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RESUMEN

Las flores comestibles de calabaza, cempasuchil y colorin contienen vitaminas,
minerales y antioxidantes, por lo que pueden ser usadas en el tratamiento de
enfermedades cronico degenerativas. Estas se consumen en fresco y se deterioran
(sensorial, nutricional y funcional) rpidamente por las condiciones climéticas y
microorganismos. El objetivo fue evaluar el perfil antioxidante de pétalos de flor de
calabaza, cempasuchil y colorin no tratadas térmicamente (NTT) y deshidratas, y la
estabilidad de estos compuestos en tinturas. Se cuantificé el contenido de agua,
fenoles, flavonoides totales y la capacidad antioxidante en pétalos de flores. Se
elaboraron tinturas con las flores y alcohol de cafia, y se evalud la estabilidad de sus
compuestos antioxidantes durante 270 d. Ademas se identifico y cuantifico por HPLC
los flavonoides en tinturas de pétalos de flores NTT. Los datos se analizaron con un
ANOVA y comparacion de medias de Tukey. Los resultados mostraron que la flor de
calabaza tuvo el mayor contenido de humedad (95.5%). Las flores de calabaza y
colorin NTT presentaron el mayor contenido de fenoles totales, flavonoides y
capacidad antioxidante y un comportamiento opuesto se observo en la de
cempasuchil, en la cual las muestra deshidratadas presentaron las mejores
caracteristicas. Por otra parte, en las tinturas los compuestos antioxidantes se
comportaron distinto. EI mayor contenido de fenoles totales se cuantific6 alrededor
de los primeros 60 d de almacenamiento (8-85.5ug* EAG) y posterior a este periodo
hubo una reduccién considerable de estos (0.3-0.9ug? EAG). El contenido de
flavonoides y capacidad antioxidante fue similar durante su almacenamiento. Las
tinturas de cempasuchil tuvieron de 3 a 5 veces més flavonoides y hasta 70 % mas
capacidad antioxidante. En conclusion los compuestos antioxidantes de las flores se
conservaron a través de las tinturas, siendo la de cempasuchil la mas estable por
270 d.



ABSTRACT

Edible flowers of zucchini, Mexican marigold and colorin contain vitamins, minerals
and antioxidants, so they can be used in the treatment of chronic degenerative
diseases. These are consumed in fresh and are quickly spoilage (sensory, nutritional
and functional) by weather conditions and microorganisms. The objective was to
evaluate the antioxidant profile of zucchini flower petals, Mexican marigolds and
colorin non-thermally treated (NTT) and dehydrates, and the stability of these
compounds in tinctures. The water content, phenols, total flavonoids and antioxidant
capacity in flowers petals were quantified. Tinctures were elaborated using flowers
petals and cane alcohol, and the stability of their antioxidant compounds were
evaluated during 270 d. In addition, flavonoids by HPLC in tinctures of flower petals
NTT were identified and quantified. Data were analyzed through an ANOVA, and
Tukey mean comparison. The results showed that zucchini flower had the highest
humidity content (95.5%). Zucchini and colorin flowers NTT presented the highest
content of total phenols, flavonoids and antioxidant capacity. Conversely behavior
was observed in Mexican marigolds flowers; in which dehydrated samples presented
the best features. On the other hand, antioxidant compounds of tinctures behaved
differently. The highest content of total phenols was quantified around 60 d of storage
(8-85.5 pg?* EAG) and after this period there was a reduction considerable of theme
(0.3-0.9 ug! EAG). Flavonoids and antioxidant capacity content were similar during
storage. Tinctures of Mexican marigolds had from three to five times more flavonoids
and up to 70% more antioxidant capacity. In conclusion, antioxidant compounds of
the flowers were preserved through tinctures, being Mexican marigolds the most
stable for 270 d.
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1. INTRODUCCION

A nivel mundial el consumo de flores es reducido a pesar de que su ingesta data
desde hace miles de afios!. Las clases sociales mas importantes en la cultura
romana, griega y persa las incluian en su alimentacion, ya que se pensaba que las
flores otorgaban a los platos una inmensa gama de sabores, olores y colores?. Las
flores mas utilizadas eran las rosas, caléndulas y claveles, para preparar salsas y
bebidas refrescantes. Por otra parte, las culturas de Mesoamérica domesticaron,
cultivaron, clasificaron y asignaron nombres a diversas hojas, flores, frutos, asi
como gomas y resinas que consumian en diversos productos?. Estas se utilizaban
con frecuencia como elementos ornamentales, en ceremonias y festividades, o

como elemento decorativo en vestidos, pinturas, grabados, etc.

Dentro de las flores que mas se utilizaban en la antigliedad y algunas otras que
actualmente se emplean para los usos antes mencionados y como alimento,
destaca la flor de calabaza (Cucurbita pepo), cempasuchil (Tagetes erecta),
colorin (Erytrina americana), maguey (Agave legrelliana) y manzanilla (Matricaria
recutita), entre otras*. Su consumo como alimento se debe a que se ha reportado
que poseen minerales (calcio, fésforo, potasio, magnesio, azufre, etc.), proteinas,

acido félico, vitaminas, acidos oleico y linoléico, entre otros®.

Ademas, son fuente de antioxidantes naturales, ya que contienen sustancias
biol6gicamente activas como los &cidos fendlicos, flavonoides, taninos y aceites
esenciales! los cuales actian como antioxidantes. Los antioxidantes son
moléculas que previenen o retardan la accién de los agentes oxidantes (rayos UV,
contaminacion ambiental, sustancias toxicas producidas por el metabolismo). A
pesar de su efecto protector, no los produce el organismo en cantidades
suficientes para protegerlo, por lo que deben obtenerse mediante la alimentacion o

en forma de suplementos®. En este sentido es importante destacar que las flores
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son una fuente de antioxidantes tal como lo reporté Meneses-Reyes (2008)’ en
ligulas de manzanilla. Al respecto, Buitrago (2016)8 también informé sobre los
efectos antitlcerosos, antipiréticos y cardiotonicos de la vismia (Vismia
hypericaceae) asociados con sus propiedades antioxidantes.

El consumo de antioxidantes confiere beneficios a nivel cardiovascular y en el
sistema inmunolégico, entre otros. Por ejemplo, la administracion de vitamina C
(100 mg-kg?) reduce el peso corporal, la grasa visceral, niveles plasmaticos de
glucosa, insulina, acidos grasos libres, el colesterol oxidado y los niveles de leptina
en adultos. Asimismo, Nagao et al. (2007)° reportaron que después de consumir
583 mg-dIt de té verde durante tres meses se observé una disminuciéon del peso
corporal y en las lipoproteinas de baja densidad (LDL). Ademas, Sergent (2012)°
utilizé té verde (Camelia sinensis), uva (Vitis vinifera) y roble (Quercus robur) para
inhibir la lipasa pancreatica y con ello prevenir la obesidad por la gran cantidad de
polifenoles y flavonoides que estas flores poseen. Por (ltimo, Cetkovuc (2004)!*

reportd el uso de cempasuchil (Tagetes erecta) como antiinflamatorio y antiviral.

A pesar de sus multiples propiedades, las flores tienen el inconveniente de no
estar disponibles durante todo el afio y son altamente perecederas. De manera
que, el desarrollo de productos como las tinturas utilizadas en el area médica
representa una alternativa para el aprovechamiento de las flores por tiempos
prolongados. Las tinturas se definen como la extraccion alcohdlica de los
principios activos de vegetales para la obtencion de una soluciéon estable®?.
Bermejo de Zaa (2014)'3 reportd la diversidad de metabolitos secundarios en la
flor de cinamomo (Melia azedarach) y la estabilidad de sus tinturas (en soluciones
hidroalcohdlicas) después de 6 meses de almacenamiento. Ademas, Vizoso,
(2002)4 demostré que los extractos etandlicos de pasiflora (Passiflora incarnata)
no causan genotoxicidad. En coincidencia con lo antes mencionado, la presente

investigacién sugiere el desarrollo de tinturas de pétalos de flor de calabaza,
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cempasuchil y colorin, y la evaluacion de su contenido de compuestos

antioxidantes.

2. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades de las flores comestibles

En las culturas precolombinas las flores eran consideradas como un simbolo
ligado a las artes.!’® Ademas, eran consumidas tanto por sus propiedades
medicinales como por su aporte culinario. Los indigenas, consumian
principalmente la flor de calabaza, de maguey, de nopal, del tule, de frijol y la flor
de colorin®, las cuales son importantes por su contenido de antioxidantes y
carotenoides, asi como por sus propiedades sedantes y la presencia de
alcaloides!’'8. También, consumian el tule, frijol, amaranto, biznaga, flor de
calabaza y cempasuchil, las cuales contienen flavonoides segun lo reportado por
Navarro-Gonzalez et al. (2015)*° vy la flor de chipilin, por mencionar algunas. No
obstante, existe un amplio nimero de flores que alin no han sido estudiadas y en
consecuencia no son aprovechadas como alimento o por sus propiedades

medicinales.

Es importante mencionar que a pesar de que las flores pueden ser una alternativa
alimenticia para quienes buscan una dieta saludable, por su alto contenido de
agua (superior al 80%) y su bajo nivel cal6rico, no todas se pueden consumir. Esto
se debe a que en algunas flores estan presentes compuestos toxicos, que pueden
provocar diarrea, vomitos, alergias, convulsiones, paralisis e incluso la muerte.
Ademas, es necesario indicar que para que una flor pueda ser comestible requiere
haberse producido de manera organica, libre de pesticidas, herbicidas y

fertilizantes orgéanicos, libre de metabolitos toxicos producidos de manera natural y
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ser inocuas?. Se calcula que alrededor del mundo existen mas de 250 especies de
flores comestibles; sin embargo no todas se consumen debido a que se
desconocen sus propiedades funcionales, en consecuencia solamente un
pequefio grupo esta disponible en el mercado para su comercializacion y
consumo. Dentro de los compuestos de mayor interés presentes en las flores, se
encuentran los antioxidantes, cuya ingesta contribuye a la prevencion de
enfermedades cardiovasculares®®. Ademas, Wanga (2016)%' indic6 que los
antioxidantes suprimen o reducen el estrés oxidativo al aumentar la actividad de la
enzima superoxido dismutasa sérica, glutation peroxidasa y reducir la
concentracion de malonaldehido, comportamiento que se observd al evaluar
extractos acuosos de flores comestibles de madreselva (Lonicera japdnica),
cartamo (Carthamus tinctorius), magnolia (Magnolia officinalis), romero

(Rosmarinus officinalis) y crisantemo (Chrysanthemum morifolium).

2.2 Caracteristicas botanicas, nutricionales y generalidades de la flor

de calabaza, cempasuchil y colorin

2.2.1 Flor de Calabaza

El nombre de la flor de calabaza proviene del nahuatl “ayoxdchilt‘(calabazas
indias) y su consumo en México data desde la época prehispanica. Es una planta
mesoamericana por excelencia de 6.27 £ 2.07 m de largo. La produccién de flor de
calabaza es estacional, comienza a finales de la primavera y termina a principios
de otofio??. Las raices son de tipo fibroso, de tallo rigido, herbaceo, redondo y
cubierto de pequefias espinas; las hojas son anchas y ovaladas de 20 a 30 cm de
largo con o sin manchas blancas o plateadas. Las flores son monopétalas,
actinomorfas, unisexuales (flores femeninas y masculinas en la misma planta), de

un llamativo color amatrillo, siendo las uUltimas de interés en la cocina mexicana.
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Las flores masculinas se desarrollan sobre pedicelos de 6 a 25 cm de largo y el
color varia de naranja a amarillo siendo los carotenos como la zeaxantina,
flavoxantina y la criptoxantina, los responsables de su coloraciéon?3. Mientras que,
las flores femeninas se desarrollan en pedicelos robustos de 2 a 5 cm de largo y

nacen en la misma axila que las flores masculinas?* (Figura 1).

Las hojas, tallos y flores de calabaza se consume como legumbres*2® y pueden
utilizarse en una amplia gama de platillos como ensaladas, aderezos, sopas,
quesadillas con tortillas de maiz o de trigo rellenas con queso derretido?, en la
preparacién de crepas en la cocina francesa y en pasta en la cocina italiana.
Ademas el color amarillo brillante, la textura suave y el sabor delicado, ligeramente
dulce de las flores de calabaza las han convertido en un ingrediente favorito de

platillos exéticos en paises como Estados Unidos, Europa y Asia?’.

Desde el punto de vista de su composicion, la flor de calabaza contiene minerales,
vitaminas como la B1 y B2, acido félico y aminoacidos esenciales y compuestos
antioxidantes como el &cido ascorbico, polifenoles y carotenoides?®2629, De
acuerdo con Alfonso (2004) 3°, 100 g de flor de calabaza aportan 90% de agua,
24.26% de proteina, 15.42% de fibra, 479 de calcio, 86mg de fésforo y 67ug de
retinol, composicion que permite explicar sus propiedades diuréticas. Ademas, se
encontré que los compuestos fendlicos de la flor de calabaza (334.6mg-100 g)
fueron mucho mas altos que el contenido reportado para vegetales como el repollo
(25mg- 100 g*), el perejil (20-40 mg-100 g?) y el apio (94 mg-100 g?1)3L. Los
compuestos fendlicos presentes en la flor de calabaza tienen la desventaja de que
se pierden en un 21% después de una semana de almacenamiento a temperatura
ambiente, asociado a la ausencia de una cuticula que los proteja de las
condiciones ambientales.

La mayoria de las flores comestibles utilizadas en México se recolectan y

consumen localmente durante el periodo de floracién y solo la flor de calabaza



tiene una gran demanda durante todo el afio. Su corta vida util es el factor

principal que limita su comercializacién, debido a su tasa respiratoria alta®3.

Figural. Flor masculina (A) y femenina (B) de calabaza. (Santos, 2012)3?

2.2.2 Flor de cempasuchil

La palabra cempasuchil proviene del vocablo nahuatl “cempoalxéchitl” que
significa flor de las cuatrocientas vidas. Esta flor pertenece a la familia Asteracea y
es originaria de México, en donde dependiendo la region de origen, es conocida
como apatsicua, cempaxuchil, cempazuchil, cempasuchitl, cimpual, zempoalxachil,
flor de muerto, x’pujuc. Asimismo, esta flor pertenece al género Tagetes que esta
formado por aproximadamente 60 especies, de las cuales 30 se encuentran en
diversas regiones de México en donde se le da un uso ceremonial, ornamental y
medicinal. Esta es una planta anual, que puede llegar a medir hasta 1.6 m de
altura, es aromatica, de tallos estriados y pubescentes hojas de hasta 20 cm de
largo (Figura 2). Ademas, presenta inflorescencias, las cuales contienen flores
individuales liguladas. Delgado (1997) ,33 la describié como una planta ramificada
y sus hojas presentan nervaduras con bordes. Se cultiva en Michoacéan, Valle de
México, San Luis Potosi, Tlaxcala, Veracruz y Morelos y las variedades mas
utilizados son la criolla, la Hawai y la Chilena. Esta planta se caracteriza por
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poseer inflorescencias de tonos naranjas, amarillos y rojos (Figura 2), las cuales
tienen capitulos con numerosas flores individuales (60-400) y pueden o no tener
ligulas o pétalos. Los pétalos pueden ser lisos o rugosos como lo describe
Quintanilla (2015)3* (Figura 3).

Figura 2. Flor de cempasuchil con diferentes pigmentaciones (del Villar-Martinez.,
2007)%.

&

Figura 3. Morfologia de las ligulas de la flor de cempasuchil: A) pétalo simple lis B)
pétalo doble rugoso; C) pétalo simple liso y D) flor de cempasuchil (Quintanilla et
al., 2015)34.

Segun lo reportado por Navarro-Gonzalez, (2015)'°, desde el punto de vista
nutricional, esta flor contiene 28.02kcal-g* de flor, 83.39% de agua, 4.15% de
carbohidratos, 1.32% de proteinas, 0.32% de grasas y minerales como sodio,

cobre, potasio, magnesio, hierro calcio y zinc. Dentro de sus usos, la flor de
5



cempasuchil es ampliamente utilizada para la obtencion de colorantes vegetales
para el desarrollo de alimentos para consumo humano, tales como, la obtencién
de huevos con yema amarilla, coloracion de sopas de pasta, piel y grasa amarilla

de aves y reses, y para medicamentos.

En la industria médica se han desarrollado capsulas de luteina, que es el
carotenoide mas abundante en la flor de cempasuchil y al cual se le ha asociado
con la prevencidon de enfermedades oculares como las cataratas y la degeneracion
macular. Esto se debe a que la luteina y la zeaxantina son los componentes
principales de los pigmentos maculares y su aumento de estos compuestos limita
la cantidad de oxigeno que penetra por las membranas y con ello se reduce el
dafio oxidativo®. De igual manera, diversos autores han encontrado una relacion
directa entre la ingesta de xantéfilas que son otro de los carotenoides mas
abundantes y la reduccién en el riesgo de padecer ciertos tipos de céancer,
particularmente el mamario y el pulmonar®®. Las propiedades biol6gicas de la
planta afectan a diversos organismos al provocar una reduccion en la produccién
de esclerocios, piretrinas y tiofenos, que son la sustancias vegetales responsables
de los efectos contra insectos, gusanos, bacterias, virus, hongos, nematodos,

acaros e insectos, inclusive otras especies de plantas®’.

2.2.3 Flor de colorin o zompantle

El arbol de colorin debe su nombre al vocablo nahuatl “Tzonpanquahuit” que
significa planta de corales. Esta pertenece a la subfamilia Fabacea y comprende
115 especies distribuidas a través de las regiones tropicales del mundo; 25 de
ellas se encuentran en México. El arbol puede medir de 4 a 5 m de altura,
presenta una corona ramificada y sus ramas y tronco tienen espinas, y corteza de
color café claro y lisa. Las hojas son alternas y trifoliadas, con tres foliolos

puntiagudos y romboidales de 7 cm de ancho y 22 cm de largo. Las flores son
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erectas, vistosas y conicas, de color carmin y ligeramente onduladas; situadas en
espigas terminales®®3%1® (Figura 4). De acuerdo con los reportes de Garcia-
Mateos (2001) ,%° las flores aparecen a comienzos de la primavera. El nombre
Erythrina como se denomind el género de esta planta, alude al color predominante
de las flores, y se deriva del griego erythros que significa rojo. Este se utiliza como
arbol ornamental, o de sombra en cultivos de café y cacao, como soporte de otros
cultivos, como abono y como alimento para consumo humano. Bernardino-Nicanor
et al. (2016)*® reportaron que la flor presenta un contenido de agua de 87.2%,
24.7% de proteinas, 57.5% de carbohidratos, 5.2 % de grasas, 9.8 % de fibray 2.5
% de cenizas. Las flores son comestibles y a partir de ellas se preparan

infusiones, a las cuales se atribuyen propiedades sedativas.

b :
Figura 4. Flor de colorin (Soto-Hernandez et al., 2012)%°.



2.3 Importancia socioecondémica y propiedades medicinales de las

flores de calabaza, cempasuchil y colorin

México es uno de los principales consumidores y exportadores de flores de
calabaza y cempasuchil. En el caso de la flor de calabaza y los calabacines es
dificil obtener datos de su superficie sembrada y volumen de produccion de
manera independiente, ya que los clasifican dentro de una misma categoria.
Ademas, aunque su cultivo esta extendido por todo el mundo, su produccién es en
pequefias parcelas y se destina para autoconsumo o mercados locales. De
acuerdo con la FAO durante el periodo de 1995-1998 hubo una produccion
mundial de calabaza de 13.53 mil toneladas anuales y los paises con mayor
produccion de calabaza son la India con 3 mil 300 toneladas, seguido por Chinay
México que ocupa el séptimo lugar a nivel mundial con 325 mil toneladas (SARH,
1998).

Por otra parte, la flor de cempasuchil es ampliamente utilizada en la industria
avicola, textil y farmacolégica®l. Esta flor tiene un amplio valor comercial debido a
que es una fuente natural de xantofilas (Figura 5) pertenecientes al grupo de los
carotenoides. Ademas debido a su gran contenido en carotenoides, sus extractos
son utilizados como aditivo para el alimento de los pollos, como antioxidantes en
células humanas, como aromatizantes en la industria de la perfumeria, en la
obtencion de resinas, con fines ornamentales, e incluso se han realizado
modificaciones genéticas de la planta para control de la maleza, como insecticida,
nematicida, larvicida, atrayente o repelente de insectos*?43, Con relacién a su
volumen de produccién, SAGARPA reportd en el afio 2015 una produccion de 12
mil toneladas de cempasuchil, 421 mil 775 manojos y mas de un millon 735 mil
plantas. También es importante mencionar que se destinan aproximadamente 607

ha para este cultivo cuyo valor econdmico se estima en mas de 68 millones de
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pesos. Debido a su importancia economica y nutricional, se ha modificado
genéticamente a fin de otorgarle mayor densidad de pétalos y darle una elevada

concentracion de pigmentos.

Respecto a la flor de colorin, esta se encuentra en los estados de Veracruz,
Hidalgo Morelos, Guerrero, Puebla y Oaxaca, y es muy utilizada como &rbol de
sombra, alimento para animales y como ornamental. También se consume como
alimento y como infusion, debido a sus propiedades antioxidantes ya que retardan
el proceso de oxidacion de lipidos y su actividad antimicrobiana!®. En la medicina
tradicional se emplea como laxante, diurético, expectorante, antiasmatico y anti-
malario. Los nativos de Ameérica del Sur utilizan extractos concentrados de estas
especies como venenos de flecha, como antidoto contra la estricnina o como un
hipnético, antiepiléptico y sedante®’. También, se ha observado que cuando el
extracto alcohdlico de semillas del colorin se suministrd6 a perros en diferentes
dosis se presenta un efecto similar que el de la tubocurarina. Adicionalmente, se
han reportado que los alcaloides presentes en esta flor y sus compuestos
fendlicos han sido usados como analgésicos y antiinflamatorios, que se pueden
emplear en la prevencién o tratamiento del cancer, osteoporosis, diabetes mellitus,

desordenes neurodegenerativos y cardiovasculares*>48,

2.4 Compuestos antioxidantes en flores comestibles

En la actualidad causa impacto entre los consumidores el denominado “mercado
de la salud” que cada dia se expande en el mundo*’. Los consumidores de este
grupo demandan alimentos funcionales, los cuales, se pueden describir como
productos alimenticios naturales o industrializados que forman parte de la dieta y
gue ademas, aportan nutrientes y otros componentes bioactivos al ser humano“°.

Los compuestos mas utilizados para funcionalizar a un alimento son la fibra, las
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vitaminas, los antioxidantes y los minerales. La incorporacion de antioxidantes en
un alimento o la conservacion de los que posee se han convertido en un tema de
interés, debido a que los antioxidantes son compuestos que inhiben o retrasan la
oxidacion de otras moléculas, evitando la propagacion de la reaccion de
oxidacion®t. Al respecto, Patthamakanokporn (2008)°° defini6 un antioxidante
dietético como una sustancia que forma parte de los alimentos de consumo
cotidiano y que puede prevenir los efectos adversos de las EROS sobre las
funciones fisiolégicas normales de los seres humanos. Esto explica porque los
antioxidantes se han utilizado principalmente para retardar la longevidad, la cual
parece aumentar proporcionalmente con los niveles de antioxidantes de la dieta y
con una reduccion caldrica, lo cual provoca una menor degradacion de las

mitocondrias, del metabolismo celular y del consumo de oxigeno.

Como parte del metabolismo de los seres humanos, el organismo dispone de una
serie de sistemas de defensa para protegerse de una excesiva produccion de
radicales libres. Estas defensas engloban tanto sistemas enddgenos que incluyen
compuestos y enzimas como glutation oxidasa y reductasa, catalasay superéxido
dismutasa (SOD), asi como, los exdgenos entre ellos la vitamina C, E y el 8
caroteno (Tabla 1). También participan minerales como el selenio, zinc, cobre y
manganeso Yy los fitoquimicos como el acido lipidico, resveratrol, catequinas y
compuestos fendlicos; que a través de diferentes reacciones transforman las

EROS o radicales libres, en moléculas menos perjudiciales®.

Los radicales oxidantes mejor conocidos como radicales libres son moléculas
inestables de alta energia con electrones desapareados en sus Orbitas exteriores,
que tienden a reaccionar con otros compuestos, en especial con los acidos grasos
poliinsaturados, esto, debido a que las moléculas estables tienen electrones en
parejas. Los radicales libres pueden encontrarse en el interior o en el exterior de
las células o incluso diseminados por todo el organismo, dafiando principalmente

el tejido conjuntivo, proteinas, enzimas, lipidos, membranas celulares, fibras de
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colageno, acido desoxirribonucleico (ADN) y &cido ribonucleico (ARN), entre otros.
Adicionalmente, estos compuestos también pueden ejercer dafio sobre los
leucocitos, favoreciendo con ello su activacion anémala. Nuestro organismo bajo
el curso normal de su metabolismo, produce radicales libres y aunque pueden ser
utilizados como armas para destruir virus y bacterias, lamentablemente cuando
son generados en cantidades excesivas, su energia extremadamente alta puede

dafiar los tejidos normales®2.

La mayor parte de las enfermedades que se presentan en la poblaciéon a nivel
mundial, tienen una gran relacion con deficiencias nutricionales y la accion de las
sustancias oxidantes en su patogénesis. De acuerdo con Nufiez (2011)%® se han
estudiado alrededor de 100 enfermedades y su relacion con el desbalance del
sistema oxidativo, entre ellas las enfermedades cardiovasculares, gastricas,
respiratorias, neuroldgicas, del sistema endocrino y el cancer. Dentro de estas
enfermedades, la oxidacién de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) y el
colesterol parecen representar la principal causa de la ateroesclerosis, ya que
pueden ser citotdxicas a las células endoteliales y bajar la motilidad del tejido
macréfago. Sin embargo, esta patologia puede ser retardada o disminuida a través
del consumo de vitamina E que es transportada por las LDL y el colesterol. En el
caso de la diabetes los posibles mecanismos de los antioxidantes se relacionan
con la inhibicion de la digestién de los carbohidratos en el intestino, principalmente
la glucosa, de la cual también se modula su liberacion por el higado. Los
antioxidantes podrian también estimular la secrecion de insulina en el pancreas y
activar los receptores de la misma y de alguna manera activar la recaptura de

glucosa en el tejido blanco para la hormona.

Respecto al cancer se ha reportado que los radicales libres afectan el ADN
ocasionando mutaciones, que en su momento se transforman en células
cancerosas. En el caso del cadncer de mama, aumenta la evidencia de que esta

enfermedad se asocia con los genotipos humanos mas susceptibles al dafio por el
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estrés oxidativo, sin embargo, su incidencia y severidad puede modificarse a
través del consumo de frutas, vegetales y flores comestibles como una alternativa.
De igual manera en algunas zonas del cerebro ocurre la disminucién de metales
de transicion (Fe*?> — Fe*3) propias del efecto oxidativo, asi como el metabolismo
de la ruta del glutation, lo cual agrava las enfermedades neurodegenerativas como
el Parkinson, Alzheimer u otras del sistema neuroldgico y los antioxidantes pueden
neutralizar el exceso de radicales libres durante la actividad oxidativa del
organismo, reduciendo con ello la severidad de estos padecimientos®.

Tabla 1. Antioxidantes enddgenos y exdégenos producidos por los seres humanos.

Origen Antioxidante Accion

Exdégenos
Vitamina E Neutraliza al oxigeno singlete

Captura radicales libres hidroxilo

Vitamina C Neutraliza peréxidos
Beta-carotenos Neutraliza el oxigeno singlete
Flavonoides Captura Oz
Licopenos Regenera a la forma oxidada de la
vitamina E
Endbgenos
Enzimaticos Cofactor

Superoxido dismutasa (SOD  Cobre,sodio,manganeso
Catalasa (CAT) Hierro

Glutation peroxidasa (GPx) Selenio

No enziméaticos

Glutation Barrera fisiologica
Coenzima Q Transportadores de metales
Acido Tioctico (Transferrina y Ceruloplasmina)

Fuente: Venéreo (2002)°.
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La flor de calabaza es una fuente de carotenoides como fue demostrado por
Seroczynska (2006) ,°° quien reporté un contenido de 18.8 mg-100g?y de 13.4
mg-100 g para el B-caroteno en flores de flor de calabaza (Cucurbita maxima), el
cual fue superior al que se cuantificé en la pulpa de la calabaza (8.9 y 6.1 mg
100g* para carotenoides totales y B -caroteno, respectivamente).
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Figura 5. Estructura de algunos carotenoides ciclicos y aciclicos presentes en

flores de cempasuchil (Del Villar-Martinez, 2007)3°.

Una composicion diferente de antioxidantes se observo en la flor de cempasuchil.
Sobre el tema, Rivera (2011)%¢ reporté que los principales pigmentos (xantofilas)
de la flor de cempasuchil eran la luteina (64.1%), anteraxantina (31.1%) y
criptoxantina (3.5%) y los carotenos (0.4%) como el a-caroteno y [-caroteno
(Tabla 2). A nivel comercial, estos pigmentos se extraen con disolventes
organicos, los cuales forman oleorresinas que al ser saponificadas pueden liberar

xantofilas®”42,
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Tabla 2. Pigmentos antioxidantes predominantes en la flor de cempasuchil

Pigmentos Contenido (%)
Luteina 64.1
Anteroxantina 31.1
Criptoxantina 3.5
Carotenos By a 0.4

Fuente: Rivera (2011)%6.

Adicionalmente, estos pigmentos antioxidantes se utilizan en el tratamiento de
enfermedades cronico degenerativas. Por ejemplo, la luteina se le ha asociado
con la prevencion de enfermedades oculares que se presentan a medida que
avanza la edad de las personas, como son las cataratas. Igualmente, Pettersson
(1995)%8 reporté que la luteina también participa en el transporte de tiroxina y
retinol al combinarse con la proteina transtiretina. Otro de los antioxidantes que
destaca en la flor de cempasuchil son los carotenoides (Figura 6), los cuales
actian como precursores de la vitamina A, siendo mas activos los que tienen una

configuracion trans respecto a la configuracion cis®°.
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Figura 6. Esquema que ilustra la participacion de los carotenoides como

-

precursores de la vitamina A (del Villar-Martinez, 2007)%.

Finalmente en la flor de colorin estan presentes alcaloides isoquinolinicos tales
como la B-erythroidina (Figura 7) y su mas potente derivado, la dihidro-f-
erythroidina, que presenta actividad curariforme. También, presenta compuestos
como flavonoides, isoflavonoides, lecitinas y saponinas. Evans (1993)%° y Garcia
(2011)%* informaron que asociado con la presencia de alcaloides se ha reportado
que el colorin exhibe actividad de bloqueo neuromuscular, propiedades sedativas,

hipnéticas y analgésicas.
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Figura 7. Erythroidina alcaloide no aromatico (Soto-Hernandez et al., 2012)39,

Ademas de los compuestos antes mencionados, las flores comestibles contienen
compuestos fendlicos, los cuales se detallardn en el siguiente apartado. Martinez-
Valverde et al. (2000)*® mencionaron que los compuestos fendlicos son
considerados metabolitos secundarios de las plantas y existen mas de 8000
compuestos distintos que estan relacionados con la calidad sensorial y
pigmentaciobn de los alimentos de origen vegetal. Ademés, actian como
metabolitos esenciales para el crecimiento y reproduccion de las plantas y

protegen al organismo del dafio producido por agentes oxidantes
2.4.1 Fenoles totales

Los compuestos fendlicos tienen un anillo de benceno con uno 0 mas grupos
hidroxilo y sus propiedades antioxidantes se deben a que estos pueden unirse a
polimeros biolégicos, tales como enzimas transportadores de hormonas y ADN,
ademas, son capaces de quelar iones metdlicos (Fe?, Cu?, Zn%), catalizar el
transporte de electrones y depurar radicales libres*®. Estas propiedades le han
conferido a los fendlicos, efectos protectores en patologias tales como diabetes

mellitus, cancer, cardiopatias, ulcera estomacal y duodenal, posee acciones
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antivirales y antialérgicas, asi como propiedades anti-trombdticas y anti-
inflamatorias®. Es importante mencionar que los seres humanos no pueden
producir estas sustancias quimicas protectoras, por lo que deben asimilarlas a

partir de la ingesta de alimentos®?.

Los compuestos fendlicos se clasifican en 5 grupos: 1) acidos fendlicos y acidos
fenil acéticos tales como el galico y vainillico, que son abundantes en las plantas
superiores y los helechos, 2) acidos cinamicos, como el cafeico y ferdulico, los
cuales se encuentran presentes en forma de derivados; por ejemplo, el acido
cafeico se encuentra esterificado con el acido quinico y cumarinas e isocumarinas
gue se encuentran generalmente en forma de glucésidos, 3) lignanos y
neolignanos que son metabolitos de bajo peso molecular formados por el
acoplamiento oxidativo de unidades de hidroxi fenilpropano, los cuales se unen
mediante puentes de hidrogeno, 4) flavonoides, que son moléculas que comparten
el esqueleto de los difenilpiranos formado por dos anillos benceno unidos a través
de un anillo pirona, siendo esta estructura basica la que permite una multitud de
sustituciones y variaciones dando lugar a flavonoles, flavona, flavononas,
flavonoles (Figura 8), isoflavonas, catequinas y chalconas, y 5) taninos
hidrolizables y no hidrolizables y esterificados de forma parcial o total con el 4cido

galico o con el 4cido hexahidréxidifenico formando galatoninas y elagitaninos®?.

A pesar de la amplia clasificacién de los compuestos fendlicos, destaca el grupo
de los flavonoides. Esto se debe no solo a que son uno de los compuestos
presentes en las flores de calabaza, cempasuchil y colorin, sino porque son
importantes por su contribucién en la salud y por su efecto protector en el

tratamiento de enfermedades crénico degenerativas*®-!,
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2.4.2 Flavonoides totales

Los flavonoides son pigmentos naturales de color amarillo al rojo y se localizan en
cloroplastos y cromoplastos, por lo que participan en el proceso de fotosintesis,
durante el cual catalizan el transporte de electrones. Ademas, estos compuestos
controlan los niveles de auxinas, que son hormonas que regulan el crecimiento y
la diferenciacion celular de las plantas. Poseen actividad anti fingica y bactericida,
y al conferir coloracién a las plantas, pueden contribuir a los fenbmenos de

polinizacion.

Los flavonoides se sintetizan a partir de los aminoacidos fenilalanina y tirosina y
estdn ampliamente distribuidos en las plantas, frutas, flores y alimentos
procesados®® como se muestra en la Tabla 3. Estos son compuestos de bajo peso
molecular que pertenecen al grupo méas importante dentro de los fendlicos. Su
estructura quimica incluye un esqueleto comun de difenilpiranos (C6-C3-C6),
compuesto por dos anillos de fenilos (A y B) ligados a través de un anillo C de
pirano (heterociclico) y sus propiedades antioxidantes dependen de las
propiedades redox de sus grupos hidroxifendlicos y de la relacion estructural entre
las diferentes partes de la estructura quimica®®. Por sus caracteristicas
estructurales se clasifican en flavanos, flavonas, flavonoles y antocianinas (Figura

9), los cuales se unen a azucares como la D- galactosa.

De acuerdo con Martinez-Valverde et al. (2000)*° se recomienda una ingesta de 1
g de compuestos fendlicos de los cuales 100 mg deben corresponder a flavonas,
flavonoles y agliconas, de acuerdo a un estudio realizado con consumidores
estadounidenses. Asi mismo, en el Reino Unido se sugirid el consumo de té como

una de las principales fuentes de flavonoides en los adultos.
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Tabla 3. Flavonoides que se obtienen de la dieta

Compuestos Alimentos

Flavonoides Vegetales, vino, frutas, té

Acidos cinamicos y sus Café, frutas, té, cereza

derivados

Cumarinas Aceite de oliva, avena, especias

Chalconas Frutas, vegetales coloreados, té, aceites
comestibles

Taninos hidrolizables Té, café vino

Fuente: Martinez-Valverde et al., (2000)*°.

Ademas, los flavonoides poseen efectos protectores en patologias como diabetes
mellitus, céncer, cardiopatias y procesos inflamatorios regulados por la
interleucina-8, mediador del piruvato mitocondrial uno y moléculas de adhesién
intracelular, al prevenir la sobrerregulacion de estos mediadores a través de la
citocina, factor de necrosis tumoral a2, En estudios in vitro se ha demostrado
qgue los flavonoides poseen efectos antimutagénicos y anticarcinogénicos, esto
ocurre por la presencia de quercetina que es capaz de inhibir la activacion de las
células estrelladas asi como la produccion de éxido nitrico, alterando las vias de
expresion de proteinas celulares como la 6xido nitrico sintetasa. Ademas, se ha
comprobado su potente capacidad de inhibir la oxidacion de LDL y reducir la
citotoxicidad de las LDL oxidadas. Martinez-Flérez et al. (2002)%? reportaron que
especificamente el flavonoide quercetina que es uno de los mas abundantes en la
naturaleza y con mayor actividad biol6gica, actia como antineoplasicos,
cardioténicos y antiulcéricos. Ademas, inhibe las células cancerigenas en colon,

glandula mamaria, ovario y en la region gastrointestinal.
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Figura 8.Estructura basica y tipos de flavonoides (Martinez-Florez et al., 2002)¢?
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2.4.2.1 Caracteristicas de los flavonoles como flavonoides mayoritarios

en flores de calabaza, cempasuchil y colorin

Existen tres caracteristicas principales que van a determinar la funcion
antioxidante de los flavonoides. La primera, es la presencia de la estructura
catecol u orto-hidroxi en el anillo B, la segunda, es la presencia de un enlace doble
en la posicion 2,3 y por ultimo la presencia de grupos hidroxilo en la posicion 3 'y
520,

Por otra parte, los flavonoles se caracterizan por tener el grupo carbonilo en
posicion 4 y un grupo —OH en posicion 3 del anillo C, en esta categoria se
encuentra la quercetina, miricetina, rutina y lucenina que estan presentes en
diferentes flores, frutas, verduras y semillas. Estos flavonoides actian como
antineoplasicos segun lo reportado por Vicente-Vicente (2013)%. Particularmente,
la miricetina posee propiedades antiinflamatorias y accién neuroprotectora en
ensayos in vitro e in vivo®l. Ademas la miricetina y el glucésido de miricetina tienen
la propiedad de disminuir las LDL permitiendo que los macréfagos tengan una
mejor absorcion. De acuerdo con estas propiedades, Estrada-Reyes et al. (2012)%4
informaron que el consumo de miricetina se puede asociar con menores tasas de
cancer de prostata de acuerdo con un estudio realizado con poblacion de
Finlandia.

El efecto benéfico del consumo de flavonoides a partir de flores ya ha sido
reportado por autores como Yi-Zhong (2005)8” quien identific6 quercetina en
extractos de rosa (Rosa chinensis). La presencia de este compuesto permitié
explicar las propiedades de este extracto como un potente inhibidor de a-
prostaglandina, anti-inflamatorio y hemostéatico. Del mismo modo, Li et al. (2011)68
reportaron que para pasiflora (Passiflora edulis) se han identificado varios

flavonoides, de manera que el extracto de esta planta posee un efecto sedante o
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bien un efecto ansiolitico en un modelo murino, administrando una dosis de 300 a
400 mg-kg™.

2.4.2.2 Cromatografia de liquidos como técnica para la identificacion

de flavonoides

Las técnicas comatograficas en papel, en capa fina y de alta resolucion (HPLC),
entre otras han permitido la separacion aislamiento, purificacion e identificacién de
compuestos fendlicos y otros metabolitos no volatiles en los alimentos y productos
hortofruticolas®%°.

La primera técnica cromatografica fue ideada por el botanico ruso Mikhail Tswett
en 1906, quien utilizé alimina para separar los pigmentos coloreados de las hojas
de las plantas. Se han propuesto muchas teorias con complejos modelos
matematicos para explicar el comportamiento de los solutos en las columnas

cromatograficas.

Desde el primer cromatégrafo de Tswett hasta los cromatégrafos actuales se
siguen utilizando los mismos fundamentos de la técnica, que consisten en una
columna cromatogréfica formada por un tubo de metal o vidrio que se llena con un
sélido activo (adsorbente). Después la mezcla a separar es inyectada y
posteriormente eluida con un disolvente o revelador. La serie de resultados
obtenidos se denomina cromatograma o bien cuando el agente a detectar se trata
con un agente quimico para formar un color, se dice que la placa cromatogréafica
esta siendo revelada. La combinacion del disolvente, la muestra de interés y el
adsorbente son llamados sistemas cromatograficos. Cada sistema cromatogréafico
estd compuesto por una fase movil (solvente) y una fase estacionaria (la columna).
Si los componentes de la mezcla son analizados cuantitativamente, recibe el
nombre de evaluacion o cuantificacion. Si el soluto es separado del adsorbente

por lavado antes del analisis, entonces se le llama elucion y al agente a ser

24



analizado se le llama eluyente, al liquido que sale de la columna se le nombra

efluente.

La cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) ha sido ampliamente utilizada
para la separacion de flavonoides segun lo reportado por Navarro-Gonzélez
(2012)*° quienes determinaron la presencia de gallotaninos, hexésido de miricetina
y miricetina en la flor de cempasuchil. Del mismo modo Soto-Hernandez (2012)3°
en la flor de colorin, hojas, semillas y raices, detectaron alcaloides, flavonoides e
isoflavonas  como la erypoegenina con propiedades antimicoticas y
antibacterianas. También Alfaro et al. (2018)* mediante cromatografia en capa
fina encontraron los flavonoides rutina y quercetina en la flor de manzanilla

(Matricaria Chamomilla).

2.5 Métodos para medir la capacidad antioxidante

Los métodos para determinar la actividad antioxidante de un alimento se basan en
comprobar como un agente oxidante induce dafio oxidativo a un sustrato oxidable
en presencia de un antioxidante. La inhibicion del dafio oxidativo es proporcional a
la actividad antioxidante del compuesto o la muestra’. Los distintos métodos
difieren en el la cuantificacién del agente oxidante, en el sustrato empleado, en la
técnica instrumental utilizada y en las posibles interacciones de la muestra con el
medio de reaccion. Algunas de las técnicas utilizadas para cuantificar la actividad
antioxidante son la capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC), el
poder antioxidante reductor del hierro (FRAP) y la actividad antioxidante total
utilizando el radical ABTS** (Acido2, 2 -azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6-
sulfonico)) o por el radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo), entre otras’.
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El ORAC es un método basado en la capacidad de captacién de radicales peroxilo
(ensayo de la deoxiribosa) y en la capacidad de absorcion de radicales de
oxigeno. Esta técnica usa como diana a una proteina llamada ficoeritrina, que por
su sensibilidad permite evaluar las etapas iniciales de un proceso de oxidacion.
Este método consiste en medir la pérdida de fluorescencia de la muestra por
efecto de la oxidacion del radical peroxilo, ya que la presencia de antioxidantes
retrasa el descenso de la fluorescencia, con lo cual es posible calcular la

capacidad antioxidante de la muestra®?.

FRAP se basa en la capacidad de reduccion férrica, esta metodologia consiste en
medir el incremento en la absorbancia de una muestra a 593 nm cuando el
complejo TPTZ-Fe*3 (Trotripiridiltriazina) se reduce a TPTZ-Fe*?, observandose
una coloracion azul™. De esta forma, la capacidad antioxidante que presentan los
extractos de diferentes frutas, flores y vegetales se mide como la capacidad
reductora del extracto. A través de esta técnica es posible evaluar la actividad
antioxidante en muestras que contienen acido ascorbico (vitamina C), a-tocoferol
(vitamina E), &cido urico, bilirrubina y compuestos polifendlicos como catequinas y

otros flavonoides.

El radical ABTS** (Acido 2, 2"-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfonico)) se
basa en la captacion de distintos radicales libres generados a partir de ciertas
moléculas organicas. La generacion del radical ABTS** constituye la base de uno
de los métodos espectrofométricos que han sido aplicados para medir la actividad
antioxidante total de soluciones o sustancias puras y mezclas acuosas. El ensayo
original de ABTS** se basa en la activacion de la metil-mioglobina con peréxido de
hidrogeno en presencia de ABTS para producir un radical cationico. Cuando este
radical libre se encuentra en presencia de un antioxidante, ocurre una reduccion
del radical ferril-mioglobina, observandose una decoloracion de la solucion que
contiene el radical libre. Para la cuantificacion del contenido antioxidante de una

muestra se utiliza una curva de calibracibn de Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-
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tetrametilcromo-2-4cido carboxilico), el cual es un anélogo de la vitamina E y es
soluble en agua y la capacidad antioxidante es expresada como equivalentes al

Trolox’>76,

El método que utiliza el radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) fue propuesto
por Blois (1958), quien demostré por primera vez la capacidad del radical libre
DPPH?* para aceptar un atomo de hidrégeno (H®) proveniente de una molécula de
cisteina. La molécula (DPPH?*) es conocida como un radical libre estable debido a
la deslocalizacion de un electron desapareado (lo cual intensifica el color violeta
tipico del radical) sobre la molécula completa, por lo cual la molécula radical no se
dimeriza, como es el caso de la mayoria de los radicales libres. Cuando la
solucion de DPPH reacciona con el sustrato antioxidante, se neutraliza su
propiedad de radical libre (Figura 10) y el color violeta se desvanece pasando a un
color amarillo’”-78. El cambio de color es monitoreado espectrofotométricamente a
517 nm después de 20 a 30 minutos de incubacién’®. Una inhibicién de por lo
menos 50 % de la concentracibn de DPPH representa una buena actividad

antioxidante en una muestra.

N02 NOZ
H
/ -/
0, N—N tAH—> 0 N—N + A
NO, NO,
1,1 difenil-2-picrilhidrazilo (radical libre) 1,1 difenil- 2- picrilhidrazilo (no radical)
Morado Amarillo

Figura 9 . Estructura del DPPH antes y después de la reaccion con el antioxidante
(Alam et al., 2012)".
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Wanga et al. (2016)%! usaron el radical ABTS* y la técnica de ORAC para evaluar
la actividad antioxidante de extractos acuosos de flores comestibles.
Adicionalmente, estos autores evaluaron los efectos antioxidantes en las células
endoteliales microvasculares cardiacas de rata tratadas con hipoxia-reoxigenacion
e hiperlipidemia inducidas por una dieta alta en grasas. Estos hallazgos brindaron
apoyo cientifico para seleccionar flores comestibles como fuente de antioxidantes
naturales y tratamientos preventivos para enfermedades relacionadas con el
estrés oxidativo. Del mismo modo Mosbah et al. (2018)8° evaluaron la capacidad
antioxidante de la flor comestible Rhaponticum acaule por ABTS™* y con ello
explicaron la reduccion de los niveles de acido Urico, glucosa y absorcion de las
grasas, en consecuencia se previene la obesidad. También Araiza (2017)8!
determind las caracteristicas bioquimicas, fitoquimicas y antioxidantes de los
calices de jamaica (Hibiscus sabdariffa) los cuales han sido utilizados para reducir

la hipertension arterial y el colesterol.

2.6 Las tinturas como meétodo de conservacion de compuestos

antioxidantes de las flores comestibles

La medicina verde, que consiste en el empleo de las plantas medicinales para el
tratamiento de numerosas enfermedades, a pesar de ser muy antigua y de
transmitirse de generacién en generacion, no sobresale por su uso. No obstante,
esta constituye no solo el rescate de un rico acervo cultural, sino también una
alternativa para el tratamiento de enfermedades, motivo por el cual, en la
actualidad esta alternativa médica es objeto de investigacion cientifica, para

garantizar la eficacia terapéutica e inocuidad de las mismas8213,

Al respecto, la Organizacién Mundial de la Salud esta interesada en fomentar el

uso apropiado, seguro y eficaz de la medicina tradicional y complementaria. En
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este sentido las tinturas que se definen como un conjunto de sistemas
terapéuticos, los cuales se preparan a partir de compuestos de tipo mineral,
vegetal, animal, o productos de sintesis quimica y exudados biolégicos con fines
curativos o benéficos a la salud, representan una alternativa para la conservacion

de los compuestos bioactivos procedentes de las plantas'?.

Las tinturas se pueden extraer a través de diversas técnicas segun lo reportado
por autores como Azuola (2007)% y Bermejo (2014)2 quienes emplearon una
extraccion asistida por ultrasonido, con el fin de extraer el compuesto de interés en
un material vegetal. Esto es posible debido a que las particulas vibran y se
aceleran ante la accion ultrasonica. De acuerdo con los autores, este método
permite la obtencién de tinturas con buenos rendimientos y su composicion
fitoquimica es muy similar a la obtenida por los métodos tradicionales, tales como
la maceracion y percolacion. Ademas, los autores reportaron que durante 6 meses
se mantuvo la composicion inicial de la tintura, lo cual constituye una garantia para
su empleo terapéutico y como formulacion farmacéutical®. Del mismo modo,
Mufioz (2015)%* report6 que los extractos hidroalcohélicos de caléndula se pueden
consumir de manera segura y poseen quercetina, que es un flavonoide importante

por sus efectos benéficos en la salud.

3. JUSTIFICACION

En la actualidad es reducida la informacion sobre la composicion de las tinturas
obtenidas a partir de flores comestibles, sobre todo de aquellas que son
endémicas del pais. Lo cual resulta importante, ya que las enfermedades cronico
degenerativas en los ultimos afios han afectado a gran parte de la poblacion y su
incidencia incrementa con el paso del tiempo. Diversas investigaciones han
demostrado que el consumo de antioxidantes, contribuye en el tratamiento y

prevencion de estas enfermedades. En este sentido las flores comestibles por su
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composicién de antioxidantes, representan una alternativa de bajo costo para el
tratamiento de estas.

4. OBJETIVOS

4.1 General

Evaluar el perfil antioxidante de los pétalos de la flor de calabaza, cempasuchil y
colorin no tratadas térmicamente y deshidratas, asi como, la estabilidad de estos

compuestos en las tinturas elaboradas a partir de estas flores.

4.2 Especificos

e Cuantificar el contenido de agua en pétalos de flores no tratadas
térmicamente y deshidratadas.

e Caracterizar el contenido de fenoles y flavonoides totales y la capacidad
antioxidante de los pétalos de la flor de calabaza, cempasuchil y colorin no
tratadas térmicamente y deshidratadas.

e Elaborar y evaluar la estabilidad de los compuestos antioxidantes de las
tinturas obtenidas de los pétalos de flores de calabaza, cempasuchil y
colorin no tratadas térmicamente y deshidratadas.

e Identificar y cuantificar por HPLC los flavonoides mayoritarios presentes en
tinturas elaboradas con los pétalos de flor de calabaza, cempasuchil y

colorin no tratadas térmicamente.
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5. HIPOTESIS

Los pétalos de las flores de calabaza, cempasuchil y colorin presentaran altas
concentraciones de compuestos antioxidantes y las tinturas elaboradas a partir de

estas conservaran su capacidad antioxidante durante su almacenamiento.

6. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

6.1 Manejo del experimento

Las flores se cultivaron de manera organica en Yautepec, Morelos (18°53’ N de
latitud, 99°04' O de longitud, 1210 msnm). La flor de calabaza y cempasuchil se
recolectaron a mediados del mes de Octubre del 2017, mientras que, la flor de
colorin se recolecté en el mes de Marzo del 2018. Las flores se trasladaron al
laboratorio de Tecnologia Postcosecha de Productos Agricolas, ubicado en el
Centro de Desarrollo de Productos Bi6ticos del Instituto Politécnico Nacional y se
separaron los pétalos de las flores. Estos se lavaron y desinfectaron utilizando una
solucién de agua clorada a 200 ppm por 3 min (Anexo 1). Se obtuvieron tres lotes,
uno por cada flor y se almacenaron a -60 °C. Cada lote contenia 150 g de pétalos,
de los cuales 75 g se deshidrataron a 28°C y los otros 75g se analizaron como
pétalos de flores NTT. De cada 75 g se obtuvieron 3 unidades experimentales que

representan las repeticiones, con 25 g cada una de ellas.
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6.2 Contenido de agua en flores de calabaza, cempasuchil y colorin

Con el objetivo de utilizar la misma cantidad de pétalos de flores NTT y
deshidratadas, se cuantificO el contenido de agua de las muestras como una
diferencia entre el peso inicial y el peso alcanzado después de secar el material a
28 °C en un horno de conveccion (Olg-Cientifica, México) de acuerdo con el
método propuesto por Coba (2010)%.

6.3 Compuestos antioxidantes en los pétalos de la flor de calabaza,

cempasuchil y colorin

6.3.1 Fenoles totales

2 g de pétalos de flor de calabaza, cempasuchil y colorin, NTT y deshidratada, se
maceraron con 5 mL de una solucién de metanol al 80%. El homogeneizado se
centrifugé (Labnet 24 D, USA) a 8000 rpm durante 10 min y se recuper6 el
sobrenadante como fuente de compuestos fendlicos. La reaccién consistio en
colocar 20 pL del sobrenadante, 250 uL del reactivo de Folin- Ciocalteau (Hycel.,
México), 750 pL de carbonato de sodio al 20 % y 3980 puL de agua destilada hasta
obtener un volumen final de 5 mL®.. La mezcla se dejé en reposo durante 2 h en
obscuridad y a temperatura ambiente. Posteriormente, se midié la absorbancia a
760 nm con un espectrofotdmetro Genesys 10S (Thermo scientific, USA). El
contenido de fenoles totales se expresé como mg de equivalentes de acido gélico
(10-1000 pL de EAG).
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6.3.2 Flavonoides totales

2 g de los pétalos de la flor (calabaza, cempasuchil y colorin) NTT y deshidratada,
se maceraron con 5 mL de una solucién de metanol al 80%. El homogeneizado se
centrifugé a 8000 rpm durante 12 min. Posteriormente, se utilizaron 1.5 mL de
sobrenadante que reaccionaron con 1.5 mL de AICI3 y después de 30 min se leyo
la absorbancia de la muestra a 430 nm con un espectrofotometro Genesys 10S
(Thermo scientific, USA). El contenido de flavonoides se cuantifico utilizando una
curva estandar de quercetina (20-110 pg quercetina) de acuerdo con la
metodologia de Chougui et al. (2013)%.

6.3.3 Capacidad antioxidante

Se llevé a cabo siguiendo la metodologia de Sanchez-Moreno (1998). Para ello,
previamente se prepar6 la solucién stock de 2.2-diphenyl-1-picrylhydrazyl a 133
UM (DPPH, Sigma-Aldrich, USA)®. Mientras que la preparacién de la muestra
consistid6 en pesar 1 g de pétalos de flor NTT y deshidratada, los cuales se
utilizaron en diferentes cantidades, siendo 0.109 g para los pétalos de flor de
calabaza, 0.0175 g para la de cempasuchil y 1.148 g para la de colorin. Las
muestras se maceraron con 5 mL de metanol y la mezcla resultante se centrifugo
(Labnet 24 D, USA) durante 10 minutos a 8000 rpm. De cada muestra se utilizaron
250 pL de sobrenadante que se mezclaron con 750 yL de DPPH. La mezcla se
dej6 incubar por 30 min en la obscuridad. El porcentaje de reduccién de DPPH, se
determind espectrofotométricamente a 517 nm (Thermo Scientific, USA) a partir
de la siguiente ecuacion:
% de reduccion de DPPH =

(Absorbancia del blanco ) — (Absorbancia de la muestra) X 100 Ecuacion 1

(Absorbancia del blanco)

33



6.4 Elaboracion de tinturas

Se pesaron 25 g de pétalos de flor de calabaza, cempasuchil o colorin NTT y
1.359 g de pétalos de flor de calabaza, 0.8829 g de pétalos de flor de cempasuchil
y 0.755 g de pétalos de flor de colorin como materiales deshidratados. Los pétalos
de la flor de calabaza y colorin (4-5 mm) se colocaron en frascos de 250 mL que
contenian 125 mL de alcohol de cafia o etanol potable (Milab, México). Mientras
que para los pétalos de flor de cempasuchil, se utilizaron 300 mL de etanol
potable. Las flores permanecieron dentro del etanol potable por una semana y
posteriormente se filtraron para retirar el material vegetal obteniéndose la tintura,
la cual se pasteurizO a 65°C por 20 min. Posteriormente, las tinturas se
almacenaron a 28 + 2°C y su contenido de antioxidantes se evalu6 a los 0, 15, 30,
45, 60, 75, 90, 105,135, 150, 165, 180, 210, 240 y 270 dias de almacenamiento.

6.5 Evaluacion del contenido de compuestos antioxidantes en las

tinturas

6.5.1 Fenoles totales

150 uL de la tintura de los pétalos de flor de calabaza, cempasuchil o colorin se
mezclaron con 3.85 mL de agua destilada, 250 pL Folin- Ciocalteau (Hycel,
México) y 750 pL de carbonato de sodio al 20%. La mezcla se dejo reaccionar
durante 2 h en obscuridad a temperatura ambiente. La absorbancia se midié a 760
nm con un espectrofotometro Genesys 10S (Thermo scientific, USA). La
concentracion de los compuestos fendlicos se expresé en mg de equivalentes de
acido galico (EAG)?’, de acuerdo con la curva estandar reportada en el apartado
5.3.1.
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6.5.2 Flavonoides totales

1.5 mL de tinturas se tomaron y se adicionaron a 1.5 mL de solucion de AICls,
dejandose reposar la mezcla durante 30 min y se leyo a una absorbancia de 430
nm. El contenido de flavonoides se cuantifico utlizando la curva estandar

reportada en el apartado 5.3.2.

6.5.3 Capacidad antioxidante

La cuantificacién de la capacidad antioxidante se llevé a cabo en acuerdo con lo
descrito en la seccion 5.3.3, para ello se tomaron 250puL de las tinturas ajustadas a
una concentracién de 33.125 ppm y se agregaron a 750uL de DPPH, dejandose
reposar la mezcla por 30 minutos en la obscuridad y posteriormente se midié la

muestra a 517 nm.

6.6 Aislamiento y caracterizacion por cromatografia en capa fina de
flavonoides mayoritarios en tinturas de los pétalos de flor NTT de

calabaza, cempasuchil y colorin

Para llevar a cabo la purificacion y cuantificacion de flavonoides por cromatografia
en las tinturas se utilizaron las mismas proporciones de muestra/etanol del ensayo
descrito en el apartado 5.4. Las tinturas se elaboraron Unicamente con pétalos de
flores NTT de la siguiente manera: a) tintura de flor de calabaza, 75 g de pétalos
de flor + 0.375 L de etanol potable, b) tintura de flor de cempasuchil, 0.5 kg de
pétalos + 6 L de etanol potable y c) tintura de flor de colorin NTT, 15.7 g de

pétalos + 0.0785 L de etanol potable. Posteriormente, la mezcla se filtr6 y se
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recuperd el extracto liquido y el disolvente se eliminé mediante un proceso de
destilacion a presion reducida en un rotaevaporador (Bichi R 300) a 40 °C
generando 4.4 g a partir del extracto etandlico de la flor de calabaza, 11.624 g

para flor de cempasuchil y 4.4 g para la flor de colorin.

2 g de cada extracto se separaron mediante un proceso de cromatografia en
columna abierta utilizando gel de silica de fase reversa (C-18) como fase
estacionaria y un sistema de gradiente agua/acetonitriilo como fase moévil. Se
utilizé una columna de vidrio (400x22 mm) que fue empacada con silica gel 60 F2s4
(Merck, silica gel 60 RP-18 F2s4 S) (Merck, USA) que se estabilizé6 con metanol (50
mL) hasta obtener una columna homogénea. Posteriormente, la columna se
estabilizé con agua (100 mL) y se adiciond la muestra previamente adsorbida en
una mezcla de silica gel 60 Fzs4 y silica de fase reversa (2 g). La separacion se
inici6 eluyendo las muestras con 25 mL del disolvente mas polar (agua) con
cambios de polaridad descendente (cada 5 fracciones se incrementd la

concentracion de acetonitrilo); del 5 al 50%.

Todas las fracciones recuperadas se analizaron por cromatografia en capa fina y
HPLC. Las placas cromatogréaficas de silica gel 60 F2s4 (10x5cm), se eluyeron con
una fase moévil de agua: acetonitrilo (70:30) y se revelaron con el reactivo de
productos naturales conocido como polietilenglicol. Las muestras que presentaron
flavonoides mostraron un color amarillo-naranja en la placa. Por otra parte las
fracciones que contenian flavonoides (cromatografia en placa) se evaluaron en un
HPLC, utilizando estandares comerciales de rutina, miricetina, glucésido de
quercetina, quercetina, kampferol y lucenina (Sigma-Aldrich, USA), para su

identificacion y cuantificacion (Wagner et al., 1996)88,
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6.6.1 Cuantificacion de los flavonoides identificados por HPLC

Las fracciones que se identificaron con presencia de flavonoides se inyectaron en
un HPLC para su identificacion y cuantificacion. La extraccion se realiz6 siguiendo
el método propuesto por Hertog et al (1992)%°. El andlisis cromatogréfico se realizd
en un sistema de modulo de separacion Waters 2695 equipado con un detector de
matriz de fotodiodos 996 de Waters y un software de empoderamiento Pro (Waters
Corporation, USA). La separacion quimica se logré utilizando una columna LC-F
Supelcosil de 4,6 mm x 250 mm de diametro interno, 5 um de tamafio de particula
(Sigma-Aldrich, USA). La fase movil consisti6 en 0.5 % de solucion acuosa de
acido trifluoroacético como disolvente A, (Sigma Aldrich, USA) y acetonitrilo como
disolvente B (BDH chemicals, USA). El sistema de gradiente fue el siguiente: 0-1
min, 0 % B; 2-4 min, 10 % B, 5-7 min, 20 % B; 8-14 min, 30 % B; 15-18 min, 40 %
B; 19-22 min, 80 % B; 23-26 min, 100 % B; 27-28 min, 0 % B. Las condiciones
iniciales de flujo (0 % B, 0,9 mL/min) se mantuvieron durante 29-30 min. El

volumen de la inyeccién fue de 10 pL.

6.6.2 Curvas de calibracion para cuantificacion de flavonoides por
HPLC

Para la cuantificacion de los flavonoides se realizaron curvas de calibracion de
cada uno de los compuestos. Para ello se adquirieron estdndares comerciales y se
utilizé el area bajo la curva de cada pico para calcular la concentracion del analito
de interés. Los compuestos evaluados fueron: a) rutina y glucésido de quercetina
en concentraciones de 6.25-100 pug-mL*%, b) miricetina y glucésido de miricetina a
concentraciones 15.625-400 pg-mL*, y ¢) lucenina de 6.25-400 pg-mL* (Anexo 2).
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6.6.3 Analisis Estadistico

Los datos se analizaron por triplicado a través de un analisis de varianza (ANOVA)
y la prueba de medias de Tukey (p< 0.05) utilizando el paquete estadistico
Infostat, 2018.

7. RESULTADOS

7.1 Cuantificacién del contenido de agua en pétalos de flores no

tratadas térmicamente y deshidratadas

El contenido de agua de los pétalos las flores analizadas oscilé en un rango de 91-
96%, siendo la de colorin la que mostr6 un menor contenido de agua. En
consecuencia, su contenido de materia seca fue alto comparado con las flores

restantes (Tabla 4).

Tabla 4. Contenido de agua de pétalos de flor de calabaza, cempasuchil y colorin

NTT y deshidratada.
Pétalos de flor Pétalos de flor _
_ _ Contenido de agua
Material vegetal NTT deshidratada %
0

(9) (9
Flor de calabaza 25 +04 1.1+0.1% 95.5+0.44 A
Flor de cempasuchil 2504 1.5+0.24 92.9+0.944
Flor de colorin 2504 2.1+0.94 91.5+3.44

NTT= No tratadas térmicamente. Letras mayusculas iguales no muestran

diferencias estadisticamente significativas (p <0.05) entre flores (columnas).
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7.2 Caracterizacion de flores NTT y deshidratadas

Se observaron diferencias estadisticamente significativas (p <0.05), en el
contenido de antioxidantes de cada flor y por el manejo del producto (NTT o
deshidratado). Las flores deshidratadas en la mayoria de los casos mostraron un
menor contenido de fenoles y flavonoides totales, asi como capacidad
antioxidante, respecto a las NTT. Respecto a la flor de calabaza se cuantifico el
doble de fenoles totales y 1.2 veces mas capacidad antioxidante en las flores no
tratadas térmicamente en comparacion con las deshidratadas (Tabla 5). Por el
contrario en la flor de colorin los compuestos fendlicos, flavonoides totales y
capacidad antioxidante mostraron significativamente mayores (p <0.05)
concentraciones en la flor NTT respecto a la deshidratada.

Tabla 5. Contenido de compuestos antioxidantes en flores comestibles NTT y

deshidratadas

Calabaza Cempasuchil Colorin
NTT  Deshidratada NTT Deshidratada  NTT Deshidratada

Fenoles totales
7.3+0.54 3+0.58 40+2.1A 71.7+2.18 73+14A 8.3+2.58

(g EAG)

Flavonoides

totales 16.3t64 17457 24+1.7A 64.7+3.18 28.7+58 11+1.7A
(1g quercetina)

DPPH (%) 63.7+48  51.7+3.54 76.7+0.64 89.7+0.68 79+13.54 80.5+1.1A

NTT= No tratadas térmicamente. *Letras mayudsculas iguales no muestran

diferencias estadisticamente significativas (p <0.05) entre filas para cada flor.
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7.3 Caracterizacion de las tinturas

7.3.1 Fenoles totales

Las tinturas elaboradas con pétalos de flor de calabaza, cempasuchil y colorin
NTT y deshidratadas mostraron diferencias estadisticas significativas (p <0.05) en
el contenido fendlico y durante el almacenamiento (Figura 11). Las tinturas
elaboradas con pétalos de flor de calabaza NTT tuvieron la mayor cantidad de
fenoles totales durante los primeros 60 dias de almacenamiento (13.67-88.21 ug?
EAG); cuantificandose el doble de fenoles totales en comparacion con las
deshidratadas. En las muestras deshidratadas, se mantuvo el contenido fendlico
sin cambios significativos (2.32-5.25 pug' EAG) durante todo su almacenamiento.
Por otra parte, en las tinturas elaboradas con pétalos de flor de cempasuchil NTT
se cuantific6 un mayor contenido fendlico, destacando los dias 60 y 75 (54.93 y
63.02 pg! EAG, respectivamente); mientras que en la tintura con la flor
deshidratada no se observaron cambios durante los 270 dias de almacenamiento.
A diferencia de las dos flores antes descritas, la tintura de la flor de colorin NTT
desde el dia inicial de almacenamiento al dia 30, present6 valores de compuestos

fendlicos superiores a las otras dos flores evaluadas (80.42-70. ug! EAG).
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Figura 10. Contenido de fenoles totales en tinturas elaboradas con pétalos de flor
NTT By deshidratada ' ; (A) calabaza, (B) cempasuchil y (C) colorin.
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7.3.2 Flavonoides totales

Las tinturas elaboradas con pétalos de flor de calabaza, cempasuchil y colorin
presentaron concentraciones de flavonoides diferentes al utilizar para su
elaboracion flores NTT y las deshidratadas, asi como durante su almacenamiento
(Figura 11). De manera general, se observé que la tintura de flor de cempasuchil
NTT fue la que exhibié la mayor concentracion de flavonoides, seguida por la de
colorin y calabaza, sin considerar el manejo de la muestra (NTT o deshidratada).
Por otra parte, al comparar los flavonoides de muestras NTT y deshidratadas se
observé que en la tintura de flor de calabaza, cempasuchil y colorin NTT se
cuantificd la mayor cantidad de flavonoides (34.-6.-61.25ug de quercetina g7,
954.54-1365.15 pg de quercetina g! y 140.6-88.61ug de gquercetina g7,
respectivamente), respecto a la deshidratada (22.09-54.59 ug de quercetina gty
67.31-428.98 pg de quercetina g' y 121.38-104.25 pg de quercetina g-?,
respectivamente).
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43



7.3.3 Capacidad antioxidante

Los resultados indicaron que la mayor capacidad antioxidante en las tinturas se
alcanzo durante el periodo de 75 a 180 dias de almacenamiento y destaca la flor
de cempasuchil comparada con la de calabaza y colorin. Al analizar el
comportamiento de las tinturas elaboradas se encontr6 que en las de flor de
calabaza NTT (0-15-3.9% de reduccion del DPPH) y en la que se utilizé flor
deshidratada (0.14-1.53 % de reducciéon del DPPH) no hubo diferencias
significativas (p<0.05) durante su almacenamiento. Respecto a la tintura de los
pétalos de flor de cempasuchil se observé una reduccion del DPPH con el material
NTT (0.06- 76.30%) y deshidratado (0.09-63.9%), destacando el dia 105 de
almacenamiento con un porcentaje de reduccién del DPPH de 76.3 en los pétalos
NTT. Por ultimo, la tintura elaborada con pétalos de flor de colorin NTT (9.83 % de
reduccion del DPPH), presentd la mayor capacidad antioxidante durante los
primeros 75 dias de almacenamiento, mientras que en el material deshidratado la

mayor capacidad antioxidante se presentd posterior a este periodo (Figura 12).
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7.3.3.1 Separacion e identificaciobn quimica de los flavonoides
mayoritarios en tinturas elaboradas con flor NTT de calabaza,

cempasuchil y colorin

Al colocar las tinturas en las placas cromatogréficas (Figura 13) se observo una
coloraciéon amarillo-naranja asociada con la presencia de flavonoides. Para cada
tintura (calabaza, cempasuchil y colorin) se obtuvo un numero diferente de
fracciones, por ejemplo en las tinturas obtenidas de los pétalos de flor de calabaza
NTT hubo 30 fracciones de las cuales la fraccién 19 y 32 mostraron un contenido
importante de flavonoides que se confirmd al revelar la placa con luz UV y
observar la presencia de fluorescencia. Por otra parte, las tinturas elaboradas con
los pétalos de flor de cempasuchil NNT presentaron 47 fracciones, siendo activas
las fracciones 21, 25y 32, por su presencia de flavonoides. Mientras que de las 42
fracciones obtenidas de la tintura de colorin NTT, los flavonoides mayoritarios
fueron encontrados en las fracciones 22 a la 26. Cada fraccidén se liofilizé por

separado y se analiz6 por HPLC.
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Figura 13. Placas cromatograficas de las tinturas elaboradas con pétalos de flores
NTT A) calabaza, B) cempasuchil, C) colorin.

(R) Control positivo (quercetina).Fracciones que contienen flavonoides: F22 y F25
en las tinturas de flor de calabaza; F21 y F32 en las tinturas de flor de cempasuchil

y F22, F23, F25 y F26 en las tinturas de flor de colorin.
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7.3.3.2 Analisis cuantitativo de los flavonoides identificados

Para cuantificar el contenido de flavonoides de las tinturas elaboradas con flores
NTT de calabaza, cempasuchil y colorin se prepararon soluciones con estandares
comerciales (quercetina, miricetina, lucenina) a una concentracion de 1 mg-mL™.
Este andlisis nos permitié identificar para la tintura de la flor de calabaza NTT el
flavonoide rutina (T.R =8.947 min) (Figura 14 A) y glucdésido de quercetina (TR
=9.326 min (Figura 14 B) como flavonoides mayoritarios; mientras que, para la
tintura de la flor de cempasuchil NTT se identifico la presencia de miricetina (T. R
= 11.976 min) y glucdésido de miricetina (T. R = 9.256 min) (Figura 16). Por ultimo,
para la tintura con flor de colorin fresca se identificé el flavonoi4e lucenina como
mayoritario (T. R =8.563 min) (Figura 17).

Figura 14. Flavonoides aislados en la tintura elaborada a partir de flor de calabaza

NTT; (A) rutina y (B) glucésido de quercetina.
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Figura 15. Flavonoides aislados en la tintura de pétalos de flor de cempasuchil

NTT;(A) glucésido de miricetina y (B) miricetina.

Figura 16. Estructura de la lucenina identificado en la tintura preparada con los
pétalos de flor de colorin NTT.
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Las fracciones que se identificaron por comparacion con estandares comerciales,
se utilizaron para generar un método de analisis cuantitativo por HPLC. Para ello
se prepararon soluciones stock a una concentracion de 1 mg-mL?! de cada del
estandar y se obtuvo el area bajo la curva de cada pico, a partir de esta
informacion se llevé a cabo la cuantificacion (Tabla 6). De las tinturas de los
pétalos de flor de calabaza, el flavonoide rutina se encontré en una concentracion
de 7.28 mg-mL™ de tintura y el glucésido de quercetina 6.2 mg-mL™ de tintura. La
tintura de los pétalos de flor de cempasuchil presentd las flavonas miricetina y
glucésido de miricetina con una concentracion de 71.17 y 4.64 mg-mL* de tintura,
respectivamente. Respecto a la tintura de pétalos de flor de colorin se encontré

lucenina en una concentraciéon de 0.11 mg-mL™ de tintura.

Tabla 6. Concentracion de flavonoides en las tinturas elaboradas con pétalos de
flores de calabaza, cempasuchil y colorin NTT.

Flavonoides Tiempo de Ecuacion de la curva Area bajo la mg de
retencion estandar curva flavonoide-mL-?
de tintura

Tintura de flor de calabaza
Rutina 8.947 X=26698/8290.1 247425.333 7.28
Glucoésido de
] 9.326 X=61310/16214 289756.667 6.2

guercetina
Tintura de flor de cempasuchil
Miricetina 8.559 X=56325/4233.2 2094048 71.17
Glucésido de

o 9.131 X=83075/11745 2494302.67 4.61
miricetina
Tintura de flor de colorin
Lucenina 8.559 X=15315/3755.7 2094048 0.1142

Donde “x” representa la concentracion del flavonoide de interés.
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8. DISCUSION

Un contenido de humedad similar se encontré en todas las flores evaluadas (89.3
y 95.8%). Esto se debe a que el alto contenido de agua en las flores es
responsable de la translocacién de los nutrientes asi como de la naturaleza
perecedera y de su susceptibilidad al crecimiento microbiano®-°2. Adicionalmente
se ha reportado que el contenido de agua en las plantas puede variar con la
especie y organo (hojas, tallos, flores o frutos) de la misma. Por lo que las
similitudes en el contenido de agua cuantificada en la presente investigacion
podrian deberse a que en todos los casos se utilizaron pétalos de flores. Los
valores obtenidos concuerdan con lo reportado por Martinez (2015)%°. El autor
determiné la humedad de pétalos de la flor de Dahlia y obtuvo un porcentaje del
91.8%. Asi mismo, Sotelo et al. (2007)2® reportaron un contenido de agua de 86.6
a 93.2 % en pétalos de flores Mexicanas tales como la savila (Aloe vera), maguey,
flor de calabaza, madrofio (Arbutus xalapensis), colorin, (Erytrina caribaea),

chichimecapatli (Euphorbia radians) e izote (Yucca filifera).

Posteriormente al llevar a cabo la caracterizaciéon de los pétalos de flores en
términos de su contenido de fenoles y flavonoides totales, asi como su capacidad
antioxidante, se observo que los pétalos de la flor de colorin y calabaza NTT
conservaron una mayor cantidad de compuestos fendlicos (73 y 7.3ug EAG,
respectivamente) y flavonoides totales (28.7 y 16.3ug quercetina,
respectivamente) asi como capacidad antioxidante (79 y 63.7% reduccion del
DPPH, respectivamente). Sin embargo, al compararlo lo con los pétalos
deshidratados los valores de fenoles totales (8.3 y 3ug EAG, respectivamente),
flavonoides (11 y 17upg quercetina, respectivamente) y capacidad antioxidante
(80.5 y 51.7% reduccion del DPPH) redujeron drasticamente. Del mismo modo,
Aguino-Bolafios et al., (2013)?3 observaron una pérdida del 65% de los polifenoles

(de 713 a 334.6 mg/100mg) en flor de calabaza al ser sometida a temperaturas
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elevadas (30°C). También se ha reportado que en distintas flores comestibles,
durante su coccion se disminuye la concentracion de polifenoles y antocianinas en
comparacion con el tejido fresco.® Blessington et al. (2010)% mencionaron que las
temperaturas mayores a 25°C disminuyen los polifenoles presentes en vegetales y
flores frescas. Bernardino-Nicanor et al. (2016)*® reportaron una pérdida del 54%
en fenoles totales, en flor de colorin fresca respecto a la deshidratada (362-167
mg-mL™). Esto podria deberse a que los compuestos presentes en los pétalos de
las flores son termosensibles y esto ocasiona la pérdida de mas de la mitad de los

compuestos por efecto de la temperatura®-% .

Un comportamiento opuesto se observd en los pétalos de la flor de cempasuchil
deshidratados, los cuales mostraron una mayor cantidad de fenoles, flavonoides
totales y capacidad antioxidante (71.7ug EAG, 64.7ug quercetina, 89.7%
reduccion del DPPH), comparado con los pétalos NTT. Esto podria deberse a que
los pétalos de la flor de cempasuchil contienen una gran cantidad de aceites que
son hidrofébicos, los cuales protegen a los compuestos fendlicos presentes en la
flor, evitando que el calor los degrade®. Por su parte, Dulf (2013)1%° demostr6 que
las hojas de caléndula, poseen una gran cantidad de grasas como acidos
linoléicos vy triacilgliceroles, lo cual conserva los antioxidantes de la flor al
someterlo a un proceso de deshidratacion. Esta informacion confirma que
dependiendo de la interaccién de los compuestos presentes en los pétalos de las
flores sera el comportamiento observado en la conservacion o degradacion de los

antioxidantes10?,

Las tinturas elaboradas con pétalos de flores NNT, mostraron un mayor contenido
de antioxidantes. Este comportamiento también se presentdé en muestras de flores.
Adicionalmente, en las tinturas se observo una conservacion de los compuestos
fendlicos en el extracto etandlico de calabaza por 60 dias, cempasuchil 75 dias y
colorin hasta por 30 dias. Esto podria deberse a que la adicién de alcohol en los

productos vegetales permitio que los compuestos antioxidantes se conserven por
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un tiempo prolongado. Contreras (2012)°? encontré en los compuestos etanélicos
de la flor de calabaza fresca mayor cantidad de taninos, sesquiterpenos y
compuestos fendlicos, al compararlo con extractos acuosos y lo atribuyé a la
presencia de alcohol como disolvente, ya que este evita la fermentacion o
formacion de mohos'®31%4 y permite la extracciéon selectiva de los metabolitos
secundarios de las flores. Otros autores también han demostrado que los
extractos etandlicos contribuyen a una mejor conservacion de compuestos
fendlicos, tales como aldehidos, terpenoides, furanos y alcaloides.%>%°, Ademas
los pétalos de flores de cempasuchil NTT, tuvieron mayor cantidad de flavoniodes
después del dia 105 de almacenamiento (1365.1ug de quercetina g?). Esta
informacién concuerda con lo reportado por Camacho-Campos et al., (2018)°6,
quienes obtuvieron mayores concentraciones de metabolitos secundarios en los
extractos etandlicos de la flor NTT de cempasuchil (flavonoides, terpenoides,
taninos y cumarinas) al realizar los analisis bioquimicos y cualitativos de este
extracto. Por ultimo la mayor capacidad antioxidante en las tinturas de los pétalos
de las tres flores se alcanzo6 durante los 75 y 180 dias de almacenamiento. La flor
de cempasuchil NTT mostré la mayor capacidad antioxidante (76.30% de
reduccion del DPPH). Kazibwe et al., (2017)%°7 reportaron que al caracterizar
extractos acuosos de pétalos de cempasuchil deshidratados a 40°C, estos
mostraron mayor capacidad antioxidante (145 equivalentes Trolox umol/g) con
respecto a las raices, tallos y hojas (35, 20,10 equivalentes Trolox umol/g),
respectivamente. Nuestros resultados coinciden con lo reportado por Garcia et al.,
(2003)%8 quienes identificaron fenoles, flavonoides y alcaloides en tinturas de la
planta Pasiflora, durante un periodo de un afio y se comprobé la presencia de los
compuestos durante su almacenamiento. Se observd, que el extracto conservo en
forma Optima sus compuestos, ademas, el conteo microbiano de las tinturas se

mantuvo por debajo de los niveles permisibles durante todo el experimento.

Los resultados obtenidos por HPLC mostraron la presencia de flavonoles en las

tinturas de los pétalos de las tres flores. Especificamente en la tintura de pétalos
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de flor de calabaza NTT, se observo la presencia de quercetina y rutina, lo que
concuerda con lo reportado por Mohamed et al., (2009)1%° quienes en los extractos
metandlicos de la flor de calabaza por cromatografia fraccionada encontraron 3-
rutinosido, 4 -rhamnosido y quercetina 4 -O-B-D-glucopiranosido, compuestos
ampliamente descritos y estudiados por sus propiedades antiinflamatorias,

antineoplasicos, antibacterianas y cardioténicast'o11,

En la tintura de los pétalos de la flor de cempasuchil NTT, se identificaron los
compuestos miricetina y glucésido de miricetina, esto concuerda con lo reportado
por Navarro-Gonzélez et al.,, (2015)!°, quienes en la flor de cempasuchil
observaron compuestos similares a los encontrados en este estudio (miricetina,
hexésido de miricetina, laricitrina y acido elagico) entre otros, con la finalidad de
demostrar los efectos beneficiosos que estos compuestos aportan a la salud en
estudios posteriores. Finalmente en las tinturas de los pétalos de la flor de colorin,
se obtuvo el flavonol lucenina. Barrén-Yanez et al., (2011)!'2 encontraron un alto
contenido de compuestos fendlicos y flavonoides glicosilados como la quercetina,
isoramnetina, kaemferol y lucenina en extractos etanélicos de hojas de burrita roja
(Calia secundiflora) lo cual concuerda con uno de los flavonoles encontrados en la
flor de colorin. Ong et al.,, 1997112 sugieren que la coloraciéon roja-azul que
presenta esta flor asi como en bayas, té y vino tinto es un indicador de altos

niveles de polifenoles y antocianinas.

9. CONCLUSIONES

1. Las tres flores evaluadas presentaron un contenido de agua similar que oscilé
entre 91-95 %.
2. El proceso térmico al gue se sometieron los pétalos de flor de calabaza y colorin

disminuyo el contenido de fenoles, flavonoides y capacidad antioxidante, por lo
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que se recomienda su consumo como un producto NTT. Un comportamiento
opuesto se presento en los pétalos de flor de cempasuchil.

3. La flor de cempasuchil presento la mejor composicién antioxidante, la cual se
conservo a traves de la elaboracion de tinturas.

4. En todas las tinturas evaluadas su contenido de flavonoides y capacidad
antioxidante se mantuvo sin cambios por 270 dias y 180 dias, respectivamente.
Sin embargo, los fenoles totales solo se conservaron por 60-75 dias utilizando
flores NTT para su elaboracion.

5. La tintura obtenida con flor de cempasuchil NTT mostrd el mayor contenido de
flavonoides y capacidad antioxidante durante todo su almacenamiento, en
comparacion con el resto de las tinturas evaluadas.

6. Ninguna de las tinturas evaluadas presentd el mismo tipo y cantidad de
flavonoides. En la tintura de flor de calabaza se identificaron los compuestos rutina
y glucésido de quercetina, en la tintura de cempasuchil miricetina y glucosido de

miricetina, mientras que en la tintura de colorin solo se identifico lucenina.
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10. ANEXOS

ANEXO 1

10.1. Seleccion de los pétalos de las flores (calabaza, cempasuchil y

colorin) secado y desinfeccion del material vegetal.

ANEXO 2

10.2. Curvas estandar de: A) glucésido de quercetina (0-100uL), B) rutina (0-100
uL), C) lucenina (0-500 puL), D) miricetina (0-250 uL), E) glucésido de miricetina (O-
250 uL).
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