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RESUMEN

La rancidez es un proceso derivado de la oxidacion lipidica que causa el desarrollo de olores
y sabores no deseados en los alimentos con alto contenido en grasas o aceites. Uno de los productos
mas afectados por la rancidez es el aceite de cocina, convirtiéndose en una gran problematica en la
industria alimentaria. Los aditivos antioxidantes sintéticos se utilizan con el fin de combatir la
rancidez; sin embargo, se han reportado efectos negativos para la salud al consumirlos. La presente
tesis explora el efecto del extracto de la hoja de encino (EE) (Quercus chihuahuensis) para reducir
la rancidez de aceite de girasol. Se determing el efecto del tamafio de particula sobre la recuperacion
de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante, resultando que el mayor contenido de fenoles y
capacidad antioxidante se presentd en extractos con tamafio <149 um. Se identificaron 14
compuestos fendlicos en el extracto pertenecientes a 9 clases quimicas mediante LC-MS, siendo el
acido p-cumarico, la astragalina y la quercetina los compuestos con mayor abundancia relativa. La
evaluacion sensorial de sabor demostro que la adicién de 200 ppm de EE en aceite de girasol fue
la concentracion méaxima aceptable para el consumidor al probar totopos fritos en este aceite. Este
tratamiento mostrd6 mayor aceptabilidad (7.55) en comparacién con el aceite control (6.20) y el
tratado con BHT200ppm (7.10). En los ensayos de oxidacion del aceite durante la fritura, el EE
mantuvo bajos los niveles de TBA y acidos grasos libres al finalizar las 24 h de fritura (18.01 y
0.076%, respectivamente), en comparacion con el control (54.5 y 0.101%) y BHT200ppm (54.5 y
0.061%). El valor de p-anisidina fue significativamente inferior con el extracto hasta las primeras
8 h de fritura (35.96), comparado con el control (48.29). En cuanto a los cambios fisicos, los 3
tratamientos aumentaron la luminosidad (L*), b* y croma, mientras que el pardmetro a* disminuyd,
sin encontrar diferencias (p>0.05) entre los tratamientos al finalizar las 24 h. En cuanto a Hue®, el
EE present6 un valor mas bajo a las 0 h (103.43), aumentando a las 8 h (107.53) y disminuyendo
nuevamente hasta las 24 h (106.32). Estos resultados muestran la capacidad antioxidante del EE

contra la oxidacion lipidica del aceite utilizado para freir, sin afectar el sabor del totopo frito.

Palabras clave: Quercus chihuahuensis, antioxidante, compuestos fendlicos, aceite, rancidez.
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ABSTRACT

Rancidity is a process derived from lipid oxidation that causes the development of unwanted
odors and flavors in foods with high fat or oil content. One of the products most affected by
rancidity is cooking oil, becoming a major problem in the food industry. Synthetic antioxidant
additives are used in order to combat rancidity; However, negative health effects have been
reported when consuming them. This thesis explores the effect of oak leaf extract (EE) (Quercus
chihuahuensis) to reduce the rancidity of sunflower oil. The effect of particle size on the recovery
of phenolic compounds and antioxidant capacity was determined, resulting in the highest content
of phenols and antioxidant capacity occurring in extracts with a size <149 um. The identification
of 14 phenolic compounds belonging to 9 chemical classes was achieved by LC-MS, with p-
coumaric acid, astragalin, and quercetin being the compounds with the highest relative abundance.
The sensory evaluation of flavor demonstrated that adding 200 ppm of EE in sunflower oil was the
maximum acceptable concentration for the consumer when tasting tortilla chips fried in this oil.
This treatment showed greater acceptability (7.55) compared to the control oil (6.20) and the one
treated with BHT200ppm (7.10). In the oil oxidation tests during frying, EE maintained low levels of
TBA and free fatty acids at the end of 24 h of frying (18.01 and 0.076%, respectively), compared
to the control (54.5 and 0.101%). and BHT200ppm (54.5 and 0.061%). The p-anisidine value was
significantly lower with the extract until the first 8 h of frying (35.96), compared to the control
(48.29). Regarding physical changes, the 3 treatments increased luminosity (L*), b*, and chroma,
while the parameter a* decreased, without finding differences (p>0.05) between the treatments at
the end of 24 h. As for Hue®, the EE presented a lower value at 0 h (103.43), increasing at 8 h
(107.53) and decreasing again until 24 h (106.32). These results show the antioxidant capacity of
EE against the lipid oxidation of the oil used for frying, without affecting the flavor of the fried
tortilla chips.

Keywords: Quercus chihuahuensis, antioxidant, phenolic compounds, oil, rancidity.
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1. INTRODUCCION

La rancidez de los alimentos se define como el deterioro causado por la oxidacion de los

lipidos, principalmente los acidos grasos insaturados, resultando en la formacion de sabores y
olores desagradables y compuestos nocivos. Este proceso se caracteriza por la descomposicion de
grasas y aceites en acidos grasos y otros productos de oxidacion causantes de la pérdida de calidad
y cambios nutrimentales (Abeyrathne et al., 2021; Riaz y Rokey, 2012). La oxidacion de lipidos
puede ocurrir durante el manejo, procesamiento y almacenamiento de la materia prima (Aryee et
al., 2022). Los principales efectos de la oxidacion lipidica en los alimentos son los cambios de
color y textura y la aparicion de sabores y olores rancios, disminuyendo la vida atil y provocando
el rechazo del consumidor (Dominguez et al., 2019; Wu et al., 2022). Ademas, los productos
finales de oxidacién avanzada de lipidos (ALEs) pueden afectar la salud humana, estando
implicados en enfermedades como la arteriosclerosis, el cancer, la inflamacion y los procesos de
envejecimiento, entre otros (Dominguez et al., 2019; Loizzo et al., 2015). De igual forma, la
oxidacion lipidica y el enranciamiento representan un problema en la industria alimentaria, ya que
estan directamente involucrados en el aumento del desperdicio de alimentos y pérdidas econdmicas
(Aryee et al., 2022), por lo que es necesario encontrar soluciones seguras para disminuir el dafio
que causan.
Los aceites de cocina son uno de los productos alimenticios mas afectados por la rancidez. Durante
el proceso de fritura -uno de los usos mas populares del aceite- estos alcanzan temperaturas entre
160-180 °C, siendo comUnmente reutilizados en los hogares y a nivel comercial (Ambreen et al.,
2020; Banerjee y Soumitra, 2017). Esto trae consigo la degradacién del aceite, presentandose
cambios fisicos tales como oscurecimiento y aumento de viscosidad, asi como reacciones quimicas
entre las que se encuentran oxidacion lipidica, hidrélisis y polimerizacion, generando compuestos
que contribuyen a su rancidez (Esfarjani et al., 2019; Jaarin y Kamisah, 2012). Asi mismo, estas
reacciones provocan la aparicion de espuma, residuos marrones y sabores no deseados, los cuales
se transfieren a los alimentos disminuyendo su aceptabilidad (Fadda et al., 2022; Marchesino et
al., 2020; Vieira et al., 2015). Esto ha impulsado la busqueda de compuestos que provean mayor
estabilidad a estos productos.

Los aditivos antioxidantes alimentarios pueden contrarrestar los efectos adversos causados por la
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oxidacion de lipidos. Un antioxidante se define como cualquier sustancia que puede retrasar o
prevenir significativamente la oxidacion del sustrato a bajas concentraciones (Carocho et al.,
2018). Para evitar que los alimentos se deterioren se utiliza una amplia variedad de antioxidantes,
los cuales pueden ser sintéticos o naturales (Lagana et al., 2017; Wu et al., 2021). Los aditivos
sintéticos han sido ampliamente utilizados desde su aparicién debido a su bajo costo, alta pureza 'y
actividad constante a bajas concentraciones; sin embargo, se han reportado algunos efectos nocivos
en animales (Berdahl et al., 2010; Lagana et al., 2017; Wu et al., 2021). Antioxidantes sintéticos
como el butilhidroxianisol (BHA) y el butilhidroxitolueno (BHT) podrian tener propiedades
cancerigenas, asi como también aumentar el riesgo de alergias y causar intoxicaciones y trastornos
metabdlicos cuando se consumen en dosis altas (Silva y Lidon, 2016; Wu et al., 2021). Debido a
lo anterior, su uso en alimentos para bebés y nifios ha sido prohibido, y en el caso de antioxidantes
como el BHA estos han sido vetados en ciertos paises, tales como la Unién Europea y Japén
(Lagana et al., 2017; Shasha et al., 2014; Silva y Lidon, 2016). Por ello, los esfuerzos se han
centrado en la busqueda de nuevos compuestos antioxidantes que puedan afiadirse a los alimentos
sin causar dafio a los consumidores.

Una estrategia propuesta para reducir el enranciamiento de los alimentos es usar extractos de
fuentes naturales seguras y efectivas con potencial antioxidante. En concreto, los extractos de
encino (Quercus sp.) son una alternativa contra el enranciamiento oxidativo que presentan
compuestos fendlicos antioxidantes (Valencia-Avilés et al., 2018). Algunos estudios han reportado
resultados positivos al agregar extractos de diferentes especies de encino a productos carnicos. Por
ejemplo, Lavado et al. (2021) reportaron que las pechugas de pollo tratadas con extracto de Q.
suber inhibieron la oxidacion de lipidos hasta en un 97.7 %, mientras que las hamburguesas de
pollo tratadas con Q. ilex tuvieron una inhibicién de ~75 % durante su proceso de coccion,
enfriamiento y recalentamiento (Ferreira et al., 2017). Soriano et al. (2018) reportaron valores de
inhibicidn del 97.1 % en hamburguesas de cerdo tratadas con Q. alba. En todos los casos anteriores,
la adicion del extracto de Quercus a los alimentos disminuyd significativamente la oxidacion de
lipidos en comparacion con las muestras no tratadas. Otros alimentos a los que se ha afiadido
extractos de encino son la leche pasteurizada (Q. infectoria) (Basyigit et al., 2020), el aceite de
soya (Q. branti) (Ranjbar Nedamani et al., 2015), el aceite de girasol y el zumo de naranja (Q.
ballota) (Romojaro et al., 2018).

La actividad antioxidante de las especies de Quercus ha sido asociada con la alta presencia de
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compuestos bioactivos, tales como los polifenoles (Morales, 2021). Entre los principales
compuestos informados se encuentran el acido gélico, el &cido elégico, el &cido vanilico, el &cido
siringico, el acido ferulico, la quercetina, el kaempferol, la catequina, la epicatequina, y el &cido
cafeico, entre otros (Burlacu et al., 2020; Taib et al., 2020). El principal mecanismo de accion de
estos compuestos es la actividad de eliminacion de radicales, mostrando una alta inhibicién de
radicales como el 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPH), el é&cido 2,2'-azino-bis-3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS'") y el radical hidroxilo (*OH) (Aung et al., 2020).
Asimismo, se ha reportado que extractos de Q. salicina ricos en compuestos fendlicos
incrementaron la actividad de superdxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT), dos enzimas
importantes para la defensa antioxidante en células expuestas al oxigeno (Aung et al., 2020; Song
etal., 2013).

Los extractos de encino han demostrado tener un potencial antioxidante importante, y los resultados
de su adicion en alimentos han mostrado ser positivos para ralentizar la oxidacion lipidica. Sin
embargo, estos estudios siguen siendo muy escasos y han sido enfocados principalmente a
productos carnicos. Es necesario extender los estudios hacia otro tipo de alimentos procesados que
se enrancian facilmente, tales como los aceites vegetales, cuyo perfil de acidos grasos y su uso en
la fritura de alimentos los hacen altamente susceptibles a este fendmeno. Debido a la falta de
informacion que existe sobre el uso del extracto de encino, es preciso continuar con la investigacion
para probar su eficacia contra la rancidez oxidativa, con el fin de conocer los alcances que pueda
tener y lograr una aplicacion en los alimentos a nivel industrial. Por lo tanto, el objetivo de este
trabajo es proponer el uso de los extractos de hoja de encino (Q. chihuahuensis) como posible
aditivo del aceite de girasol para reducir su rancidez durante el proceso de fritura de alimentos.
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2. DETERIORO EN ALIMENTOS: RANCIDEZ OXIDATIVA

2.1. Rancidez en Alimentos: Consecuencias Economicas y de Salud

El enranciamiento de los alimentos se ha convertido en uno de los problemas a los que se enfrenta
comunmente la industria alimentaria. En los alimentos provoca olores y sabores desagradables, asi
como cambios en la textura, coloracion y disminucion de la calidad nutritiva, lo que lleva a
considerarlo una de las principales causas del deterioro cualitativo de los alimentos naturales y
procesados (Gibson y Newsham, 2018; Velasco et al., 2010; Wu et al., 2022). La rancidez trae
como consecuencia el acortamiento de la vida de anaquel de los productos alimenticios, asi como
el rechazo de los consumidores, lo que se traduce en el aumento de pérdidas econémicas y
desperdicio de alimentos (Aryee et al., 2022; Velasco et al., 2010; Wu et al., 2022). Aun cuando
no se encontraron registros especificos de desperdicio de alimentos por enranciamiento, la
Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) reporta que
aproximadamente 1/3 de todos los alimentos producidos para el consumo humano,
correspondientes a 1300 millones de toneladas, se pierde (disminucion en alimentos comestibles a
nivel de produccion) y desperdicia (descarte de alimentos comestibles a nivel minorista y de
consumo) por diferentes causas durante la cadena productiva, lo que se traduce en 936 mil millones
de ddlares por afio (FAO, 2014; Gustavsson et al., 2011; Ishangulyyev et al., 2019). En particular,
el 14 % de los alimentos producidos se pierde durante la cosecha y la venta al por menor, mientras
que el 17 % de la produccion total se desperdicia en el hogar (11 %), el servicio de alimentos (5
%) y el comercio minorista (2 %) (Figura 1) (United Nations, 2022).
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Figura 1. Porcentajes de pérdida y desperdicio de alimentos a nivel global.

Al hacer una comparativa entre los paises desarrollados y en vias de desarrollo, se ha observado
que existen grandes diferencias en cuanto a la pérdida y desperdicio de alimentos. En los paises
desarrollados el total alcanza un 56%, de los cuales el 21% corresponde a pérdida y el 35% a
desperdicio. En el caso de los paises en via de desarrollo, el total equivale a un 44%, donde la
pérdida abarca un 30% Yy el desperdicio un 14% (Ishangulyyev et al., 2019). Mientras tanto, en
México se desperdician alrededor de 20 millones de toneladas de alimentos al afio, dando lugar a
pérdidas econémicas que ascienden a los 400 mil millones de pesos mexicanos (FAO, 2018). La
rancidez constituye una de las causas que llevan a la pérdida y desperdicio de alimentos, ya que
ésta puede presentarse durante todas las etapas de produccion del alimento (manipulacién,
procesamiento y almacenamiento) (Figura 2) (Dominguez et al., 2019), sin embargo, no se ha
cuantificado su impacto real.

Para comprender completamente el impacto del enranciamiento en la pérdida y el desperdicio de
alimentos, es necesario generar estadisticas especificas, incluida la cantidad de alimentos perdidos
y desperdiciados por el enranciamiento durante la cosecha, el procesamiento y el almacenamiento
(Gustavsson et al., 2011). Durante las etapas de produccion, manipulacion, almacenamiento,
procesamiento, distribucién y comercializacion y preparacion casera de los alimentos, existen
diversas condiciones que pueden contribuir a la oxidacion lipidica y al desarrollo de la rancidez
(Dominguez et al., 2019). En las primeras etapas de produccién, las altas temperaturas y la

exposicion a la luz, el aire y los metales traza pueden iniciar y acelerar la oxidacion de los lipidos.
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Durante la manipulacion y el almacenamiento, las fluctuaciones de temperatura y la exposicion a
la luz, el aire y la humedad también pueden contribuir a la oxidacion de lipidos, mientras que, en
el procesamiento, el tratamiento a altas temperaturas y presiones, la exposicion al oxigeno y la
adicion de prooxidantes como el hierro y el cobre también pueden contribuir a la oxidacion de
lipidos. En la etapa de la distribucion y el mercado, el almacenamiento inadecuado, la exposicion
a la luz y las altas temperaturas también contribuyen a la rancidez. Finalmente, durante la
preparacion en el hogar, el calentamiento excesivo y los utensilios de cocina inadecuados también

pueden provocar este problema (Amaral et al., 2018; Dominguez et al., 2019).
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Figura 2. Etapas de ﬁoduccién del alimento donde puede ocurrir el proceso de enranciamiento,
pérdida y desperdicio.

El proceso de rancidez provoca cambios negativos en los alimentos a nivel nutricional. Los
radicales libres, productos de la oxidacién de lipidos implicados en la rancidez, provocan la
degradacion de las vitaminas y cambios en la funcionalidad de las proteinas (Dominguez et al.,
2019; Vieira et al., 2015). Otros compuestos resultantes de la oxidacion, como los peroxidos
lipidicos, pueden descomponer las vitaminas liposolubles, como las vitaminas E, A y sus
provitaminas. Estas vitaminas actian como antioxidantes naturales, y cuando reaccionan con los
radicales libres protegen los alimentos de la oxidacion y disminuyen su actividad antioxidante
(Wasowicz et al., 2004). De igual forma, durante este proceso también se produce la pérdida de
acidos grasos poliinsaturados n-3 de cadena larga (PUFA n-3), afectando directamente las

propiedades nutricionales de los alimentos ya que son esenciales para el ser humano (Wu et al.,
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2022; Yun y Surh, 2012). Las investigaciones futuras en esta area podrian centrarse en la
cuantificacion del deterioro de vitaminas y nutrientes especificos debido a la rancidez en ciertos
alimentos, asi como en los efectos a largo plazo de su consumo.

El consumo de productos rancios puede ser peligroso debido al riesgo que representan para la salud.
Algunos compuestos producidos por la oxidacion lipidica, tales como malondialdehido, acroleina,
4-hidroxi-trans-nonenal, 4-hidroxi-trans-hexanal y compuestos similares al crotonaldehido, estan
implicados en la patogénesis de muchas enfermedades como procesos inflamatorios,
envejecimiento, cancer, arteriosclerosis y Alzheimer (Abeyrathne et al., 2021; Aryee et al., 2022;
Loizzo et al., 2015). Los hidroperdxidos lipidicos contribuyen a la citotoxicidad, mientras que los
aldehidos y oxiesteroles tienen efectos proinflamatorios, citotoxicos y mutagénicos (Dominguez et
al., 2019). Se ha considerado que los ALEs causan inflamacién, fibrosis y proliferacion celular
atipica (Loizzo et al., 2015). Sin embargo, se necesita mas investigacion para establecer la relacion
entre el consumo de alimentos rancios, el nivel de subproductos téxicos y el desarrollo de
enfermedades. Ademaés, se podrian realizar investigaciones para determinar los métodos mas
eficaces para reducir o eliminar estos riesgos para la salud, como mejores técnicas de
almacenamiento de alimentos o la adicion de antioxidantes naturales para prevenir la rancidez.

En el caso particular de los aceites oxidados por calentamiento, su consumo podria aumentar el
riesgo de enfermedades cardiovasculares, mal funcionamiento endotelial, peroxidacién lipidica,
estrés oxidativo, genotoxicidad, carcinogenicidad y reduccion de la absorcién de glucosa. Ademas,
se sabe que la generacion excesiva de radicales libres causa dafio hepatico, lo que resulta en
enfermedades como hepatitis, cirrosis y tumores hepaticos (Ambreen et al., 2020). Asi mismo, la
formacion de acidos grasos trans en los aceites reutilizados resultan perjudiciales al disminuir el
colesterol bueno (HDL) y aumentar el malo (LDL), asi como elevar las concentraciones de
triglicéridos, el riesgo de padecer un infarto y desarrollar cancer (Segurondo Loza y Cortez
Quisbert, 2020). De hecho, la ingesta de productos de oxidacién de lipidos, como los aldehidos
contenidos en los aceites de cocina calentados segun las précticas habituales de fritura, influyen en
el posible desarrollo de enfermedades cardiovasculares. De igual forma, presentan propiedades
cancerigenas y pueden contribuir a los trastornos neurodegenerativos, hipertension, desarrollo de
diabetes y complicaciones respiratorias y pulmonares, especialmente en el caso de la acroleina
(Grootveld et al., 2020).

Varios estudios han podido comprobar las consecuencias del consumo de compuestos procedentes
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de la oxidacion lipidica. Chen et al., (2019) demostraron en un modelo murino que la exposicion a
la acroleina afecta la regeneracién muscular. Ademas, se promovio la pérdida de masa muscular a
una concentracion de 2.5 y 5 mg/kg durante 4 semanas, y el peso disminuy6 significativamente.
Mientras tanto, Chung et al. (1986) encontraron que la administracion de crotonaldehido a ratas
F344 en concentraciones bajas (0.60 mmol/L) durante 113 semanas resulto en una incidencia de
tumores hepaticos del 87%. Las dosis altas (6.00 mmol/L) causaron dafio hepatico grave en el 43%
de las ratas tratadas, mientras que el 57% restante desarrollé focos celulares anormales. Otros
estudios sefialan una asociacion entre una alta incidencia de cancer de pulmén en trabajadores de
establecimientos de comida rapida y restaurantes mal ventilados y la inhalacion de aldehidos
volatiles, provenientes de los vapores del aceite de cocina (Grootveld et al., 2020). Dados los
efectos sobre la salud que provoca el consumo de estos compuestos, es importante conocer el
mecanismo que conduce a la aparicion de enranciamiento en los alimentos para reducirlo y evitar

desperdicios y problemas de salud.

2.2. Proceso de Enranciamiento: Oxidacién Lipidica

La oxidacion de lipidos se ha descrito a traveés de varios mecanismos, tales como el de
autocatalizado, termocatalizado, enzimatico y de fotooxidacién (Figura 3) (Aryee et al., 2022). La
autooxidacion es el proceso mas importante en la oxidacion de lipidos y causa rancidez oxidativa.
El proceso implica la interaccion de &cidos grasos insaturados con oxigeno, lo que lleva a una
reaccion en cadena continua de radicales libres (Abeyrathne et al., 2021; Aryee et al., 2022). El
proceso tiene tres fases: inicio, propagacion y terminacion. Durante la fase de iniciacion, se extrae
hidrogeno de un &cido graso insaturado, formando un radical alquilo. La fase de propagacién
implica la magnificacion de la produccion de radicales, mientras que la fase de terminacion implica
la reaccion de los radicales entre si o con antioxidantes, volviéndose relativamente estables
(Dominguez et al., 2019). La autooxidacién esta influenciada por factores internos y externos tales
como el perfil de &cidos grasos, la temperatura, la luz y prooxidantes como los metales de transicion
(Aryee et al., 2022). Los alimentos ricos en &cidos grasos insaturados, especialmente los acidos
grasos poliinsaturados (PUFA), son més susceptibles a la autooxidacion de lipidos (Aryee et al.,
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2022; Dominguez et al., 2019; Vieira et al., 2015). Esto se debe a que los acidos grasos insaturados
son mas reactivos al oxigeno, lo que provoca rancidez oxidativa (Marcus, 2013). Ejemplos de
alimentos ricos en acidos grasos insaturados y susceptibles a la autooxidacion de lipidos incluyen
aceites, nueces, semillas y pescados grasos (Gibson y Newsham, 2018). Ademas, los alimentos con
alto contenido de grasa expuestos al aire, la luz y el calor son mas susceptibles a la autooxidacion
de lipidos (Abeyrathne et al., 2021; Dominguez et al., 2019).

Propagacio
pagacion
R

O A O, )

@
00—
ﬁ{ wdical alquilo Radical P(‘IO\I (ROOY

(R®)

R

S Ao
Autoxidacion

@l”@,

Oxidacion

tcrmocamlizada ; |
°

oAb
Oxidacion 01,%,0
enzimatica —H
R

Acidos grasos R
2 R-R, ROR, ROOR v "
Iniciacion Antioxidantes
(Productos estables)

Terminacion
Figura 3. Etapas del proceso de oxidacion lipidica iniciado por mecanismos de oxidacion
autocatalizados, termocatalizados y enzimaticos.

La oxidacion de lipidos termocatalizada se refiere al proceso desencadenado por la aplicacion de
calor. Este tipo de oxidacion contribuye significativamente al deterioro y rancidez de los alimentos
(Aryee et al., 2022; Falade y Oboh, 2015). Durante este proceso, la interaccion de los acidos grasos
insaturados con el calor puede activar metales de transicion como el hierro y el cobre, provocando
el inicio de reacciones oxidativas (Xiong et al., 2020). El mecanismo de oxidacion termocatalizada
también incluye las tres fases de inicio, propagacién y terminacién, donde los radicales libres se
generan y multiplican y luego se convierten en compuestos no reactivos (Falade y Oboh, 2015).
Otros factores que pueden influir en la tasa de oxidacion termocatalizada incluyen prooxidantes,
metales traza y el perfil de acidos grasos del lipido en cuestion (Falade y Oboh, 2015; Xiong et al.,
2020). Los alimentos mas susceptibles a sufrir oxidacion de lipidos termocatalizada contienen altos
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niveles de &cidos grasos insaturados y estan expuestos a altas temperaturas, como los alimentos
fritos y a la parrilla, los alimentos procesados, los productos horneados y los snacks (Shahidi y
Hossain, 2022). Ademas, la presencia de metales como el hierro y el cobre y prooxidantes puede
contribuir al proceso de oxidacion y aumentar el riesgo de oxidacion de lipidos en estos alimentos
(Falade y Oboh, 2015).

La oxidacion enzimética de lipidos es otro proceso que ocurre debido a la actividad de las
lipoxigenasas (LOX) y dioxigenasas, que actuan principalmente sobre los &cidos grasos
poliinsaturados (Oenel et al., 2017). La oxidacion de acidos grasos por estas enzimas genera
hidroperdxidos a traves de mecanismos de radicales libres, que, a su vez, se convierten en productos
de oxidacidn secundarios como aldehidos alifaticos, alcoholes, cetonas y ésteres mediante una serie
de reacciones complejas (Ahmed et al., 2016; Tatiyaborworntham et al., 2022). Estas reacciones
contribuyen a la oxidacion de lipidos de los alimentos, principalmente productos carnicos, semillas
y aceites, provocando que se vuelvan rancios (Loncari¢ et al., 2020; Oenel et al., 2017,
Tatiyaborworntham et al., 2022). Los factores que afectan la oxidacion enzimética son el contenido
de lipoxigenasas en los alimentos, la forma en que se encuentra el hierro en el sitio activo de la
enzima (forma ferrosa) y factores externos como el oxigeno singlete, la luz, los iones metalicos y
la radiacion (Ahmed et al., 2016; Dominguez et al., 2019; Loncari¢ et al., 2020).

Otro proceso que conduce a la oxidacién de lipidos y produce rancidez es la fotooxidacion (Aryee
et al., 2022). Durante este proceso se forman hidroperéxidos gracias a la presencia de
sensibilizantes y la exposicion a la luz (Dominguez et al., 2019). Las reacciones que se llevan a
cabo durante la fotooxidacion se dividen en tres vias. Primero, el oxigeno singlete se forma
mediante la reaccion de un sensibilizador triplete excitado con oxigeno molecular; cuando
reacciona con &cidos grasos insaturados forma hidroperoxidos sin formar radicales alquilo. En el
segundo caso, una reaccion entre el sensibilizador excitado y el oxigeno triplete produce un anién
radical superdxido que puede reaccionar con acidos grasos insaturados e iniciar la oxidacion de
lipidos. Esta reaccion se lleva a cabo en presencia de metales. En cuanto a la tercera via, el
sensibilizador triplete excitado reacciona con un acido graso insaturado, produciendo un radical
alquilo que posteriormente puede iniciar el mecanismo de reaccion en cadena de los radicales
libres, dando lugar a la oxidacion de lipidos (Dominguez et al., 2019). Se considera que el proceso
de fotooxidacion de lipidos es mas rapido que la autooxidacion (Aryee et al., 2022). Entre los
factores que afectan la fotooxidacién se encuentran el tiempo de exposicion a la luz de los

alimentos, la presencia de fotosensibilizadores, siendo los mas comunes clorofila, hemoproteinas,
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porfirinas y riboflavina, y la presencia de prooxidantes metalicos (Dominguez et al., 2019; Wold,
2006). Las moléculas degradadas por la fotooxidacion son proteinas, grasas y aceites, pigmentos y
vitaminas, siendo la leche, los productos cérnicos, los aceites vegetales y los vinos los mas
afectados (Kwon et al., 2018). Ademas, los alimentos almacenados en recipientes transparentes o
expuestos a la luz durante el procesamiento y almacenamiento son mas susceptibles a la
fotooxidacion de lipidos (Wold, 2006).

Ademaés de los diferentes mecanismos de oxidacion de los lipidos, existe otra reaccidon quimica que
provoca el enranciamiento de los alimentos: la hidrdlisis (Figura 4). La rancidez hidrolitica ocurre
cuando los lipidos se descomponen en acidos grasos libres, glicerol y otros compuestos a traves de
la accion de las enzimas lipasa, el calor o la humedad (Gibson y Newsham, 2018). Este proceso
puede dar lugar a malos sabores y olores en los productos alimenticios, lo que afecta negativamente
a su calidad. Factores como las altas temperaturas y el pH extremo aceleran la hidrolisis; las lipasas
actian sobre el acilglicerol con diferentes grados de especificidad (Zeece, 2020). La rancidez
hidrolitica es particularmente relevante en productos alimenticios con alto contenido de grasa
donde la actividad de la lipasa esta presente o donde el contenido de humedad y las condiciones de
temperatura favorecen la hidrdlisis de los lipidos, incluso en alimentos fritos, aceites vegetales (por
ejemplo, aceite de soya, maiz y girasol), leche, mantequilla y carne (Choe y Min, 2006; Gibson y
Newsham, 2018; Zeece, 2020).
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Figura 4. Reaccion de hidrdlisis de grasas.

Una investigacion mas profunda sobre la oxidacién de lipidos y la rancidez hidrolitica en aceites
podria favorecer la comprension en este tema y mejorar la calidad y seguridad de los alimentos
fritos. Esto puede implicar estudiar el inicio de la autooxidacion, el impacto de factores internos y
externos durante la fritura, prooxidantes y antioxidantes, asi como el impacto del uso de aceites

rancios en los alimentos fritos en ellos y las afectaciones a la salud que estos pudieran ocasionar.
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2.3. El Impacto de la Rancidez en los Aceites para Freir Alimentos

Freir es un método de coccion que muchas culturas de todo el mundo han utilizado durante siglos.
Algunas culturas tienen una profunda historia en el uso de la fritura para la preparacion de
alimentos, con diferentes variaciones y técnicas regionales. Por ejemplo, en Europa, los platos
fritos como el pescado y las patatas fritas son alimentos basicos, mientras que, en paises asiaticos
como Japon y China, la tempura y los salteados son platos populares. En Medio Oriente, el falafel
y el baklava son ejemplos de alimentos fritos que se disfrutan durante generaciones. En México, la
fritura es un método de cocina tradicional para preparar diversos platillos, como tacos, sopes,
churros y totopos de maiz. La cocina mexicana tiene una rica tradicion de utilizar la fritura para la
preparacion de alimentos y sigue siendo un método de coccién popular en los hogares y
restaurantes mexicanos (Andrews, 2018; AtlasMedia, 2023; Bremner, 2017; Kenyon, 2019). La
relevancia de la fritura en la cocina mexicana resalta la importancia de este método de coccién para
preservar las tradiciones culinarias. Existen varios métodos, incluida la fritura en profundidad, en
la que los alimentos se sumergen en un bafio de grasa o aceite caliente; salteado, en el que se utiliza
una pequefia cantidad de grasa o aceite en una sartén; y asar, en el que los alimentos ricos en
proteinas se preparan en un horno o plancha con una minima adicion de grasa o aceite (Banerjee y
Soumitra, 2017; Marchesino et al., 2020). Este método de coccion imparte caracteristicas deseables
a los alimentos, aumentando su palatabilidad debido a la absorcion de grasas, la formacion de
costras y sabores y olores agradables (Esfarjani et al., 2019). Sin embargo, los aceites para freir
son muy susceptibles a la oxidacion de lipidos debido a diferentes factores.

Durante la fritura, las grasas o aceites utilizados alcanzan temperaturas entre los 160-180 °C,
incluso hasta mas, dependiendo del tipo de freido que se busque (Banerjee y Soumitra, 2017).
Ademas, en los hogares y a nivel comercial es comun que los aceites sean reutilizados, con el fin
de minimizar costos y maximizar las ganancias (Ambreen et al., 2020). El uso continuo del aceite
en estas condiciones trae consigo consecuencias negativas en el mismo, empezando por cambios
en su apariencia fisica tales como el incremento de viscosidad y oscurecimiento (Jaarin y Kamisah,
2012). De igual forma, se presentan cambios quimicos que incluyen oxidacion, hidrdlisis y
polimerizacion, donde muchos de los productos oxidativos resultantes, como hidroperdxidos y

aldehidos, son absorbidos por el alimento frito, afectando el sabor y color de éstos. Otros
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subproductos derivados de este método de coccion son los alcoholes, compuestos ciclicos,
polimeros, dimeros y acidos grasos libres (Esfarjani et al., 2019; Jaarin y Kamisah, 2012).
Igualmente, la presencia de luz, aire y prooxidantes como el hierro y el cobre en los alimentos fritos
pueden acelerar la tasa de oxidacion.

El deterioro de los aceites comienza desde su procesamiento y almacenamiento, donde pueden
ocurrir los procesos de autooxidacion y fotooxidacion (Halvorsen y Blomhoff, 2011). Después,
durante la fritura, ocurre la hidrolisis del aceite, donde se liberan los acidos grasos debido a las
altas temperaturas y a la humedad proveniente del alimento. Esto conlleva a la aparicion de sabores
“jabonosos”, asi como la disminucion del punto de humo del aceite, refiriéndose a la temperatura
en la que éste comienza a quemarse y degradarse (Gibson y Newsham, 2018; Marchesino et al.,
2020; Vieira et al., 2015). De igual forma, la oxidacion lipidica continGa ocurriendo, generando
compuestos volatiles y no volatiles como ésteres, aldehidos, cetonas y peroxidos, siendo una de las
mayores reacciones deteriorativas en los aceites (Esfarjani et al., 2019; Marchesino et al., 2020).
En el caso de la polimerizacién, aqui se producen estructuras de alto peso molecular que aumentan
la viscosidad y generacion de espuma, asi como la formacion de un residuo marrén similar a una
resina. Entre las moléculas formadas se encuentran triglicéridos ciclicos monoméricos, dimeros y
polimeros de triglicéridos (Juarez y Samman, 2007; Marchesino et al., 2020).

Dado lo anterior, es muy importante elegir el tipo de aceite que se usara para freir alimentos, ya
que sus caracteristicas definiran el nivel de degradacion que tendran y las sustancias que se
formaran al exponerse a altas temperaturas (Marchesino et al., 2020). Su composicién es una de
las variables mas importantes, ya que los aceites ricos en &cidos grasos monoinsaturados y
poliinsaturados son menos estables frente a la oxidacién lipidica. Asi mismo, el punto de humo es
otra de las caracteristicas a tomar en cuenta, por lo que se busca que tengan valores altos, no menos
de 170 °C (Eyres, 2015; Sarwar et al., 2016). El valor de peroxido — utilizado para medir el nivel
de rancidez en aceites — también es importante a la hora de elegir un aceite para este método de
coccidn, considerandose aceptables valores menores a 10 mEq/Kg, que es el que poseen los aceites
frescos (Gilbraith et al., 2021). Entre los aceites mas utilizados para este método de coccion se
encuentran el de girasol, soya, canola y palma (Eyres, 2015; Marchesino et al., 2020).

En el caso particular del aceite de girasol, este estd compuesto por una variedad de acidos grasos
saturados (&cido laurico, miristico, palmitico y estearico), &cidos grasos monoinsaturados (acido

oleico) y acidos grasos poliinsaturados (acido linoleico y a-linoleico), encontrandose estos Gltimos
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en mayor proporcion (63-78%). Esta composicion los hace altamente susceptibles a sufrir
oxidacion lipidica, sin embargo, es posible encontrar en el mercado opciones como el aceite de
girasol alto en acido estearico e hidrogenados, los cuales son mas resistentes al deterioro por
calentamiento (de Mello Silva Oliveira et al., 2016; Duran Aguero et al., 2015; Marchesino et al.,
2020). Otros puntos a su favor son el alto punto de humo que posee, siendo este de 232 °C, y su
valor de peroxido, equivalente a 2 mEg/Kg (Sarwar et al., 2016). Las caracteristicas anteriores los
hacen una buena opcion para su uso en la fritura de alimentos, siendo uno de los aceites mas
utilizados en la cocina mexicana (2%) (Zufiiga, 2019).

El proceso de enranciamiento de los alimentos, asi como la degradacion de las grasas y aceites
comestibles utilizados en la coccion de alimentos sigue representando un problema serio para la
industria y para la salud de las personas. Los aceites rancios no s6lo afectan negativamente el sabor
y el aroma de los alimentos, sino que también reducen su valor nutricional y potencialmente
introducen compuestos nocivos en los alimentos. Por otro lado, para los consumidores, consumir
aceites rancios puede tener efectos adversos para la salud, como un mayor riesgo de estrés oxidativo
y enfermedades cronicas. Dado lo anterior, el estudio de la rancidez del aceite de girasol utilizado
en la fritura de totopos es importante ya que permitira analizar la influencia de la temperatura y
tiempo sobre la estabilidad oxidativa del aceite, asi como el efecto del extracto de encino como
antioxidante, con el fin de presentar nuevas soluciones para combatir esta problemética. Al prevenir
la rancidez en los aceites para freir, la industria alimentaria puede proporcionar productos seguros

y de alta calidad, preservando al mismo tiempo los sabores asociados con la cocina tradicional.
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3. VENTAJAS DE LOS ANTIOXIDANTES NATURALES PARA REDUCIR LA
RANCIDEZ DE LOS LIPIDOS

Los antioxidantes naturales se han utilizado ampliamente en la conservacién de alimentos
debido a sus propiedades Unicas que ofrecen muchas ventajas sobre las moléculas sintéticas. A
diferencia de los agentes sintéticos, se ha demostrado que las opciones naturales derivadas de
plantas, frutas y especias son seguras y eficaces para reducir la rancidez de los lipidos (Zehiroglu
y Ozturk Sarikaya, 2019). Estos antioxidantes pueden otorgar una combinacién de compuestos
beneficiosos que actlan sinérgicamente para retrasar los procesos oxidativos, mejorando la vida
atil y la calidad de los productos alimenticios (Lourenco et al., 2019). Ademas, las agencias
reguladoras suelen reconocer que los antioxidantes naturales son seguros y favorecidos por los
consumidores, quienes prefieren los aditivos alimentarios naturales (Carocho et al., 2018). Al
incorporar antioxidantes naturales, la industria alimentaria no sélo puede mejorar la calidad y
seguridad de los alimentos, sino también atraer la creciente demanda de productos alimenticios

naturales y organicos (Lourenco et al., 2019).

3.1. Equilibrio Entre Calidad y Seguridad: EI Debate Entre Antioxidantes Naturales y Sintéticos

Los antioxidantes naturales, como las vitaminas, los minerales y los extractos de plantas, se derivan
de fuentes naturales y se utilizan comunmente en aplicaciones alimentarias (Zehiroglu y Ozturk
Sarikaya, 2019). Por otro lado, los antioxidantes sintéticos se fabrican quimicamente y de manera
general se consideran mas potentes que los antioxidantes naturales, sin embargo, pueden causar
posibles problemas de salud (Karunaratne y Pamunuwa, 2017). Ambos antioxidantes protegen los
alimentos de la rancidez oxidativa, que puede causar sabores desagradables, reducir el contenido
de nutrientes y aumentar el riesgo de presencia de subproductos de oxidacion dafiinos (Velasco et
al., 2010).

Los antioxidantes alimentarios pueden ser agregados durante todos los pasos de produccion y su

uso se encuentra regulado (Carocho et al., 2018; Karunaratne y Pamunuwa, 2017; Silva y Lidon,
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2016). Las dos principales organizaciones reguladoras de estas sustancias son la Autoridad Europea
de Seguridad Alimentaria (EFSA) en la Union Europea y la Administracion de Alimentos y
Medicamentos (FDA) en Estados Unidos. Otros organismos reguladores son la Organizacion de
las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO), Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), Expert Committee on Food Additives y el Codex Alimentarius (Carocho et al.,
2018). En México, la agencia encargada de regular el uso de aditivos es la Comision Federal para
la Proteccidn contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) (Velazquez-Samano et al., 2019).

De acuerdo con sus funciones, el Codex Alimentarius ha clasificado a los aditivos alimentarios en
27 familias, mientras que la EFSA los ha clasificado en 9 “Numeros E”. Dentro de estas
clasificaciones, los agentes antioxidantes constituyen una de las familias mas importantes debido
a gque la oxidacion es una de las principales causas de degradacion de los alimentos (Silvay Lidon,
2016). Los antioxidantes, clasificados dentro del bloque de nimero E300-E399, son utilizados para
extender la vida util de los alimentos al evitar su enranciamiento, pérdida de color, desarrollo de
olores, pérdida de textura, entre otros efectos indeseados (Carocho et al., 2018). En el Cuadro 1 se
enlistan algunos de los antioxidantes mas utilizados aprobados por la EFSA, su rango de

dosificacion maximo y reacciones reportadas.

Cuadro 1. Antioxidantes tipicos utilizados en la industria alimentaria, con su Namero E, rango de
dosificacion maximo y reacciones reportadas.

Rango de
Clasificacion Sgstanua{ dosnflc_auon Aplicacion Reacciones Referencia
Numero E maximo reportadas
(9/kg)
Frutas y hortalizas
frescas cortadas,
harina de trigo,
productos .
hortofruticolas, (S_llva y
Acido ascorbico y 0.2-50 carne picada No reportado 2(;‘1'393\’/u
sus sales (E300-302) - fresca, embutidos P ot él
y productos 2021‘5
Natural salados, pescados,
mariscos y
moluscos sin

procesar.

Tocofert_)lgs (E306) y (Silvay
sus isdmeros No X
S Carne, pescado, No reportado Lidon,
geométricos (E307- reportado f
309%) rutos secos, 2016)

verduras, frutas,
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Sintético

Galato de propilo
(E310)

Galato de Octilo
(E311)

Terbutilhidroguinona
(TBHQ) (E319)

Butilhidroxianisol
(BHA) (E320)

Butilhidroxitolueno
(BHT) (E321)

0.1~0.4

0~0.0002

0.2

0.2~0.4

bebidas y

conservas, aceites

y grasas
emulsionadas,
alimentos para

lactantes y nifios.

Nueces y semillas

enlatadas, dulces a

base de chicle,
carne a la parrilla
y fideos.

Manteca de cerdo,
aceites y grasas
para freir, aceites y
grasas de pescado
ovino, avicolay
vacuno, salsas,
sopas y caldos
deshidratados,
cereales
precocinados,
especias y
condimentos,
papas granuladas
deshidratadas,
chicles y snacks.

Pastel lunar, fideos
instantaneos,
galletas, rellenos
de productos
horneados.

Grasas, aceites,
productos grasos
emulsionados,
cereales
secundarios y
fideos
instantaneos.

Fideos, caramelos
a base de chicles y
productos marinos
secados al aire,
entre otros.

-Riesgo de (S_llva y
metahemoglobinemia. Lidon,

. o 2016; Wu
-Reacciones alérgicas ot al
(eccemas, urticaria y N

2021)
malestar estomacal).
(Bampidis
-Riesgo de etal.,
metahemoglobinemia. 2020; Silva
-Reacciones alérgicas  y Lidon,
(eccemas, urticaria, 2016;
malestar estomacal,  Velazquez-
lesiones liquenoides,  Samano et
queilitis y dermatitis al., 2019;
de contacto). Wu et al.,
2021)
(Silvay
L Lidon,
—Carcmogen_lco a 2016: Wu
altas dosis.
et al.,
2021)
-Propiedades
cancerigenas.
-Riesgo de alergias (Silvay
(rash, urticaria Lidon,
cronica, angioedema, 2016;
eccemay dermatitis  Veldzquez-
de contacto. Samano et
-Aumento de los al., 2019;
niveles de colesteroly  Wu et al.,
lipidos en sangre. 2021)
-Sospecha de
hiperquinesia.
-Propiedades (Silvay
cancerigenas. Lidon,
-Riesgo de alergias 2016;
(rash, urticaria Veldzquez-
cronica, angioedema,  S&dmano et
eccema y dermatitis al., 2019;
de contacto. Wu et al.,
-Aumento de los 2021)

niveles de colesterol y

28



lipidos en sangre.
-Sospecha de
hiperguinesia.

*E307-E309 corresponden a tocoferoles de origen sintético.

En el caso particular del grupo de los aditivos antioxidantes, existen varias maneras de clasificarlos.
De acuerdo con su origen, pueden clasificarse como naturales; idénticos a los naturales, los cuales
corresponden a compuestos sintetizados quimicamente a partir de los naturales; y los sintéticos,
equivalentes a las moléculas que no existen en la naturaleza (Lagana et al., 2017). Generalmente,
los antioxidantes naturales son agregados a la carne, pescado, nueces, vegetales, frutas, bebidas y
comida enlatada, mientras que los sintéticos se agregan a aceites, quesos y papas fritas (Wu et al.,
2021). Cabe destacar que aun no existe un consenso sobre esta clasificacion, por lo que
oficialmente se siguen considerando a todos los antioxidantes en un solo grupo (Carocho et al.,
2018). Los antioxidantes primarios y las moléculas secundarias o sinérgicas representan otra
distincion. Los antioxidantes primarios actdan oxidandose a si mismos, lo que permite que los
componentes de los alimentos permanezcan sin cambios, mientras que los antioxidantes sinérgicos

refuerzan la accion de los primarios (Lagana et al., 2017; Silva y Lidon, 2016).

3.2. Problemas a la Salud Asociados con los Antioxidantes Sintéticos

El uso de antioxidantes en productos agroalimentarios y alimentarios se ha vuelto comin debido a
los beneficios econdmicos que aporta al reducir las pérdidas por rancidez. Wasowicz et al. (2004)
mencionaron que algunos gobiernos estatales tienen un interés financiero y de salud publica en el
uso generalizado de estos compuestos, ya que agregar antioxidantes en alimentos ricos en grasas
podria influir en la salud del consumidor. Esta actuacion reduciria la incidencia de determinadas
enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo y el gasto publico que representan. Sin embargo,
también se ha demostrado que los antioxidantes sintéticos tienen efectos adversos para la salud
(Karunaratne y Pamunuwa, 2017), lo que genera miedo y rechazo en algunos consumidores y
promueve la busqueda de opciones naturales.

Se ha identificado que los compuestos sintéticos BHA y BHT (Figura 5) poseen propiedades
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carcinogénicas a dosis altas, ademas que una exposicion prolongada al BHT puede causar
envenenamiento crénico y desérdenes metabolicos (Silvay Lidon, 2016; Wu et al., 2021). De igual
manera, se ha reportado la manifestacion y exacerbacion de reacciones alérgicas tales como
urticaria crénica, sarpullido, angioedema y dermatitis atopica (Cuadro 1), asi como también el
incremento de los niveles de colesterol y lipidos en sangre. Estos efectos secundarios no deseados
han llevado a que éstos compuestos no puedan utilizarse en alimentos para infantes y nifios (Silva
y Lidon, 2016; Valluzzi et al., 2019; Velazquez-Sdmano et al., 2019). El antioxidante TBHQ
(Figura 5) también ha sido considerado como cancerigeno y genotoxico, por lo que su limite
maximo permitido de uso no supera los 200 mg/kg, mientras que el uso de antioxidantes
procedentes de galatos también esta prohibido en alimentos para lactantes y nifios por el riesgo de
desarrollar metahemoglobinemia (Silva y Lidon, 2016). Otros efectos causados por este grupo de
antioxidantes son reacciones alérgicas en personas asmaticas y en aquellas que no toleran el acido
acetilsalicilico (Silva y Lidon, 2016), e incluso se ha observado apoptosis de cultivos celulares y
escision del ADN causado por galato de propilo (Wu et al., 2021). En resumen, la seguridad y los
efectos adversos de estos antioxidantes sintéticos plantean preocupaciones significativas en su uso

en alimentos, lo cual refuerza la necesidad de buscar nuevas opciones mas seguras.

(a) (b)
~0 ~o0
HO OH
OH OH
© OH

Figura 5. Estructuras quimicas de las moléculas a) Terbutilhidroquinona (TBHQ), b)
Butilhidroxianisol (BHA) y c) Butilhidroxitolueno (BHT).
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El uso de aditivos sintéticos o naturales sigue siendo un tema muy debatido. Se considera que estos
antioxidantes son mejores que los sintéticos porque provienen de una fuente natural; sin embargo,
esta afirmacion no siempre esta respaldada por datos cientificos (Franco et al., 2019). Esto no
quiere decir que deban dejarse de lado los efectos negativos que provocan los antioxidantes
sintéticos. De ahi que sea necesario regular estrictamente las dosis utilizadas y su declaracién en
etiquetado alimentario, asi como seguir buscando nuevos compuestos que presenten menos riesgos
para la salud humana. Los posibles beneficios para la salud publica y los ahorros financieros del
uso de antioxidantes en alimentos ricos en grasas la convierten en un area importante para futuras
investigaciones. El desafio es encontrar un equilibrio entre los beneficios del uso de antioxidantes
para extender la vida util de los productos alimenticios y los riesgos potenciales para la salud que
plantean estos compuestos. También es importante considerar las distintas condiciones de uso y el

tipo especifico de antioxidante al evaluar su eficacia y seguridad.
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4. EXTRACTOS DE ENCINO COMO FUENTE DE ADITIVOS ANTIOXIDANTES
NATURALES CONTRA LA RANCIDEZ

4.1. Metabolitos Secundarios de Plantas: Polifenoles y su Actividad Antioxidante

Dada a la creciente preocupacion por los dafios que puedan ocasionar los antioxidantes sintéticos
y el cambio de los hé&bitos del consumidor hacia la compra de productos mas naturales, se ha optado
por recurrir a la bdsqueda de agentes antioxidantes en fuentes naturales. Las plantas se han
considerado como una buena fuente de estos compuestos, debido a que su metabolismo secundario
es capaz de sintetizar una gran variedad de compuestos bioactivos y metabolitos que utilizan
principalmente como defensa contra insectos, microorganismos y para adaptarse ante los cambios
en el ambiente (Velez Terranova et al., 2014). De igual manera, estos compuestos llegan a tener
una notable actividad antioxidante, por lo que existe un interés de utilizarlos para controlar las
reacciones de oxidacion durante el procesamiento y almacenamiento de los alimentos (Lavado et
al., 2021).

Dentro de las principales clases de metabolitos secundarios se encuentran los compuestos fendlicos
y polifenélicos. Estos compuestos son considerados como uno de los mayores grupos de
metabolitos secundarios en plantas, conociéndose actualmente alrededor de 8000 estructuras
polifendlicas que se dividen en varias clases de acuerdo con el nimero de anillos fendlicos y
elementos estructurales ligados a la unidad basica (Figura 6 y Figura 7) (Burlacu et al., 2020;
Valencia-Avilés et al., 2018; Zhang et al., 2015). Asi mismo, existen fenoles sintéticos, tales como
el Butilhidroxianisol (BHA), Butilhidroxitolueno (BHT), Terbutilhidroguinona (TBHQ), galato de
propilo (PG), galato de octilo (OG) y galato de dodecilo (DG) (Carocho et al., 2018; Shahidi y
Ambigaipalan, 2015). Otra manera de clasificarlos es de acuerdo con su solubilidad en agua: entre
los solubles se encuentran &cidos fendlicos, fenilpropanoides, flavonoides y quinonas; en los
insolubles estan los taninos condensados, ligninas y acidos hidroxicinamicos (Aung et al., 2020).
Sin duda estos compuestos son muy diversos, lo que podria significar una buena fuente para la

busqueda de compuestos bioactivos.
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HO ;

Figura 6. Estructura basica de los compuestos fenolicos, conformada por un anillo bencénico de
seis carbonos y un grupo hidroxilo.

Flavonoides

Xantonas Calconas

Polifenoles Acidos

hidroxicinamicos

Lignanos

Figura 7. Clases de polifenoles encontrados en la naturaleza.

Se ha encontrado que los compuestos polifendlicos tienen, entre otras cualidades, un gran potencial
antioxidante, pudiendo actuar a bajas concentraciones, por lo cual han sido utilizados en los
alimentos para evitar la oxidacion (Carocho et al., 2018). Ademas de esto, son conocidos por tener
beneficios en la salud humana, reduciendo el riesgo de cancer, enfermedades del corazon y
diabetes, ademas de poseer propiedades antiinflamatorias, antimicrobianas, antivirales,
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antialérgicas y anticarcinogenicas. Se considera que todas estas propiedades son resultado de la
actividad antioxidante que poseen, por lo que los polifenoles son clasificados dentro del grupo de
los antioxidantes primarios o “verdaderos”. Este potencial antioxidante que poseen depende del
numero y arreglo de los grupos hidroxilos en las moléculas de interés, habiéndose propuesto varios
mecanismos de accion (Burlacu et al., 2020; Shahidi y Ambigaipalan, 2015). A grandes rasgos, los
fenoles inhiben las reacciones de oxidacién mediante la eliminacion de radicales libres, quelando
los metales prooxidantes, extinguiendo el oxigeno singlete y los fotosensibilizadores e inactivando
las enzimas lipoxigenasas (Soriano et al., 2018). A pesar de ser muy estudiados, el potencial que
poseen los fenoles como compuestos bioactivos los sigue manteniendo como objetos de estudio
muy atractivos, por lo que es importante y necesario seguir investigando para lograr aplicarlos en

la industria alimentaria y farmacéutica.

4.2. Compuestos Antioxidantes Encontrados en el Encino

Durante siglos, los extractos de encino se han utilizado como antioxidante natural en la
conservacién de alimentos y bebidas. Se sabe desde hace mucho tiempo que los taninos y otros
compuestos de los extractos de encino previenen la oxidacién (Taib et al., 2020). Los antiguos
griegos y romanos utilizaban extractos de encino en la elaboracién del vino y la conservacion de
alimentos, y la practica de envejecer el vino en barricas de encino continla hasta el dia de hoy
(Carpena et al., 2020). El uso de extractos de encino como antioxidante natural se ha ampliado méas
alla de la industria del vino y actualmente se propone como ingrediente en una amplia variedad de
alimentos y bebidas, incluidos carne, queso y té (Burlacu et al., 2020). El resurgimiento del interés
por los aditivos alimentarios naturales y saludables ha llevado a un mayor uso de estos extractos
como alternativa a los antioxidantes sintéticos.

Quercus es un género de arboles perennes o caducifolios que pertenece a la familia Fagaceae,
compuesto por alrededor de mas de 500 especies distribuidas por Europa, Asia, Africa del Norte y
América (Burlacu et al., 2020; Morales, 2021). Estas especies son muy valiosas debido a su
madera, frutos y carbon, ademas de presentar propiedades medicinales en la corteza, frutos y hojas,

razon por la cual ha sido parte de la medicina tradicional de muchos lugares para tratar quemaduras,
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hemorragias, enfermedades gastrointestinales, dermatitis e infecciones de la garganta (Aung et al.,
2020; Burlacu et al., 2020). En la industria tonelera también son muy utilizados para la fabricacion
de barriles para almacenar vinos, siendo parte importante del proceso de maduracion, y al ser
econdmicos se han convertido en una de las maderas mas rentables para esta industria (Burlacu et
al., 2020; Valencia-Avilés et al., 2018). En México se han reportado alrededor de 150 especies,
representando el segundo recurso forestal mas importante y utilizado principalmente para la
fabricacion de artesanias, lefiay carbon (Valencia-Avilés et al., 2019; Vazquez-Cabral et al., 2015).
Mientras tanto en Sonora se han reportado 22 especies, de las cuales Q. chihuahuensis es una de
las especies dominantes del bosque tropical caducifolio, encontrdndose desde los 200 m de
elevacion pero presentando mayor densidad a los 900 m, donde pasa a formar parte de los encinares
(Martinez-Yrizar et al., 2010).

Recientemente, las especies de Quercus han llamado la atencion de los investigadores en cuanto a
los compuestos bioactivos que pudieran tener, por lo que se han realizado estudios con el fin de
describir sus constituyentes quimicos, propiedades funcionales y efectos beneficiosos (Aung et al.,
2020). Se han evaluado los extractos de las hojas, ramas, bellotas y corteza de encino en busqueda
de compuestos con actividad antioxidante, antitumoral, antiinflamatoria, antidiabética,
hipocolesterolémica, antihipertensiva y antimicrobiana, con resultados prometedores (Morales,
2021; Valencia-Avilés et al., 2018). Los principales fitoquimicos bioactivos encontrados en
Quercus son compuestos fenolicos, asi como también compuestos volatiles organicos, vitamina E,
esteroles, alcoholes alifaticos y acidos grasos (Burlacu et al., 2020).

Hablando especificamente de los compuestos fendlicos, estos han sido identificados en todos los
organos del encino. La mayoria corresponden a constituyentes flavonoides y no flavonoides
implicados en el metabolismo intermedio del fenilpropanoide por la via shikimato. Entre los mas
conocidos se encuentran el acido gélico, acido vanilico, &cido siringico, acido ferulico, quercetina,
kaempferol, catequina y epicatequina (Burlacu et al., 2020). En la Figura 8 se enlistan algunos de
los compuestos fendlicos encontrados en cada 6rgano del encino. Se ha reportado de igual forma
que factores externos tales como los cambios de temporada y el nivel de madurez de las partes
evaluadas del encino influyen en su composicion fitoquimica, presentando variaciones en los
compuestos fendlicos y flavonoides (Aung et al., 2020). Cabe mencionar que entre especies
también existen variaciones complejas en su composicién quimica individual (Burlacu et al.,

2020), lo que abre més posibilidades de encontrar nuevos compuestos con alto potencial bioactivo.

35



HO, COZH Acidos fenollcos

Flavonoides

HO o O
HO
O

OH O
N . H;C O
OH HO

Acidos fenolicos

Oy _OH HO o}
o~
HO OH o]
OH o

Flavonoides

3

HO OH

Figura 8. Principales compuestos fendlicos reportados en las hojas (acido clorogénico, acido
vanilico); bellotas (acido galico, &cido elagico, epicatequina, naringenina, quercetina) y corteza
(elagitaninos) de Quercus.

Como se ha mencionado anteriormente, los compuestos fendlicos son conocidos por la alta
capacidad antioxidante que poseen. Su arreglo estructural le confiere una fuerte caracteristica cida
al fenol, siendo este el responsable de su poder antioxidante. Por esto mismo, existe una fuerte
correlacion entre el contenido total de polifenoles y la actividad antioxidante de un extracto (Tanase
et al., 2019). En Quercus se han identificado al &cido gélico, acido eldgico y elagitaninos como la
castalagina, vescalagina y roburin como compuestos antioxidantes muy potentes, presentando
también actividades antimutagénicas y anticancerigenas, derivadas de su poder antioxidante
(Burlacu et al., 2020). Diferentes estudios in vivo e in vitro del extracto de encino han demostrado
una alta capacidad antioxidante ligada a la alta cantidad de compuestos polifenélicos que contiene
(Morales, 2021). Tuyen et al. (2016) estudiaron los extractos de hoja y corteza de 3 especies de
encino (Q. crispula, Q. salicinay Q. serrata), analizdndolos mediante los ensayos DPPH y ABTS.
Los resultados mostraron altas cantidades de compuestos fendlicos totales, siendo mayores en los
extractos de hojas. En cuanto a la actividad antioxidante, se encontré una mayor actividad en la
fraccion de fenol libre de los extractos de hojas. Entre los compuestos predominantes encontrados
se encuentran los acidos elagico, clorogenico y benzoico. Los estudios revisados resaltaron que la

mayoria de las especies de Quercus tienen una alta actividad antioxidante; sin embargo, sefialaron
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que el extracto de hoja de Q. salicina tenia el mayor potencial, con una actividad méas potente.

En otro estudio, Gezici y Sekeroglu (2019) estudiaron los extractos de la bellota de Q. coccifera,
cuyas partes son utilizadas para la preparacion de café. El extracto de bellota sin cdscara mostré un
mayor contenido de fenoles totales (100.14 EAG/g), mientras que el extracto de la cascara tuvo el
mayor contenido de flavonoides (178.96 EQ/g). En cuanto a la actividad antioxidante, los ensayos
de DPPH y Poder Antioxidante Reductor Férrico (FRAP) mostraron una actividad notable en todos
los extractos, destacando el extracto de la ctpula de bellota a una concentracion de 1000 pg/mL,
con un 91% de captacion de radicales sobre el DPPH. Pinto et al. (2019) analizaron los extractos
de Q. cerris, encontrando un contenido total de fenoles de 2070 mg/L EAG, mientras que el total
de flavonoides fue de 285.3 mg EC (Equivalente de Catequinas)/L, con una gran eficiencia en
cuanto a la actividad de eliminacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y nitrogeno (RNS),
asociada a la presencia de acido elagico y derivados de galotaninos y elagitaninos. En México,
Valencia-Avilés et al. (2018) estudiaron los extractos de la corteza de Q. laurina, Q. crassifolia 'y
Q. scytophylla, encontrando que Q. crassifolia poseia la mayor concentracion de polifenoles (860
mg/g EAG y 43.6 mg/g EQ) y una mejor capacidad de eliminacién de ROS.

Alafion et al. (2011) estudiaron los extractos metanolicos de la madera de los encinos mas
utilizados en toneleria (Q. robur, Q. petraea y Q. pyrenaica). Los resultados mostraron que Q.
robur tenia el mayor contenido fenolico (72.63 ug EAG/g) y por tanto una mayor actividad
antioxidante. Entre los compuestos fenolicos identificados en las tres especies se encuentran el
acido galico, el &cido protocatecuico, el acido p-cumarico, el &cido eldgico y los elagitaninos. Por
otra parte, Soriano et al. (2018) analizaron los extractos acuosos de la madera de Q. alba, otro
encino importante dentro de la industria tonelera. El extracto mostré un alto contenido fendlico y
una notable actividad antioxidante contra los radicales DPPH y ABTS. Se analizaron compuestos
volatiles, encontrando compuestos bencénicos, lactonas y compuestos furanicos. Asimismo, otras
especies de encino estudiadas que han mostrado buenos resultados en cuanto a contenido fendlico
y actividad antioxidante son Q. suber (Lavado et al., 2021), Q. ilex (Ferreira et al., 2017) y Q.
branti (Ranjbar Nedamani et al., 2015), cuyos extractos han sido propuestos como aditivos
antioxidantes alimentarios.

El estudio de extractos de varias especies de Quercus los ha expuesto como fuente potencial de
compuestos antioxidantes que varian en composicion quimica entre especies. La investigacion
sobre extractos de encino y especies de Quercus ha mostrado resultados prometedores por su

potencial como agentes antioxidantes, antiinflamatorios y antimicrobianos naturales (Morales,
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2021; Tuyen et al., 2016; Valencia-Avilés et al., 2018). Los principales fitoquimicos bioactivos de
las especies de Quercus incluyen compuestos fenolicos, compuestos organicos volatiles, vitamina
E, esteroles, alcoholes alifaticos y &cidos grasos. Los compuestos fendlicos son los méas abundantes
y se ha descubierto que tienen una alta capacidad antioxidante, siendo el acido galico, el acido
elagico y los elagitaninos identificados como potentes compuestos antioxidantes (Burlacu et al.,
2020). Estudios in vitro e in vivo de extractos de encino han demostrado una alta capacidad
antioxidante, con variaciones en su potencia dependiendo de la especie, parte del encino utilizado
y factores externos como cambios estacionales y nivel de madurez (Tuyen et al., 2016; Valencia-
Avileés et al., 2018; Vazquez-Cabral et al., 2015). En el caso particular de Q. chihuahuensis, es
muy limitado el conocimiento que se tiene sobre esta especien cuanto a composicion fitoquimica,
asi como el potencial antioxidante que pudiera presentar, por lo cual es necesario estudiarlo al ser

una de las especies importantes de 2 de los principales ecosistemas del estado de Sonora.

4.3. Aplicacion de Extractos de Encino en Alimentos

Dado el alto potencial antioxidante que las especies de Quercus han demostrado tener en sus
extractos, algunos investigadores han mostrado interés en el uso de sus compuestos como aditivos
antioxidantes en alimentos procesados. Se ha estudiado la capacidad de los extractos de diferentes
especies de encino de inhibir la oxidacion lipidica que causa rancidez oxidativa en distintos
alimentos, principalmente carnicos (Cuadro 2). Lavado et al. (2021) estudiaron la capacidad de los
extractos de la hoja de Q. suber de controlar la oxidacion en pechugas de pollo cocinadas y
almacenadas en refrigeracion. Se encontrd que después de 10 dias de almacenamiento, el extracto
fue capaz de prevenir la oxidacion lipidica en hasta un 97.7%, reduciendo las sustancias reactivas
del &cido tiobarbiturico con una capacidad equivalente al aditivo sintético BHT. En otro estudio se
analizo el extracto de la madera de Q. alba (Soriano et al., 2018) como preservativo natural de
hamburguesas de puerco refrigeradas durante 12 dias. Los resultados mostraron que las
hamburguesas tratadas con el extracto presentaron mayor capacidad antioxidante, una reduccion
del 97.1% en la oxidacion lipidica y una disminucion en la generacion de productos volatiles de

oxidacion en comparacion con el control de ascorbato de sodio.
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Cuadro 2. Potencial del extracto de encino para inhibir la oxidacion lipidica (TBARS/valor de
perdxido) en diferentes alimentos.

Tejido Alimento
Especie utilizado adicionado Tipo de extracto Oxidacidn lipidica Referencia
P para la conel (solvente) (%/TBARS/mEQ)
extraccion  extracto
Extracto  Control
Agua 95.3%
0,
Quercus Hojas Pechuga de Etanol 92.4% Lavado et
suber pollo Agua:Etanol (1:1 viv) 97.2% o590 22021
Agua:Etanol (3:7 v/v) 97.7%
. . ~0.2 mg .
Quercus Bellota Hamburguesa Acetona grado alimenticio TBARS/ ~0.8 mg Ferreira et
ilex de pollo (60%) kg TBARS/kg  al., 2017
Quercus  Astillasde  Hamburguesa Extracto acuoso gé’gg]g/ 10.63 mg Soriano et
alba madera de cerdo kg TBARS/kg  al., 2018
. _ N Ranjbar
Qburzr:ttijs Bellota Acsec:teade Etanol (95%) mEl(/)k mEl ZIIE Nedamani
y kg K9 etal, 2015
Quercus
ilex Bellota Aceite de Nitréaeno liauido ~3.5 ~6.53 Romojaro
subsp. girasol g g mmolg! mmolg? etal., 2018
ballota

~ Indica un valor aproximado.

Ferreira et al. (2017) estudiaron el extracto de bellota de Q. ilex en hamburguesas de pollo cocidas,
almacenadas y recalentadas. Las muestras que contienen el extracto mantuvieron una cantidad baja
de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico y volatiles derivados de lipidos durante todo el
procesamiento (0.2 mg de TBARS/kg). Ademas de los alimentos carnicos, se han evaluado otros
productos alimenticios con extractos de roble. Por ejemplo, se midio la capacidad antioxidante del
extracto de bellota de Q. branti en aceite de soya (Ranjbar Nedamani et al., 2015), y el contenido
total de fenoles encontrado fue de 22.64 g EAG/100 g de muestra, con una actividad antioxidante
del 65 al 80 % en DPPH. En cuanto a la actividad antioxidante del aceite de soja, el extracto
mantuvo un Valor de Perdxido cercano a 10 mEqg/kg durante los primeros 10 dias de

almacenamiento a 60 °C, por debajo del control, que fue de 12.5 mEqg/kg.
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En otro caso, Romojaro et al. (2018) estudiaron el extracto de Q. ilex subsp. ballota afiadida al
aceite de girasol y al zumo de naranja. El extracto presentd un contenido total de fenoles alrededor
de 350 g de acido galico/100 g p.f. (peso fresco) y una actividad antioxidante total (TEAC) de 2000
pmoles Trolox/100 g p.f. La adicion del extracto en el aceite de girasol disminuyd
significativamente la oxidacion lipidica en un 46.4% luego de calentarlo, mientras que, en el jugo
de naranja, el extracto impactd positivamente en la evaluacion sensorial, presentando una
aceptacion general del 100.87% respecto al control. Asimismo, Basyigit et al. (2020) evaluaron la
capacidad protectora del extracto de agalla de Q. infectoria en leche pasteurizada, cuyos
compuestos dominantes fueron el acido eldgico (28.156.85 mg/kg seco) y las catequinas (716.21
mg/kg seco). La actividad antioxidante del extracto fue de 2.29 y 1.65 mmol TEAC/g de DPPH y
ABTS, respectivamente, presentando ademas una alta actividad antimicrobiana contra Escherichia
coli. La oxidacion de lipidos no se midio en este estudio.

Otra aplicacion importante del encino es el uso de su madera para elaborar barricas donde se
envejecen diferentes bebidas alcohdlicas. Los compuestos fendlicos presentes en la madera de
encino utilizada para afiejar vinos, ron y otras bebidas alcoholicas impactan significativamente el
sabor, aroma y color de estas bebidas. Los fenoles volatiles y los aldehidos benzoicos desempefian
un papel importante a la hora de contribuir a las caracteristicas sensoriales de los vinos. Los taninos
hidrolizables, como los elagitaninos, son particularmente importantes porque confieren
astringenciay participan en la estabilizacion de las estructuras de los pigmentos. Compuestos como
el &cido elagico y el elagitanino imparten sabores complejos, notas especiadas y un color marrén
caracteristico a los vinos y licores envejecidos en barricas de roble (Zhang et al., 2015). Entre los
principales compuestos se encuentran los acidos hidroxibenzoicos derivados directamente del
acido benzoico, incluidos los acidos galico, gentisico, p-hidroxibenzoico, protocatecuico, siringico,
salicilico y vainilico y los aldehidos hidroxibenzoicos, como el siringaldehido y la vainillina, que
se modifican como aldehidos con grupos carboxilo (Fortes et al., 2023). Ademas, las propiedades
antioxidantes de estos compuestos fendlicos y su capacidad eliminadora de radicales libres ayudan
a conservar las bebidas alcoholicas durante el envejecimiento y a mejorar su calidad. En definitiva,
los compuestos fenolicos de la madera de encino son esenciales para producir bebidas alcohoélicas
de alta calidad y con un sabor Gnico e incomparable (Zhang et al., 2015). Por lo tanto, esta evidencia
indica el potencial antioxidante de los flavonoides del encino cuando se buscan agentes contra la

rancidez.
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A pesar del interés en utilizar los compuestos fenolicos de Quercus como aditivo antioxidante, son
muy pocos los alimentos que han sido probados. La mayoria de ellos estan enfocados a productos
carnicos, y los estudios se realizan en combinacion con otras técnicas de conservacion (atmasferas
modificadas). Por tanto, seria interesante analizar su comportamiento en otras matrices alimentarias
altamente susceptibles a la oxidacion, como los aceites y las frituras. Uno de los alimentos en el
que podria ser interesante probar el efecto antioxidante del extracto es el totopo de maiz. Este
corresponde a una botana preparada a partir de la tortilla de maiz mediante un proceso de fritura u
horneado (Guillermo-Moreno et al., 2019). Entre sus componentes nutricionales presenta un 44-
46% de carbohidratos, 4.5-5% de proteinas y 1% de lipidos, considerdndosele un alimento de
excelente calidad (Gutiérrez-Hermosillo, 2017). Ademas, los totopos se ubican en el 2do lugar de
botanas saladas consumidas en el mundo, y es uno de los alimentos mas consumidos, junto con las
tortillas de maiz, en México (Guillermo-Moreno et al., 2019), lo que lo vuelve un buen modelo de
estudio. Es aqui donde surge la siguiente pregunta de investigacion: ; Como cambiaran los niveles
de rancidez oxidativa del aceite de girasol utilizado para la preparacion de totopos de maiz fritos
cuando sea adicionado con extracto de encino (Quercus chihuahuensis)? Al realizar mas
investigaciones en esta area, se puede obtener una comprension mas profunda de los beneficios y
limitaciones del uso de extractos de encino en aceites para freir, lo que proporcionara informacion
valiosa para los fabricantes de alimentos y los profesionales de la industria.

Similarmente, otra area que ha recibido poca atencion es el perfil sensorial y toxicoldgico del
encino, lo cual es fundamental si se va a utilizar ampliamente en alimentos para el consumo
humano. La adicion de extractos de encino a los sistemas alimentarios puede tener un impacto
significativo en el olor y el sabor de los alimentos. En el caso de los extractos derivados de la
madera de encino, estos contienen compuestos como elagitaninos y compuestos organicos
volatiles, presentando aromas y sabores descritos como coco, vainilla, nuez y tostado (Burlacu et
al., 2020; Soriano et al., 2018). En el caso de los extractos de hojas de encino, se ha descrito que
el alto contenido de polifenoles puede dar sabores astringentes (Vazquez-Cabral et al., 2015).
Cuando se agregan a los sistemas alimentarios, estos compuestos interactian con componentes de
los alimentos como las grasas y las proteinas, lo que provoca cambios en el aroma y el sabor de los
alimentos (Shahidi y Dissanayaka, 2023). Las investigaciones han demostrado que agregar
extractos de encino puede alterar significativamente el perfil sensorial de los alimentos. Soriano et

al. (2018) informaron que al agregar extracto de astillas de madera de Q. alba a hamburguesas de
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cerdo, adquirian olores “amaderados” y a “especias dulces” (clavo y vainilla), ademas de presentar
una coloracion mas intensa y una aceptacion positiva. Mientras tanto, al agregar extracto de bellota
de Q. ilex a hamburguesas de pollo, Ferreira et al. (2017) informaron un cambio en el color del
alimento, con una mayor aceptacion tanto del color como del olor por parte del consumidor. En el
caso de los vinos, Sindt et al. (2016) informaron que 3 compuestos obtenidos del extracto de Q.
petraea podrian ser responsables del sabor amargo del vino, debido a su prevalencia durante el
envejecimiento en encino; mientras tanto, al agregar extractos de Q. robur al vino, Jiménez-Moreno
et al. (2018) descubrieron que el vino exhibia aromas especiados y de madera mas intensos después
de 18 meses de envejecimiento en botella. Estos estudios respaldan a Quercus como un ingrediente
prometedor en la industria alimentaria; sin embargo, se debe prestar especial atencion a optimizar
el uso de extractos de encino para mejorar el olor y el sabor de los alimentos y al mismo tiempo

garantizar la seguridad alimentaria.

4.4. Toxicidad del Extracto de Encino

Uno de los problemas que enfrenta el uso de extractos de encino en los alimentos es su posible
toxicidad. Algunos estudios han sugerido que ciertas partes del encino, principalmente hojas
inmaduras, podrian presentar toxicidad para los animales terrestres debido a los taninos y
galotaninos hidrolizables, los cuales actian como inhibidores de enzimas de la digestion y afectan
la absorcion de nutrientes (Aung et al., 2020). Debido a esto, se han realizado estudios para abordar
este problema. La toxicidad de Q. crassifolia, Q. infectoria y Q. sideroxyla se ha probado en ratas,
administradas por via oral subaguda (Valencia-Avilés et al., 2019), aguda mediante enema
(Iminjan et al., 2014) y aguda mediante sonda forzada (Soto-Garcia et al., 2016), respectivamente.
El extracto de Q. crassifolia mostro efectos tdxicos a una dosis administrada repetidamente de 33
mg/kg pc/dia y con un NOAEL (Nivel No Observado de Efectos Adversos) de 11 mg/kg pc/dia,
mientras que el extracto de Q. infectoria a una dosis de 10 g/kg no mostro efectos adversos sobre
el comportamiento animal, proponiendo que la dosis maxima tolerada esta por encima de este valor.
En el caso de Q. sideroxyla, la DLso se determind a una dosis superior a 5000 mg/kg, sin signos
perceptibles de efectos adversos.

42



En cuanto a los estudios in vitro, Pinto et al. (2019) estudiaron la viabilidad celular y los efectos
toxicos de las semillas de Q. cerris utilizadas para preparar bebidas similares al café, encontrando
que el rango 6ptimo de concentraciones no citotdxicas en las lineas celulares Caco-2 y HT29-MTX
estuvo entre 0.1 y 1.0 pg/ml. Mientras tanto, Hazwani et al. (2018) probaron la toxicidad de una
crema vaginal basada en Q. infectoria en células HelLa y ratas hembra, encontrando toxicidad
moderada en las células con valores de 1Cso de 20.80 pg/mL, mientras que las ratas no mostraron
efectos adversos sobre su tracto reproductivo.

No se han realizado estudios toxicoldgicos en alimentos adicionados con extractos de encino; sin
embargo, en muchos lugares se consumen infusiones y bebidas fermentadas de las hojas con fines
medicinales sin efectos adversos aparentes (Lavado et al., 2021; Valencia-Avilés et al., 2018;
Véazquez-Cabral et al., 2015). EI conocimiento actual sobre la toxicidad de los extractos de encino
se limita a estudios realizados a nivel celular y en ratas. Los resultados de estos estudios sugieren
que la toxicidad del extracto de encino varia segun la especie y el método de administracion. Los
pocos estudios publicados muestran que los extractos de encino pueden tener efectos toxicos en
ratas en dosis altas, mientras que los estudios in vitro han encontrado que el extracto de encino
tiene una toxicidad moderada en las células. Por lo tanto, se deben realizar més estudios
toxicoldgicos sobre el extracto de encino en los sistemas alimentarios para determinar su seguridad
como ingrediente antioxidante. Ademas, se necesitan mas estudios para determinar si diferentes
métodos de extraccion pueden generar extractos mas seguros. A pesar de esta falta de informacion,
la evidencia revisada indica los usos ancestrales y actuales del encino en alimentos y las

propiedades benéficas que sus componentes pueden traer a la salud humana.
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5. HIPOTESIS

El extracto de las hojas de encino (Quercus chihuahuensis) disminuye la rancidez oxidativa

del aceite de girasol utilizado para la preparacion de totopos de maiz fritos.
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6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo General

Evaluar la actividad antioxidante del extracto de las hojas de encino (Quercus chihuahuensis) en

aceite de girasol utilizado para la preparacion de totopos de maiz fritos.

6.2. Objetivos Especificos

e Evaluar el efecto de los diferentes tamafios de particula sobre la extraccion de compuestos
fendlicos y capacidad antioxidante de las hojas de encino (Quercus chihuahuensis).

e Caracterizar el perfil fendlico del extracto de las hojas de encino (Quercus chihuahuensis) que
presente el contenido mas alto de compuestos fendlicos y actividad antioxidante.

e Determinar la aceptabilidad sensorial de los totopos de maiz fritos con el aceite de girasol
adicionado con el extracto de las hojas de encino (Quercus chihuahuensis).

e Cuantificar los cambios en la rancidez oxidativa del aceite de girasol adicionado con el extracto

de las hojas de encino (Quercus chihuahuensis) y utilizado para la fritura de totopos de maiz.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Obtencidn, ldentificacion Taxondmica y Procesamiento del Material Vegetal

Se recolectaron hojas maduras (10 meses después de brotacion) de encino de la especie Quercus
chihuahuensis en el poblado El Encinal, localizado en el municipio de Bacanora, Sonora
(28°38°09.9”” N; 109°16°32.7°> W). Las hojas se transportaron al Laboratorio de Tecnologias
Emergentes en CIAD, donde se almacenaron a -20 °C hasta su procesamiento. La identificacion
taxonémica se realizd con base a descripciones y comparacion morfologica de especimenes
reportados por (Barcenas-Pazos, 2011), asi como en la Red de Herbarios del Noroeste de México
(2018), Oaks of the World y Flora of North America (FNA).

Las hojas de encino se lavaron con agua con NaClO a una concentracién de 200 ppm, con la
finalidad de eliminar rastros de suciedad. Ya lavadas se procedio al secado, colocando las hojas en
un horno (Gravity 2.3 cF, VWR, Pensilvania, EUA) a 50 °C durante 24 horas para eliminar todo
contenido de humedad. Después de secar las hojas, éstas se molieron con un procesador de
alimentos (NutriBullet, EUA) durante 4 periodos de 10 segundos hasta obtener un polvo, el cual
se tamiz6 utilizando mallas estandarizadas (ATM Products, Advantech Mfg, Wisconsin, EUA) con
diferentes tamafios de apertura: No. 60 (250 pm), No. 80 (180 um) y No. 100 (150 pm). Los tamices
se colocaron en un agitador durante 5 minutos y finalmente el polvo tamizado se dividid por

tamarfios y se almacend en un desecador a 25 °C hasta su procesamiento.

7.2. Etapa 1: Obtencion y Caracterizacion de los Extractos de Diferente Tamafio de Particula de
la Hoja del Encino.

7.2.1. Obtencion de Extractos de la Hoja de Encino.

A partir de los tamafios de particula del polvo obtenidos (425-250 um, 249-180 um, 179-150 um
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y <149 um) se prepararon los extractos en una proporcién 1:10 muestra:solvente, utilizando como
solvente etanol al 70%. Se dejaron macerar durante 10 dias y las muestras se filtraron a través del
papel Whatman No.1, mientras que el solvente se retird utilizando un rotaevaporador a 45 °C
(Laborata 4010, Heidolph, Alemania). Los extractos se reconstituyeron en agua MilliQ y
posteriormente se realiz6 una hidrdlisis alcalina con NaOH 4M durante 4 horas, seguida de una
hidrélisis &cida con HCI 4M, hasta llegar a un pH de 2. Finalmente, a los extractos obtenidos se les
retir6 el agua utilizando un liofilizador (LyoQuest, Telstar, EUA) en las siguientes condiciones: -
70 °C, 0.2 mbar durante horay mediay 30 °C, 0.2 mbar durante seis horas y media. Ya liofilizados,
se almacenaron en un desecador a 25 °C hasta su uso. Para determinar los rendimientos
porcentuales se utilizé la formula %R = (mi-m¢)/m;)*100, donde %R= porcentaje de rendimiento,

mi=masa inicial y mf= masa final (Benitez-Benitez et al., 2020).

7.2.2. Contenido de Fenoles y Flavonoides Totales

Para determinar el contenido total de fenoles y flavonoides de los extractos obtenidos de cada
tamafio de particula se utilizaron los métodos de Folin-Ciocalteau y Zhishen et al. (1999) con
modificaciones de Bernal-Mercado (2014). Para fenoles totales se agregaron 75 pL de Folin [1:10],
15 pL de extracto y 60 puL de Na,COz 7.5% en una microplaca (Costar 96, 150 pL). Se dejo reposar
durante 30 min y después se leyd en un lector de microplacas (Fluostar Omega, BGM Labtech,
Chicago, IL, EUA) a una longitud de onda de 765 nm. Para flavonoides totales se agreg6 16.6 pL
de extracto, 71.6 pL de la solucion A (1.8 mL de NaNO2 5% con 24 mL de agua destilada) y se
dejo reposar durante 5 min. Posteriormente se adiciond 5 pL de AlICI3 10% y se dejo reposar por 1
min. Por Gltimo, se agregd 73.3 pL de solucion B (12 mL de NaOH 1M con 14.4 mL de agua
destilada) y se leyo en el lector de microplacas a una longitud de onda de 496 nm. Cada prueba se
realizo por triplicado. Se realizaron curvas de calibracion de acido galico y quercetina, y los
resultados se expresaron como mg equivalentes de acido galico por gramo de extracto de peso seco
(mg EAG/g p.s.) para fenoles y mg equivalentes de quercetina por gramo de extracto de peso seco

(mg EQ/g p.s.) para flavonoides.
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7.2.3. Capacidad Antioxidante del Extracto

Con la finalidad de medir la capacidad antioxidante de los extractos, se llevaron a cabo los ensayos
de DPPH"y TEAC, siguiendo la metodologia de Bernal-Mercado (2014). Para el ensayo de DPPH
se prepar0 el radical diluyendo 1.97 mg de DPPH en 50 mL de metanol puro, ajustado a una
absorbancia de 0.7. En una microplaca se agreg6 140 uL del radical ajustado y 10 pL de extracto.
Se dejo reposar durante 30 min y posteriormente se leyé en el lector de microplacas a 518 nm.
Mientras tanto para el ensayo de TEAC se preparé el radical pesando 19.3 mg de ABTS y
disolviéndolo en 5 mL de agua destilada. Después se pes6 37.8 mg de K»S»0g y se disolvio en 1
mL de agua destilada. De esta solucion se tomaron 88 uL y se agregoé a la solucion de ABTS. La
mezcla se dejo reposar durante 16 h en oscuridad y a temperatura ambiente. Pasado el tiempo el
radical se ajustd con etanol al 70% hasta alcanzar una absorbancia de 0.7. Para la reaccion se
afiadieron 140 pL del radical ajustado y 10 pL del extracto, se dejo reposar durante 5 min'y se leyé
en el lector de microplacas a una longitud de onda de 754 nm. Cada ensayo se realiz6 por triplicado.
Los resultados se expresaron como las concentraciones medias de los extractos con diferentes

tamafios de particula para inhibir a cada radical (I1Cso).

7.3. Etapa 2: Perfil Fenolico del Extracto de la Hoja de Encino

Para identificar y cuantificar los compuestos fendlicos en el extracto que presente la mayor cantidad
de fenoles totales y capacidad antioxidante, se utilizé la técnica de cromatografia liquida (LC),
siguiendo la metodologia reportada por Montoya-Inzunza et al. (2023). Se utilizé el equipo LC
Agilent 1260 Infinity (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, EUA). Las corridas analiticas
se realizaron en una columna ProtID-Chip-43 Il (C18, 43 mm, 300 A, tamafio de particula de 5
um, equipada con una columna de enriquecimiento de 40 nL), utilizando como solventes (fase
movil) agua con 0.1% de acido formico (A) y acetonitrilo con 0.1% de acido férmico (B). El
gradiente de elucion fue el siguiente: 0-20 min: aumento lineal del 5% al 40% de B; 20-25 min
40% B, 25-30 min: aumento lineal hasta 100% de B; 30-35: 100% B; 35-36: cambio a 5% A; y 36-
45: 5% A. El flujo fue de 300 nL/min y se corrieron dos muestras en blanco (3 pL de 5% de B)

48



entre cada inyeccion para minimizar el posible arrastre. La muestra se inyecto por triplicado.

Los metabolitos separados se analizaron utilizando un espectrometro de masas Agilent 6530A Q-
TOF (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, EUA) a través de una interfaz Chip Cube-LC
e ionizacion por nanopulveracion en modo positivo. Se utiliz6 la adquisicién dependiente de los
datos. Para MS1, el rango de masas fue de 110 a 2000 m/z con una velocidad de 4 espectros/s. Se
seleccionaron los 5 iones precursores mas intensos por ciclo que alcanzaron 150 cps para la
adquisicién de MS2 (50-2000 m/z) a una velocidad de 3 espectros/s. La opcion de exclusion activa
estaba activada, configurada en 2 espectros y liberada después de 0.25 min. Se utiliz6 una energia
de colision en rampa con valores de pendiente y compensacion de 6 y 4, respectivamente. El equipo
se calibré externamente antes de la adquisicion de la muestra y cada 24 h con una solucion de
mezcla de ajuste de baja concentracion ESI-L (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, EE.
UU.) para garantizar una precision de masa <5 ppm para los datos MS1 y MS2.

Para analizar los datos LC-MS2 obtenidos se utiliz6 un flujo de trabajo compuesto por paguetes de
software de acceso abierto y plataformas en linea segun lo descrito por Contreras-Angulo et al.
(2022). Primeramente, las caracteristicas se extrajeron, alinearon y normalizaron usando MZmine
version 2.53 (Pluskal et al., 2010); después, la anotacion o identificacion automatica de metabolitos
a nivel de estructura (Schymanski et al., 2014) se realizd utilizando la plataforma web Global
Natural Products Social Molecular Networking (GNPS) (Wang et al., 2016) (Metabolomis
Standards Initiative (MSI) nivel de clasificacién 2) (Aron et al., 2020) y herramientas in silico
(CSI: FingerID) (MSI, nivel 3) (Cao et al., 2021; Diihrkop et al., 2015). Las clases quimicas de los
metabolitos detectados (MSI, nivel 3) se recuperaron mediante la herramienta CANOPUS
(Djoumbou Feunang et al., 2016; Diihrkop et al., 2021) integrada en el software SIRIUS version
4.9.12 (Duhrkop et al., 2019). Finalmente, se realiz6 una cuantificacion relativa de los compuestos
identificados mediante el area bajo la curva de los cromatogramas.

7.4. Etapa 3: Evaluacion Sensorial del Sabor de los Totopos de Maiz Fritos con Aceite de Girasol
Adicionado con Extracto de Encino

Con el fin de conocer la aceptabilidad del sabor de los totopos de maiz fritos en aceite adicionado

con extracto de encino, se llevé a cabo una evaluacion sensorial, la cual se dividio en dos etapas.
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En la primera etapa se adicionaron diferentes concentraciones de extracto de la hoja de encino (100,
200, 400 y 600 ppm) a aceite de girasol alto oleico organico de la marca Kevala, teniendo un
tratamiento control (aceite sin aditivos) y un tratamiento con BHT a 200 ppm. Con estos aceites se
frieron totopos a partir de tortillas de maiz durante 2:30 min, a una temperatura de 1755 °C en
una freidora de aceite con capacidad de 1 L (CHEFMAN, China). Las tortillas de maiz fueron
secadas a temperatura ambiente durante 24 h antes de la fritura. Para esta parte, la evaluacion se
realizé con 10 panelistas no entrenados, con el fin de conocer la concentracién maxima aceptable.
En la segunda parte de la evaluacion se prepararon mas totopos con las mismas condiciones, siendo
los tratamientos el aceite control, el aceite con BHT a 200 ppm y el aceite con la concentracion
méaxima aceptable de extracto de encino. La evaluacion se realizd con 100 panelistas no entrenados.
Para medir el nivel de agrado del sabor en ambas etapas, se utiliz una escala hedonica de 1 a 10,
donde 1 es desagrada extremadamente, 2.5 desagrada moderadamente, 5 ni agrada ni desagrada,

7.5 agrada moderadamente y 10 agrada extremadamente (Bernal-Mercado, 2014).

7.5. Etapa 4: Evaluacion de los Cambios en la Rancidez Oxidativa del Aceite de Girasol

Adicionado con Extracto de Encino Durante el Proceso de Fritura

Los tratamientos aplicados al aceite de girasol fueron control sin aditivos, aceite de girasol + BHT
a 200 ppm y aceite de girasol + extracto de encino a 200 ppm. Para la fritura de los totopos de maiz
se siguid la metodologia reportada por Marina et al. (2014) con ligeras modificaciones. El aceite
de girasol se sometié a un calentamiento de 175 °C por 8 h diarias en una freidora con capacidad
de 1L (CHEFMAN, China), durante las cuales se freian aproximadamente 10 g de totopos de maiz
cada hora. Al finalizar el periodo de calentamiento diario, el aceite era dejado en reposo para
enfriarse durante la noche. Este proceso se replicd durante tres dias consecutivos sin incorporar
aceite fresco, acumulando asi un total de 24 h de calentamiento. Los intervalos muestreados fueron
0, 8, 16 y 24 h de calentamiento acumulado. Posteriormente, se realizaron mediciones de
estabilidad oxidativa de los aceites adicionados con los diferentes tratamientos durante el

calentamiento acumulado.
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7.5.1. Valor de TBA y p-anisidina

Con el fin de medir la oxidacion del aceite de girasol utilizado para freir totopos, se realizaron los
ensayos de Valor de TBA (NOM-F-589-SCFI-2009) y Valor de p-anisidina (AOCS Cd 18-90)
(AOCS, 1997). Para determinar el valor de TBA, se pesaron 50 mg de cada muestra de aceite en
un matraz volumeétrico de 25 mL, agregando 1-butanol hasta aforar. Se tomaron 5 mL de la solucion
anterior y se colocd esta alicuota en un tubo de ensayo, al cual se le agregd 5 mL de solucion de
acido tiobarbitarico. Después se colocd el tubo en bafio maria a 95 °C durante 120 min. Pasado el
tiempo se sacd el tubo y se enfrid bajo agua corriente durante 10 min, para finalmente medir la
absorbancia de la solucion a una longitud de onda de 530 nm en un lector de microplacas. La

formula utilizada para calcular el valor de TBA fue la siguiente:

Valor de TBA =30x (4-B)

Donde:
e A = Absorbancia de la solucién aceite-butanol.
e B = Absorbancia del blanco (butanol + reactivo TBA).

e m = peso de la muestra (g).

Mientras tanto, para determinar el valor de p-anisidina se utilizé la metodologia AOCS Cd 18-90
con algunas modificaciones. Se pes6 0.05 g de aceite muestra y se agreg6 2.5 mL de isooctano. Se
midié la absorbancia de la solucidn en un lector de microplacas a una longitud de onda 350 nm,
utilizando como blanco isooctano. Después se tomo 250 pL de la solucion y se colocd en una
microplaca, agregando 50 uL de p-anisidina y dejando reposar por 10 min. Finalmente, se leyo la
absorbancia en un lector de microplacas a una longitud de onda de 350 nm, utilizando como blanco

isooctano + p-anisidina. La férmula utilizada para calcular el valor de TBA fue la siguiente:
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25 x (1.2 As—Ab)

Valor p-a. = -

Donde:
e As = Absorbancia de la solucion aceite-isooctano después de la reaccion con p-anisidina.
e Ab = Absorbancia de la solucion aceite-isooctano.

e m = peso de la muestra (g).

7.5.2. Acidos Grasos Libres y Color

Con el fin de evaluar la acidificacion del aceite durante el proceso de fritura, se midio el contenido
de acidos grasos libres siguiendo la metodologia de la norma mexicana NMX-F-101-SCFI-2012.
Para ello se pesaron 7 g de aceite y se le agreg6 12.5 mL de alcohol previamente neutralizado. Se
colocd la solucion en bafio maria a 80 °C para disolver el aceite y después se le agreg6 500 pL de
fenoftaleina. Finalmente se titul6 la solucion con NaOH 0.1 M hasta la aparicion de un color rosado
persistente. Los resultados se expresaron como porcentaje de acido oleico utilizando la siguiente

férmula;

0 AGL, = LxNx282

pm

Donde:
e V = Mililitros de la solucién valorada de hidroxido de sodio gastados en la titulacion de la
muestra.
e N =Normalidad de la solucién de hidroxido de sodio.

e pm = peso de la muestra (g).
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Los cambios de color se midieron utilizando un colorimetro Minolta CR-300 (Konica Minolta
Sensing Americas, Inc., NJ, EUA). A partir de los datos de a* y b* se calcularon los valores de

Croma* y Hue® mediante las siguientes formulas:

Croma* = Va? + b?

b
Hue® = tan‘l(z)

Donde:
e a=Valordea*.
e b =Valor de b*.

7.6. Analisis de Datos y Disefio Experimental

En las etapas 1 y 3 se aplico un disefio experimental completamente al azar, con un analisis de
varianza (ANOVA) de una sola via, teniendo como factores el tamafio de particula y la
concentracion de extracto de encino, mientras que las variables respuesta fueron el contenido de
fenoles, flavonoides, capacidad antioxidante y nivel de agrado del sabor. En la etapa 2 se realiz6
estadistica descriptiva donde la variable respuesta fue el porcentaje de abundancia relativa de los
compuestos fendlicos identificados. Durante la etapa 4 se aplico un disefio en bloques con arreglo
factorial. Los factores fueron los tratamientos de aceite de girasol (AG), AG + BHT y AG +
extracto de encino (EE) y el tiempo de freido. Las variables respuesta fueron el valor de TBA, valor
de p-anisidina, porcentaje de &cidos grasos libres y color. En todos los casos se hicieron pruebas
de comparaciones de medias por el método Tukey-Kramer y los andlisis fueron realizados en el

software estadistico NCSS versién 2023.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Etapa 1: Obtencion y Caracterizacion de los Extractos de Diferente Tamafio de Particula de

la Hoja del Encino

Se obtuvieron 4 extractos de la hoja de encino de diferente tamafio de particula. Se detecté un
aumento en el porcentaje de rendimiento del extracto a medida que disminuia el tamafio de
particula. El extracto elaborado con tamafios de particula <149 um presentd 3.9% mas recuperacion

en comparacion con el extracto elaborado con tamafio de particula de 425-250 um (Cuadro 3).

Cuadro 3. Rendimiento del extracto de la hoja de Q. chihuahuensis para cada tamarfio de particula.

Tamafio de particula (um) Rendimiento (%)
425-250 60.9
249-180 64.3
179-150 64.3
<149 64.8

En cuanto al contenido de fenoles totales, el extracto de <149 um result6é con el mayor contenido,
siendo este de 130.6 mg EAG/g p.s. Asi mismo, se observd una disminucién significativa (p<0.05)
a medida que aumentaba el tamafio de particula, presentando el extracto de 425-250 um una
disminucion del 21.4% del contenido de fenoles recuperado en comparacion con el tamafio de
particula <149 um (Figura 9a). Para el caso de flavonoides totales, el extracto de tamafio de
particula mas pequefio presentd el mayor contenido (36.36 mg EQ/g p.s.), en comparacion con este
extracto se observé una disminucién de 19.3% en el extracto de tamafio de particula mas grande
(29.354 mg EQ/g p.s.) (Figura 9b). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en el
contenido de flavonoides entre los tamafios <149 y 249-180 um, asi como en el tamafio 425-250 y
el de 179-150 pum.

54



140

c p<0.05

120 A

100 4

Fenoles Totales (mg EAG/g p.s.)

80 4

50

b) p<0.05

40 4

20

10

Flavonoides Totales (mg EQ/g p.s.)

<149 179-150 249:180 425:250
Tamaiio de particula (pm)
Figura 9. Variacion en el contenido de fenoles (a) y flavonoides (b) totales de los extractos de la
hoja de Q. chihuahuensis de diferente tamafio de particula. Literales diferentes representan
diferencias significativas entre extractos con diferentes tamafios de particula (p<0.05).

Mientras tanto, los resultados de la capacidad antioxidante de los extractos de encino mostraron
una disminucion en las concentraciones medias inhibitorias (ICso) para cada radical a medida que
se disminuia el tamafo de particula (Cuadro 4). Para el caso del radical DPPH, el extracto con la
particula méas grande (425-250 um) mostrd un ICsp significativamente mayor, mientas que a partir
del extracto con tamafio 249-180 um no se encontraron diferencias significativas. En cuanto al
radical ABTS, los valores de ICso resultaron ser ligeramente mayores a los de DPPH, sin embargo,
sigui6 habiendo una disminucién significativa conforme disminuia el tamafio de la particula. En
resumen, el tamafio de particula de <149 resultd ser el que presentd la mayor capacidad

antioxidante, por lo cual se sigui6 trabajando con este tamafio en los ensayos posteriores.
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Cuadro 4. Efecto del tamafio de particula de los extractos de la hoja de Q. chihuahuensis en las
concentraciones medias inhibitorias (ICso) de los radicales DPPH y ABTS.

Tamafio de particula (um) DPPH ABTS
1Cs0 (mg/mL) 1Cs0 (Mg/mL)

425-250 0.246"" 0.360°

249-180 0.1808 0.204%

179-150 0.1902 0.225°

<149 0.1582 0.1622

*Literales diferentes indican diferencias significativas entre los extractos para cada prueba antioxidante (p<0.05),
n=3.

Anteriormente se ha establecido una relacion entre el rendimiento de los extractos y la recuperacion
de compuestos fendlicos con el tamafio de particula de la materia vegetal en extracciones
solido:liquido, siendo estos valores mayores conforme se disminuye el tamafio. Esto es debido a
que en particulas mas pequefias hay un incremento en la superficie de contacto de esta, lo que
permite una mayor interaccion entre el soluto y el solvente y, por consiguiente, una mayor
eficiencia en la extraccion de compuestos bioactivos (Augusto-Obara et al., 2019; Prasedya et al.,
2021). De igual manera, al haber una reduccion en el tamario, la distancia de difusion del soluto
dentro de la particula disminuye, resultando en una mayor cantidad de compuestos recuperados en
menor tiempo (Shewale et al., 2022). Esto explica la obtencion de un mayor rendimiento en el
extracto de tamafio de particula <149 um, asi como el mayor contenido de fenoles y flavonoides
totales. Asi mismo, en algunos estudios se ha reportado que no siempre el tamafio de particula
influye en la cantidad de compuestos bioactivos recuperados, en particular compuestos
flavonoides, entrando otras variables tales como el tiempo de molienda, el método de extraccion,
la exposicion de la muestra al oxigeno y calor, e incluso la quimica de los compuestos presentes
en la muestra (Brewer et al., 2014; Hu et al., 2012). Esto pudiera explicar el comportamiento del
contenido de flavonoides totales encontrado en este trabajo. En esta misma linea, un mayor
contenido de compuestos fenolicos implica una mayor capacidad antioxidante. Al llevar a cabo un
analisis de regresion lineal simple entre los ICso encontrados para el radicar ABTS y el contenido
de fenoles totales, se encontrd una relacién indirectamente proporcional (Figura 10), esto es, al
aumentar el contenido de fenoles totales, el ICsq para el radical ABTS disminuye, lo cual explicaria

el 1Cso mas bajo en el extracto de <149 um.
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Figura 10. Analisis de regresion entre el contenido de fenoles totales y el 1Cso del radical ABTS.
Al aumentar el contenido de fenoles totales, hay una disminucion en la concentracion necesaria
para neutralizar en un 50% al radical ABTS.

Estudios previos con extractos de diversas especies han demostrado esta relacion entre el tamafio
de particula y la recuperacion de compuestos fendlicos, denotando la importancia de tomar en
cuenta esta variable al momento de obtener extractos que procuren otorgar las propiedades de estos
compuestos bioactivos. Prasedya et al. (2021) reportaron un aumento en el rendimiento y contenido
total de fenoles y flavonoides al disminuir el tamafio de particula en extractos de Sargassum
cristaefolium. En otro estudio, Brewer et al. (2014) encontraron un mayor contenido de fenoles y
flavonoides en el extracto de tamafio de particula fino de Triticum aestivum, no obstante, no se
encontraron diferencias significativas entre los tamafios grueso y medio. Mientras tanto, en
Quercus, Bouras et al. (2015) reportaron para Q. robur un mayor contenido en el tamafio de
particula mas pequefio (0.5 cm = 1.55 g EAG/g extracto), el cual iba disminuyendo conforme se
aumentaba el tamarfio de la particula (2.75 cm = 0.55 y 5 cm = 0.35 g EAG/g extracto). En el caso
particular de Q. chihuahuensis no se ha evaluado anteriormente el efecto del tamafio de particula
sobre el contenido de fenoles y flavonoides totales. Basado en los resultados obtenidos en el
presente estudio, se demuestra que esta variable si impacta en la recuperacion de compuestos
fenolicos de los extractos de encino, y por consiguiente en su capacidad antioxidante.

En estudios anteriores se han reportado correlaciones significativamente altas entre la cantidad de

compuestos fenolicos y la capacidad antioxidante en los extractos de encino (Akroum, 2017;
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Ranjbar Nedamani et al., 2015; Tuyen et al., 2016), sefialdndose al &cido gélico y eldgico como los
principales compuestos antioxidantes responsables de esta actividad, asi como también a la
presencia de castalagina, vescalagina y roburina (Burlacu et al., 2020), por lo que se puede
especular que estos compuestos pudieran estar presentes en Q. chihuahuensis. Al hacer una
comparacion de los ICsg encontrados en este trabajo con otros estudios, se ha observado que los
extractos de la hoja de Q. chihuahuensis pudieran presentar una capacidad antioxidante mayor que
otras especies de encino, incluso sin considerar el tamafio de particula al momento de la obtencion
de los extractos. Sanchez-Burgos et al. (2013) reportaron valores de ICso del radical DPPH para
las especies Q. resinosa (0.44 mg/mL), Q. obtusata (0.45 mg/mL) y Q. grisea (0.29 mg/mL),
mientras que Lavado et al. (2021) reportan un porcentaje de inhibicion del 22.7% para el mismo
radical con el extracto de Q. suber. En ese mismo estudio se evalué la capacidad del extracto para
inhibir la oxidacion lipidica en pechugas de pollo, la cual resultd ser del 97.7%. Con estos
hallazgos, se pudiera esperar que el extracto <149 um de Q. chihuahuensis presente una alta
capacidad antioxidante contra la oxidacion lipidica en el aceite de girasol.

8.2. Etapa 2: Perfil Fenolico del Extracto de la Hoja de Encino

Se realizd la caracterizacion de compuestos fendlicos en el extracto elaborado a partir del tamafio
de particula <149 um, el cual present6 el mayor contenido fendlico y capacidad antioxidante. Se
logré la identificacion de 14 compuestos fendlicos, pertenecientes a 6 clases quimicas diferentes,
siendo la clase de flavonoides la mas abundante (Figura 11). De acuerdo con su abundancia
relativa, el acido p-cumarico fue el compuesto mas abundante en el extracto, sequido de astragalina
y quercetina (Cuadro 5). El primero corresponde a un acido hidroxicinamico clasificado dentro de
la clase quimica de acidos cinamicos, mientras que los otros son compuestos flavonoides. Se
identificé también isoquercitrina, isorhamnetina y catequina, asi como &cido vanilico, acido p-
hidroxibenzoico y acido siringico. De la clase fenoles se encontrd el compuesto alcohol sinapilico,

y de la clase lignanos furanoides se identifico siringaresinol y matairesinol.
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Clases Quimicas
Flavonoides
Benceno y Derivados Sustituidos
Lignanos Furanoides
Acidos Cindmicos y Derivados
Fenoles
Cumarinas y Derivados

Figura 11. Clases quimicas identificadas en el extracto de la hoja de Q. chihuahuensis mediante
LC-MS.

Cuadro 5. Lista de los compuestos fendlicos identificados en el extracto de la hoja de Q.
chihuahuensis mediante LC-MS.

Compuesto

Clase Quimica

Abundancia Relativa
(% de area)

Acidos Cinamicos y

Acido p-cumérico . 31.81+0.78
Derivados

Astragalina Flavonoides 19.69+0.18

Quercetina Flavonoides 13.66+0.09

Isoquercitrina Flavonoides 8.84+0.31

Siringaresinol Lignanos Furanoides 5.92+0.12

Matairesinol Lignanos Furanoides 5.31+0.13

Acido vanilico Benceno y Derivados 3.04+0.05
Sustituidos

Isorhamnetina 3-galactosido Flavonoides 2.41+0.02

Alcohol sinapilico Fenoles 2.36x0.10

Acido p-hidroxibenzoico Benceno y Derivados 2.30+0.12
Sustituidos

Isofraxidin Cumarinas y Derivados 1.69+0.01

Acido siringico Benceno y Derivados 1.43+0.52
Sustituidos

Isorhamnetina Flavonoides 1.34+0.30

(+) Catequina Flavonoides 1.23+0.27
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En un estudio previo, Arambula-Salazar et al. (2015) reportaron un perfil fendlico de los extractos
metandlicos de la hoja de Q. chihuahuensis, obtenido mediante HPLC-DAD. Identificaron
quercetina glucosido, kaempferol glucosido, isoharmentina glucésido y acidos fenolicos. El
presente trabajo complementa lo conocido para esta especie al encontrar 10 compuestos nuevos,
de los cuales algunos han sido reportados en otras especies de Quercus. Yarnes et al. (2006)
identificaron &cidos fendlicos (galoilquinico, cumaroilquinico y clorogénico), elagitaninos
(vescalagina, castalgina, acido vescavaloninico y castavaloninico) y flavonoides glucosidos
(quercetina y kaempferol) en extractos de 12 especies de Quercus del desierto de Chihuahua. Por
otro lado, Tuyen et al. (2016) identificaron &acidos fendlicos (galico, benzoico, eldgico,
protocatequico, vanilico, feralico, p-cumarico, p-hidroxibenzoico y sinapico) en extractos
etanolicos de hojas de Q. salicina, Q. crispula y Q. serrata. En Q. suber, Lavado et al. (2021)
identificaron acidos fendlicos (galico, elagico), catequina, epicatequina, rutina, miricetina y
quercetina en extractos etanolicos, mientras que Sanchez-Gutiérrez et al. (2022) reportaron acido
p-cumarico, catequina, rutina, &cido galico, hidroxitirosol, kaempferol, naranginina y resveratrol
en Q. ilex, siendo los primeros 3 compuestos los mas abundantes.

Entre las principales clases de polifenoles reportadas en las hojas de Quercus se encuentran los
acidos fenolicos, flavonoides y taninos, encontrdndose diferencias complejas entre especies en la
presencia y concentracion de compuestos fendlicos individuales. Esto se ha asociado
principalmente a la alta variabilidad que existe dentro del género, asi como a factores ambientales
tales como cambios estacionales y nivel de madurez de las hojas (Aung et al., 2020; Burlacu et al.,
2020), lo cual pudiera explicar la diferencia entre los perfiles anteriormente reportados con el
presentado en este trabajo. Yuan et al. (2023) evaluaron el impacto del nivel de madurez de las
hojas en el perfil metabolomico de Q. mongdlica, encontrando en la etapa de senescencia una
regulacion al alza de compuestos como la astragalina, mientras que la catequina se vio regulada a
la baja. Dado que se trabajaron con hojas maduras de Q. chihuahuensis, esto pudiera explicar las
abundancias encontradas para astragalina y catequina, sin embargo, al ser una especie distinta seria
necesario realizar un estudio similar para comprobar la influencia de este parametro.

De igual forma, el método de extraccidon es un parametro importante que determina el tipo de
metabolito obtenido, siendo la polaridad del solvente utilizado el factor mas determinante en la
recuperacion de ciertos compuestos fenolicos (Lavado et al., 2021; Tanase et al., 2019). Por otra
parte, el método de hidrélisis también afecta el perfil fendlico del extracto, permitiendo la
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obtencidn de los compuestos fendlicos que se encuentran de forma esterificada en la pared celular
del material vegetal, asi como los que se encuentran de forma glucosilada (Kim et al., 2006; Komes
et al., 2011). En este caso, se logro la identificacion tanto de compuestos glucosilados como de su
contraparte libre, tal como la isoquercitrina y la quercetina, y la isorhamnetina 3-galactosido e
isorhamnetina, por lo cual el método de extraccion utilizado permitié la identificacion de mas
compuestos en Q. chihuahuensis. Asi mismo, se ha reportado que la hidrolisis favorece la
extraccion de acido p-cumarico (Max et al., 2010), por lo cual el uso de este método pudo influir
en el alto porcentaje de abundancia obtenido en este estudio.

Estos hallazgos permiten la identificacién de los compuestos fendlicos que otorgan el poder
antioxidante del extracto de Q. chihuahuensis, lo cual conlleva a una comprension mas completa
de su accion antioxidante, asi como un acercamiento hacia los mecanismos de accion que pudieran
estar involucrados en la disminucion de la rancidez oxidativa del aceite de girasol sometido a

fritura.

8.3. Etapa 3: Aceptabilidad del Sabor de los Totopos de Maiz Fritos con Aceite de Girasol

Adicionado con Extracto de Encino

Con el fin de conocer la concentracion maxima aceptable del extracto de encino adicionado en
aceite de girasol, se realizé una evaluacién sensorial del sabor en totopos fritos. En la primera etapa
de la evaluacion sensorial (Figura 12) se probaron distintas concentraciones del extracto,
incluyendo un control que fue el aceite sin aditivos y aceite adicionado con BHT a 200 ppm, con
un panel evaluador de 10 personas. Los totopos mas aceptados fueron el totopo control y el totopo
BHT, con un nivel de agrado de 6.98 y 6.65 respectivamente, ubicandose cerca del rango de agrado
moderado. Mientras tanto, los totopos con distintas concentraciones de encino presentaron una
aceptabilidad mas baja, sin encontrar diferencias (p>0.05) entre ellas. Los niveles de agrado mas
alto dentro de los tratamientos con encino fueron para los totopos con las concentraciones de 200
ppm (5.6) y 400 ppm (5.52), sin embargo, no hubo diferencias (p>0.05) con los totopos control y
BHT. Los totopos con calificacion més baja, por debajo del nivel ni agrada ni desagrada, fueron
los de la concentracion de 100 ppm (4.2), no teniendo diferencias (p>0.05) con los totopos BHT, y
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los de la concentracion de 600 ppm (4.02), el cual presento diferencias (p<0.05) con los totopos
control y BHT. En resumen, el extracto de encino no tuvo un impacto negativo en el sabor del
totopo, al encontrarse todas las concentraciones cerca del nivel ni agrada ni desagrada. Sin

embargo, se establecié como maxima aceptable la concentracion de 200 ppm, al presentar el nivel

de agrado mas alto.
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Figura 12. Aceptabilidad del sabor de totopos de maiz fritos con aceite de girasol adicionado con
diferentes concentraciones de extracto de hoja de encino. AG= Aceite de Girasol. BHT=
Butilhidroxitolueno. EE=Extracto de Encino. 100, 200, 400 y 600 = partes por millon (ppm). n=
10. Literales diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos.

Durante la segunda parte de la evaluacion sensorial (Figura 13), se evalud la concentracién maxima
aceptable de extracto de encino, con un panel evaluador de 100 participantes. Los totopos fritos
con esta concentracion presentaron el mayor nivel de aceptabilidad (7.55), ubicandose en el rango
de agrado moderado. Le siguieron los totopos con BHT, con una calificacion de 7.10, sin encontrar
diferencias (p>0.05) entre ambos totopos, mientras que los totopos control fueron calificados con
un nivel de agrado significativamente méas bajo (6.20) (p<0.05). Dado que no se encontraron
diferencias en el nivel de agrado del sabor entre los totopos con extracto de encino y los totopos
con BHT, esto sugiere que se puede utilizar el extracto a una concentracion de 200 ppm en aceites

sin afectar el sabor del alimento frito, presentando incluso una aceptabilidad igual a un totopo
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preparado con aceite adicionado con antioxidantes convencionales.
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Figura 13. Aceptabilidad del sabor de totopos de maiz fritos con aceite de girasol adicionado con
200 ppm de extracto de encino. AG= Aceite de Girasol. BHT= Butilhidroxitolueno. EE200=
Extracto de Encino a 200 ppm. n= 100. Literales diferentes indican diferencias significativas
(p<0.05) entre tratamientos.

Los extractos obtenidos a partir de hojas de encino han sido relacionados con sabores amargos y
astringentes debido a su alto contenido polifendlico, lo cual pudiera convertirse en un obstéculo al
ser afiadido a alimentos (Vazquez-Cabral et al., 2015). Entre los principales compuestos asociados
a estos sabores se encuentran el acido galico y la catequina, este Gltimo presentando sabores
astringentes y levemente dulces (Muhammad y Dickinson, 2019; Rocha-Guzman et al., 2012). No
obstante, previamente se ha reportado que otros factores como la concentracion afiadida de extracto
y la matriz alimentaria influyen en las caracteristicas sensoriales del alimento adicionado,
determinando asi su aceptabilidad. Zepeda-Ruiz et al. (2020) reportaron que totopos de maiz
adicionados con bajas concentraciones de cascara de mango rica en flavonoides tuvieron una mayor
aceptabilidad que los totopos control, sin embargo, al aumentar la concentracion hasta 10% la
aceptabilidad disminuyd. En otro caso de estudio, Bandyopadhyay et al. (2014) reportaron que la
adicion de cascara de mango al 20% en galletas increment6 su aceptabilidad sensorial, infiriendo
que la matriz alimentaria a la cual se le adiciona los compuestos fendlicos influye mucho en la
aceptabilidad, al enmascarar el sabor que éstos otorgan. Esto pudiera explicar la aceptabilidad
recibida de los totopos con 200 ppm de extracto de encino, y como ésta disminuyo al aumentar la
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concentracion afiadida, por lo que se pudiera inferir que los componentes propios de la tortilla de
maiz utilizada para freir el totopo enmascararon los sabores astringentes del extracto hasta
sobrepasar la concentracion maxima aceptable. Asi mismo, en el perfil fenolico del presente trabajo
se identificd que el extracto presenta una baja abundancia del compuesto catequina, lo cual también
pudo contribuir en la aceptabilidad positiva de los totopos con extracto de encino.

Se han realizado estudios donde evaluan los atributos de olor y color en alimentos adicionados con
extractos de Quercus, sin embargo, no se ha estudiado la parte del sabor. Soriano et al., (2018)
encontraron que al adicionar extracto de madera de Q. alba a hamburguesas de puerco crudas,
habia cambios notorios en cuanto al olor y color del alimento, apreciandose coloraciones mas
oscuras y aromas “lefiosos” y de especias dulces asociadas a clavo y vainilla, esto sin afectar la
aceptabilidad. Mientras tanto, Ferreira et al. (2017) afiadieron extracto de bellota de Q. ilex a
hamburguesas de pollo, resultando en una mayor aceptabilidad en color y olor incluso después de
almacenarlo en frio y recalentarlo. Los hallazgos encontrados en este trabajo enriquecen lo
conocido hasta el momento sobre el impacto del extracto de encino en el sabor de los alimentos,
ademas de plantear que la adicion de extracto de encino al aceite de girasol para combatir su
rancidez no afecta la aceptabilidad de los alimentos fritos en el mismo, siempre y cuando se

considere el factor concentracion.

8.4. Etapa 4: Evaluacion de los Cambios en la Rancidez Oxidativa del Aceite de Girasol

Adicionado con Extracto de Encino durante el Proceso de Fritura

Se evalud la oxidacién del aceite de girasol adicionado con extracto de encino durante 24 horas de
calentamiento a 175 °C mediante los ensayos de TBA, p-anisidina y acidos grasos libres (Figura
14). Durante el ensayo de TBA el aceite adicionado con extracto de encino (AG+EE200) no
presentd un incremento significativo en este valor, manteniéndose en el rango de 18.01-27.51
durante todo el tiempo de calentamiento. Por el contrario, el aceite sin el extracto (AG) y el aceite
adicionado con BHT (AG+BHT) alcanzaron un valor de 65.5y 48.5 a las 8 horas de calentamiento,
finalizando ambos a 54.5 a las 24 horas (Figura 14a). Mientras tanto, el valor de p-anisidina

presento incrementos en los tres aceites a partir de las 8 horas de calentamiento, no obstante, los
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aceites AG+EE200 y AG+BHT tuvieron valores significativamente mas bajos. A las 16 horas el
valor del aceite con extracto no present6 diferencias significativas con el aceite sin extracto (EE200
=47.1, AG = 52.18), mientras que a las 24 horas el aceite AG+EE200 alcanzé el valor de 75.53,
sobrepasando el valor del aceite sin extracto (66.42) (Figura 14b). Un comportamiento similar se
observd en el porcentaje de &cidos grasos libres, observandose un incremento en los 3 aceites
conforme aumentaba el tiempo de calentamiento, sin embargo, el aceite AG+EE200 mantuvo un
valor significativamente inferior al finalizar las 24 horas, siendo de 0.075% contra el 0.10% del
aceite sin extracto (Figura 14c). El extracto de encino disminuy0 la degradacion oxidativa del aceite
durante la fritura de los totopos al mantener mas bajos los valores medidos durante la mayor parte
del proceso de fritura, concordando con lo expuesto en la hipdtesis de este trabajo.
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Figura 14. Cambios en el valor de TBA (a), valor de p-anisidina (b) y acidos grasos libres (c) en
aceite de girasol (AG) adicionado con 200 ppm de extracto de encino (EE200) y BHT durante el
proceso de fritura. Literales mayusculas diferentes indican diferencias (p<0.05) entre tratamientos.
Literales mindsculas diferentes indican diferencias (p<0.05) entre el mismo tratamiento a través de
las horas.

El proceso de fritura tuvo un efecto sutil en los parametros de color L* a* y b* de los aceites (Figura
15). La luminosidad (L*) aumentd significativamente (p<0.05) en los 3 tratamientos a las 8 horas
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de calentamiento, manteniéndose sin cambios significativos hasta las 24 horas (Figura 15a).
Mientras tanto, el valor de a* presentd valores negativos en los 3 tratamientos, tendiendo hacia la
escala de los verdes (Figura 15b). A las 8 horas, el aceite con BHT se mantuvo estable, mientras
que el aceite sin aditivos y el aceite con extracto tuvieron un aumento negativamente significativo
en a*. A las 16 horas, el valor aument6 similarmente en los 3 tratamientos, continuando con el
mismo comportamiento a las 24 horas. En cuanto a los valores de b*, los 3 tratamientos tuvieron
un aumento hacia los amarillos, presentandose diferencias solo a las 8 horas, donde fue
significativamente mas alto el valor en el aceite sin aditivos. A partir de las 16 horas los 3 aceites

siguieron aumentando sin diferencias (p>0.05) entre ellos (Figura 15c).
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Figura 15. Cambios en los parametros de color (L*, a* y b*) del aceite de girasol (AG) adicionado
con 200 ppm de extracto de encino (EE) y BHT durante el proceso de fritura. AG = azul, AG+BHT
= naranja, AG+EE2q0 = verde. Literales mayusculas diferentes indican diferencias (p<0.05) entre
tratamientos. Literales minasculas diferentes indican diferencias (p<0.05) entre el mismo
tratamiento a través de las horas.

La saturacion (Croma) aumentd significativamente en los 3 tratamientos, habiendo cambios
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significativos solo a las 8 horas de calentamiento, donde la intensidad del aceite sin aditivos fue
mayor que el aceite con BHT, mientras que éste Ultimo no presentd diferencias con el aceite
adicionado con extracto de encino (Figura 16a). Para el caso de la tonalidad (Hue), tanto el aceite
sin aditivos como el aceite con BHT se mantuvieron sin cambios significativos a lo largo de las 24
horas de fritura. En cuanto al aceite adicionado con extracto de encino, comenzé con una tonalidad
significativamente més baja a las 0 horas (103.43), aumentando significativamente a las 8 horas, y
luego dimisnuyd hasta las 24 horas, sin presentar diferencias con los valores de los otros dos
tratamientos (Figura 16b). En este caso, el extracto de encino no tuvo influencia en la coloracién

del aceite durante el proceso de fritura.

69



p<0.05 Tratamiento

16 -~ Control
a)
©
£
(@]
S
o
p<0.05 ; il
#BC Siay, . Bbc = o
b) 107 Bb S :
j S Ab
| ABab —~.
Ba Aab
106 \ Aa : ;
/ _’..'// \
g A Aa 1
a a
T 105
104
"Aa
103 | |
0 8 16 24
Tiempo (h)

Figura 16. Cambios en la saturacién (Croma, a) y tonalidad (Hue, b) del aceite de girasol (AG)
adicionado con 200 ppm de extracto de encino (EE) y BHT durante el proceso de fritura. AG =
azul, AG+BHT = naranja, AG+EE2q = verde. Literales mayusculas diferentes indican diferencias
(p<0.05) entre tratamientos. Literales minusculas diferentes indican diferencias (p<0.05) entre el
mismo tratamiento a través de las horas.

La adicion de extracto de encino mantuvo bajos los niveles de oxidacion lipidica secundaria y de
acidos grasos libres del aceite de girasol, debido a la actividad antioxidante dada por el contenido
fenolico que presenta el extracto (Carocho et al., 2018; Fadda et al., 2022). Se ha reportado que los
compuestos fendlicos naturales aumentan la resistencia oxidativa en los aceites (Neves et al.,

2020), ademas tienen la ventaja de presentar una baja volatilidad al someterlos a temperaturas de
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fritura en comparacion con los antioxidantes sintéticos (Urbancic et al., 2014; Wu et al., 2019), lo
cual pudiera explicar la eficacia del extracto de encino mostrada en la prueba de TBA a diferencia
del BHT, asi como en la prueba de p-anisidina en las primeras 16 horas de la fritura. Estos
compuestos actian mediante los mecanismos de eliminaciéon de radicales libres, extincion de
especies reactivas de oxigeno, inhibicion de enzimas oxidativas y quelacion de metales de
transicién (Soriano et al., 2018; Touati et al., 2015). Siendo mas especificos, el &cido p-cumarico
y la quercetina, compuestos que presentaron los mayores porcentajes de abundancias, pudieran ser
los responsables de este efecto protector, ya que se ha demostrado anteriormente su alta capacidad
antioxidante, ademas que se ha reportado su efecto positivo contra la oxidacion en modelos
lipidicos, incluyendo aceites de cocina y acidos grasos (Kili¢ y Yesiloglu, 2013; Oh et al., 2021;
Roedig-Penman y Gordon, 1998). El acido p-cumarico actuaria donando un hidrégeno al radical
libre formado durante la oxidacion, dando lugar a derivados lipidicos y radicales antioxidantes,
conocidos como radicales fenoxilos. Estos ultimos interferirian con las reacciones en cadena y de
propagacion de los radicales libres, y se estabilizarian con la deslocalizacion de su electron
desapareado alrededor del anillo aromatico, con lo cual se disminuiria la oxidacion del aceite
(Fadda et al., 2022; Shahidi y Ambigaipalan, 2015). Mientras tanto, la quercetina, ademas de
eliminar radicales, actuaria como agente quelante de iones metélicos que pudieran estar presentes
en el aceite, reduciendo el Cu?*y Fe*" a Cu*y Fe?* (Oh et al., 2021; Viana da Silva et al., 2022).
De igual forma, aunque se les identificO en menor porcentaje, el acido vanilico, el &cido p-
hidroxibenzoico, el &cido siringico, la isorhamnetinay la catequina presentes en el extracto también
pudieran estar contribuyendo en la disminucién de la oxidacion del aceite de girasol. Estos
compuestos han demostrado tener una gran capacidad antioxidante, ademas de que algunos, como
el acido vanilico, ya son utilizados como aditivos antioxidantes en alimentos (Bae et al., 2020;
Kaur et al., 2022; Manuja et al., 2013; Pengfei et al., 2009). Asi mismo, pudieran presentarse
efectos sinérgicos y aditivos entre los compuestos fendlicos del extracto y los encontrados en el
aceite de girasol. Se ha reportado que los compuestos flavonoides, como la quercetina, presentan
efectos aditivos con el a-tocoferol en la eliminacion de radicales libres, mejorando su actividad
antioxidante (Roedig-Penman y Gordon, 1998; Viana da Silva et al., 2022).

Los acidos grasos libres son productos provenientes de la reaccion de hidrdlisis en la cual el vapor
de agua reacciona con los triglicéridos presentes en el aceite. Esta reaccion ocurre principalmente

durante la produccion y almacenamiento del aceite, sin embargo, durante la fritura este esta
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expuesto a altas temperaturas y al aire, lo cual promueve aun mas las reacciones de hidrolisis y
oxidacion de triglicéridos. Esto aumenta en gran medida el contenido de &cidos grasos libres, v,
por consiguiente, su nivel de rancidez (Di Pietro et al., 2020; Juarez y Samman, 2007). Marina et
al. (2014) menciona que los compuestos antioxidantes no presentan un efecto directo contra la
hidrélisis, sin embargo, al disminuir la oxidacion de los triglicéridos, los compuestos fendlicos
pudieran estar favoreciendo indirectamente la disminucion de la liberacion de &cidos grasos libres.
Esto explicaria los resultados encontrados en este trabajo, en los que el extracto de encino y BHT
disminuyeron el porcentaje de acidos grasos libres en el aceite de girasol, a diferencia del aceite
sin aditivos.

En cuanto a los cambios de color, este parametro fisico ha sido utilizado para determinar la calidad
del aceite, ya que al someterse al proceso de fritura este se oscurece (Bansal et al., 2010; Jaarin y
Kamisah, 2012). Los tres tratamientos evaluados en este trabajo presentaron un aumento en los
valores de L* y b*, lo cual indica que se volvieron mas luminosos y amarillentos conforme
aumentaba el tiempo de fritura. El incremento en estos valores indica una mayor oxidacion (Marina
et al., 2014), no obstante, estos cambios también pueden depender de otros factores, entre los que
se encuentran la variedad del aceite, la duracion de su exposicion a la luz y al calor, asi como las
caracteristicas del alimento que se frie en él (Esfarjani et al., 2019). Debido a esto, se ha sefialado
que este pardmetro no es del todo confiable como indicador de la calidad del aceite (Urbanci¢ et
al., 2014), y dado que no se encontraron diferencias significativas entre el aceite sin aditivos y los
adicionados con extracto de encino y BHT, el color no fue un buen indicador para medir el impacto
de los tratamientos en la disminucion de la oxidacion del aceite utilizado en este estudio.
Anteriormente se han realizado estudios analizando el efecto protector de los compuestos fendélicos
contra la oxidacion lipidica de los aceites en condiciones de fritura. Neves et al. (2020) evaluo el
efecto del extracto etandlico de las flores de Pterospartum tridentatum en la estabilidad del aceite
girasol calentado a 180 °C durante 27 horas. Los resultados demostraron que el extracto mejoro la
resistencia del aceite ante las reacciones hidroliticas y oxidativas, presentando valores mas bajos
en las pruebas de acidez, valor de perdxido, K232 y valor de p-anisidina. En otro estudio, Urbanci¢
et al. (2014) evaluaron la estabilidad del aceite de girasol adicionado con extracto de romero
durante la fritura de papas, utilizando varios antioxidantes sintéticos como blanco. El extracto fue
el que disminuyd mas la oxidacion del aceite, manteniendo bajos los valores de compuestos polares

totales, acidos grasos libres, dienos y trienos conjugados, L*, b*, acrilamidas, ademas de presentar
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un mayor efecto antioxidante que los aditivos sintéticos utilizados (BHA y TBHQ) a menor
concentracion (49 mg/kg vs 200 mg/kg). Esta actividad fue asociada principalmente a los
compuestos carnosol y &cido carnosico presentes en el extracto.

Por otro lado, Abd-Elghany et al. (2010) analizaron el extracto del residuo de aceituna a diferentes
concentraciones en aceite de girasol sometido a temperaturas de fritura (180 °C) durante 5 dias y
comparandolo con el antioxidante sintético BHT. El aceite adicionado con 200 ppm del extracto
presentd un buen nivel de estabilidad oxidativa después del periodo de calentamiento en los
pardmetros de valor de perdxido (6.30 meq O2/kg) y TBA (7.58 mg malonaldehido/kg), con valores
muy similares a los presentados con el BHT (6.29 y 7.89, respectivamente). Aladedunye et al.
(2014) evaluaron el desempefio de los extractos de Crataegus X mordenensis y Prunus virginiana
en aceite de girasol durante la fritura de papas a la francesa a 180 °C. Ambos extractos inhibieron
la degradacion termo-oxidativa del aceite, significativamente mejor que el antioxidante BHT al
presentar valores mas bajos en las pruebas de compuestos polares totales, valor de anisidina y
triacilglicéridos diméricos y poliméricos. Asi mismo, realizaron la caracterizacion de los
compuestos fendlicos en ambos extractos, concluyendo que la quercetina glucosilada, compuesto
mayoritario, pudo ser la responsable del efecto protector del extracto en el aceite, ya que durante
la fritura la quercetina glucosilada se degrad6 a quercetina, y la degradacién de este ultimo produjo
acido protocatecuico. De igual forma, consideraron interacciones sinérgicas entre los compuestos
fenolicos como parte del efecto antioxidante de los extractos.

Referente a Quercus, se han realizado pocos estudios analizando su poder antioxidante en aceites,
los cuales se han enfocado en condiciones de almacenamiento. Ranjbar Nedamani et al. (2015)
evaluaron el efecto del extracto de la bellota (Q. brantii) sobre el aceite de soya almacenado a 60
°C durante 25 dias. El extracto de bellota mantuvo un valor de peroxido mas bajo a comparacién
del BHT a los 10 dias del almacenamiento, y a los 20 dias su valor fue méas bajo que el aceite
control. En otro estudio, Romojaro et al. (2018) estudiaron diferentes concentraciones del extracto
de la bellota de Q. ilex subsp. ballota en aceite de girasol calentado a 100 °C, encontrando que las
tres concentraciones (0.5%, 1% y 5%) mantuvieron bajos los niveles de peroxidacion lipidica, a
diferencia del control. Dado que no se han realizado estudios evaluando el efecto del extracto de
encino en sistemas de fritura, el presente trabajo contribuye al conocimiento del impacto de los
extractos de la hoja de Q. chihuahuensis en la oxidacion de los aceites a condiciones extremas,

ademas que la caracterizacion del extracto permite conocer los compuestos que pudieran ser
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responsables de su actividad antioxidante, asi como los mecanismos de accion que pudieran estar
involucrados. Por lo tanto, los resultados obtenidos en esta etapa demostraron la capacidad del
extracto de la hoja de Q. chihuahuensis de disminuir la rancidez del aceite de girasol sometido a

fritura de totopos, contribuyendo positivamente a la hipotesis establecida.
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9. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran la capacidad antioxidante del
extracto de la hoja de encino en aceite de girasol sometido a fritura, disminuyendo la oxidacién
lipidica sin afectar el sabor del totopo frito. El tamafio de particula influy6 en la obtencion de
fenoles y flavonoides totales, asi como en su capacidad antioxidante medida por DPPH y ABTS,
siendo mayor en el tamafio de particula mas pequefio (<149 um). Se logro la identificacion de 14
compuestos fenolicos, la mayoria perteneciente a la clase de flavonoides (42.9%), siendo el acido
p-cumarico, la astragalina y la quercetina los compuestos con mayor porcentaje de abundancia
relativa. En la parte sensorial, la concentracién de 200 ppm de extracto de encino fue la maxima
concentracion aceptable en cuanto a sabor en el totopo de maiz, presentando una aceptacion mayor
que el totopo control y similar al totopo frito con aceite adicionado con BHT. Finalmente, la adicién
de 200 ppm de extracto de encino en aceite de girasol sometido a fritura mantuvo bajos los valores
de TBA, p-anisidina y acidos grasos libres, representando una reduccion en la oxidacion lipidica y
rancidez del aceite, no obstante, no tuvo un efecto significativo en los parametros de color. Los
hallazgos destacan el potencial de estos extractos como alternativas naturales y sostenibles a los
antioxidantes sintéticos en la industria alimentaria, enfatizando la necesidad de explorar mas a
fondo las posibilidades y mecanismos subyacentes de los compuestos fendlicos en diversas

aplicaciones alimenticias.
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10. RECOMENDACIONES

Para futuros estudios se sugiere evaluar la capacidad antioxidante en el aceite después del
proceso de fritura, asi como analizar la termoestabilidad de los compuestos fendlicos mayoritarios
presentes en el extracto al someterlos a las temperaturas utilizadas durante el freido. De igual
forma, se sugiere realizar la identificacion de los compuestos volatiles generados durante la fritura
mediante técnicas cromatograficas, asi como realizar mas pruebas que documenten los cambios
fisicos y quimicos del aceite. Finalmente, se recomienda estudiar la aplicacion del extracto en otras
matrices alimentarias, con el fin de monitorear su actividad antioxidante y posible aprovechamiento
como aditivo alimentario, explorando mas concentraciones y su impacto en el sabor de otros

alimentos.
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