
concordantes con los resultados de ANOVA y de RMCP para compuestos

fendlicos totales, anteriormente mencionados.

En el siguiente apartado se abordan las conclusiones a las que se arribaron

durante esta investigacion.
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IX. CONCLUSIONES
El método de extraccion con solvente M2 logré la estandarizacion de la
obtencion del perfil espectroscopico de infrarrojo medio para las variedades de
cebolla amarilla, blanca, cambray y morada.

Una interferencia importante para la obtencidn repetitiva los perfiles
espectroscopicos fue el contenido de agua en este tipo de matriz, por lo que
fue necesario aplicar un método de extraccion con solvente ya que el contenido
de agua presente en el bulbo de las distintas variedades de cebolla
anteriormente mencionadas dificultd la obtencion de su perfil espectroscopico.

El contenido de compuestos fendlicos totales fue mayor en la variedad de
cebolla morada y menor en la variedad cambray en comparacion con el resto

de variedades incluidas en esta investigacion.

La capacidad antioxidante de las variedades de cebolla amarilla, blanca,
cambray y morada reflejo6 una estrecha relacion con su contenido de
compuestos fendlicos, siendo la cebolla morada y cambray las variedades con
mayor y menor contenido fendlico total y capacidad antioxidante,

respectivamente.

Las diferencias genotipicas entre las variedades de cebolla amarilla y blanca
podrian ser minimas ya que su composicion quimica reflejada en el ACP,
contenido de compuestos fendlicos totales y capacidad antioxidante mostraron
escasas distinciones entre ellas.

Existe correlacion entre los perfiles espectroscépicos y el contenido de
compuestos fenolicos totales y capacidad antioxidante de las distintas
variedades de cebolla de acuerdo a los modelos de RMCP planteados. No

obstante, la variabilidad en los valores de actividades biologicas de referencia
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genero una subestimacion o una sobreestimacion en la prediccion, aun con un

control estricto en el proceso de extraccion y registro espectroscopico.
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X. PERSPECTIVAS

En primer lugar, la obtencién de las muestras de material vegetal puede
mostrar mayor homogeneidad al considerar las diferentes tonalidades que se
presentan en las distintas variedades de cebolla. Para disminuir este factor de
error, se sugiere el uso de escalas de color, o equipos de espectrocolorimetria
para seleccionar cultivos con contenido composicional posea caracteristicas

similares.

Continuar con el enfoque de cuantificacion de compuestos bioactivos como
compuestos fendlicos totales, afadiendo otras pruebas relacionadas a la
capacidad antioxidante como la cuantificacion de flavonoides totales para aportar
resultados mas especificos.

Con la finalidad de ampliar el estudio de la actividad antioxidante se sugiere
la combinacion del ensayo de DPPH con las pruebas ABTS, ORAC y FRAP.

Para mayor precisidon de los resultados de actividades biologicas, se sugiere
el empleo de material vegetal desecado o liofilizado para llevar a cabo la
extraccion con solvente, ya que esta comprobado que el perfil espectroscopico no
sufre alteraciones y el agua presente en los bulbos de cebolla interfiere

negativamente con la concentracion de sus contenidos composicionales.

Realizar un analisis factorial para la estandarizacion de las pruebas

anteriormente mencionadas.
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