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1. Resumen

Durante el paso de los afios, en México han existido culturas y tradiciones en las que se incluyen
el consumo de diversas flores, esto con el objetivo de usarlas como un remedio medicinal o como
decoracion en platillos tipicos mexicanos. De igual forma, se ha encontrado que las plantas poseen
propiedades benéficas para la salud del ser humano debido a sus metabolitos secundarios [Vélez-

Terranova et al., 2014].

El objetivo de este trabajo fue identificar y cuantificar los principales compuestos bioactivos
fenolicos y terpénicos presentes en diez flores caracteristicas de México; posteriormente,
seleccionar una fuente floral poco explotada rica en dichos compuestos, e identificar y caracterizar

aquellos que no han sido descritos y pueden ser adecuados para su uso en el area de los alimentos.

Para ello el estudio fue dividido en dos partes o ejes principales; en la primera etapa se
cuantificaron fenoles, flavonoides, antocianinas y carotenos totales en todas las muestras florales
y posteriormente se realizd una identificacion cualitativa de los mismos compuestos por
cromatografia en capa fina (CCF). Todas las flores evidenciaron tener un perfil fitoquimico
diferente tanto de fenoles como de terpenos, siendo las flores de capuchina, colorin, noche buena,
pata de vaca, manita y alache quienes ademas presentaron dentro de sus compuestos fendlicos, una

0 mas antocianinas.

La fuente floral seleccionada para estudiar en la segunda etapa fue el alache (Anoda cristata), se
usaron tres métodos diferentes de secado (estufa, microondas y liofilizado) y se encontr6 que el
secado por estufa es el mas factible; por lo que las partes de la planta (flores, hojas verdes y rojas,

fruto, botones, tallos y raiz) se sometieron a este tratamiento.

Del mismo modo, se cuantificaron los compuestos bioactivos totales en las partes de la plantay se
encontré que las hojas rojas de Anoda cristata son las que poseen mayor contenido de fenoles
(78.94 £ 3.90 mg fen.totales/g mtra. seca) y flavonoides (66.99 £+ 0.39 mg flav.totales/g mtra. seca)

con respecto a las demas partes. Las flores, aungque poseen menos compuestos fendlicos que las




hojas (39.49 + 0.53 mg fen.totales/g mtra. seca), tienen un contenido de flavonoides (35.29 + 1.90

mg flav.totales/g mtra. seca ) que representa cerca del 90% de los fenoles totales presentes.

Asi mismo, se encontré por cromatografia en capa fina que todas las partes representativas de
Anoda cristata presentan compuestos fendlicos y terpénicos; particularmente, se evidencid la
presencia de antocianinas en toda la planta, siendo las flores y hojas rojas de alache quienes las

poseen en mayor concentracion.

Se identificd una antocianina en la flor y cinco en las hojas rojas; las antocianinas mayoritarias en
dichos organos fueron identificadas como delfinidina-3-rutinésido y cianidina-3-rutinésido
respectivamente; estas fueron confirmadas por HPLC-EM y ambas se cuantificaron tanto en las
flores (0.934 mg delfinidina-3-rutindsido/g mtra. seca) como en las hojas rojas (0.794 mg

cianidina-3-rutindsido/g mtra seca).

Mediante un ensayo rapido de copigmentacion con acido rosmarinico se evalud la permanencia
del color debido a la termo resistencia de las antocianinas en las flores de alache; sin embargo, se
encontré que el copigmento no ejerce un efecto de proteccion para estas debido a una posible
competencia entre este y otros compuestos fendlicos presentes en el extracto, impurezas o falta de
ajustes de experimentacion; mientras que, en el caso de un extracto acuoso sin copigmento, no se

observo una disminucién clara de antocianinas después del tratamiento térmico.

Finalmente, un extracto acuoso comestible de flores de alache se emple6 como biocolorante en la
realizacion de un producto de confiteria (caramelo duro) y se observo la permanencia del color
dadas las temperaturas del punto de quiebre del confite (134°C), esto debido a una posible
copigmentacion intermolecular de las antocianinas con otros compuestos propios de la flor como

flavonoides, los cuéles le aportan cierto grado de termorresistencia.




2. Introduccién

La alimentacion es parte fundamental de la subsistencia de las poblaciones humanas; sin embargo,
en la actualidad se ha visto que hay un incremento de enfermedades relacionadas con la
alimentacion generando principalmente problemas de obesidad, sobrepeso, enfermedades
coronarias y reduccion de la calidad de vida en general. Es por ello, por lo que hay una tendencia
e interés mundial por consumir alimentos de origen vegetal como plantas y flores comestibles,

debido a los componentes medicinales y nutracedticos que muchos de estos alimentos poseen.

La mayoria de los alimentos y productos naturales o de origen vegetal poseen compuestos
bioactivos, los cuales se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza principalmente
como compuestos fendlicos y terpénicos; estos se han catalogado como biol6gicamente activos ya
que presentan propiedades benéficas para el humano como anticancerigenas, antiinflamatorias y

antioxidantes [Quifiones et al., 2012].

En el caso de las flores, éstas han sido consideradas como elementos decorativos principalmente,
sin embargo, también suelen ser usadas en platillos tipicos y se consumen en diferentes regiones
de México. Ademas, las flores se caracterizan por tener colores vibrantes y agradables a la vista
gracias a los pigmentos que presentan, los cuales, también han sido ampliamente estudiados como
parte de los metabolitos secundarios que producen las plantas y recientemente en la industria
alimentaria existe un fuerte interés en encontrar nuevas fuentes de estos que sustituyan a los

colorantes artificiales por los naturales.

Aunque el consumo de flores se remonta a los tiempos de nuestros antepasados con las diversas
culturas que existieron, muchas de éstas no son conocidas en su totalidad como comestibles y por
ello no han sido del todo estudiadas ni se sabe con exactitud los beneficios a la salud que podria
tener su consumo gracias al contenido de compuestos bioactivos presentes en las mismas, o las
aplicaciones biotecnoldgicas que se pudieran efectuar en alimentos; de ahi la importancia en

conocer y profundizar en su estudio.




3. Antecedentes

3.1. Flores comestibles originarias de México

Mesoamérica es una region que abarca la mitad meridional de México; actualmente, la
alimentacion de los mexicanos es resultado de la unién de diversos ingredientes y sabores, muchos

de los cuales son de origen prehispanico.

La florifagia se define como el consumo de flores; estas han sido durante afios una alternativa de
consumo en diferentes regiones de México, no so6lo como alimento en si, sino también como
remedio medicinal, algunas de ellas son empleadas porque se sabe que pueden disminuir
malestares generales del cuerpo, sin embargo, es de suma importancia su estudio ya que esto
permitiria ademas de conocer sus beneficios, delimitar su uso considerando factores toxicos o anti
nutrimentales, de manera que puedan ser consumidas de una forma adecuada tanto en platillos

tipicos como en productos alimenticios procesados.

Estas flores provienen de las plantas de muchos frutos, oleaginosas o vegetales en general,
normalmente su uso se remontaba a decoracion debido a los colores caracteristicos que presentan,
sin embargo, en la actualidad se emplean en la cocina de vanguardia como una practica importante
para aportar nuevos beneficios no sélo en el aspecto visual, sino también en texturas, sabores y

aromas que estimulan los sentidos del consumidor [Sarmiento 2012].

Con respecto a su composicion quimica, el principal componente es el agua, la cual constituye mas
del 80%, lo que las hace ser alimentos hipo energéticos; asi mismo, algunas flores pueden aportar
vitaminas como A y C, riboflavina, niacina, y minerales como calcio, fosforo, hierro y potasio
[Lara, et al., 2013].

Una de las razones por la que las flores podrian considerarse alimentos funcionales es que
contienen algunos compuestos bioldgicamente activos ademas de los mencionados anteriormente,
como los compuestos fendlicos y terpenicos, dentro de los que destacan acidos fendlicos,

antocianinas, flavonoides, carotenos y algunos esteroles [Petrova et al., 2016].




De acuerdo con estudios del Centro de Desarrollo de Productos Bidticos de Morelos del Instituto
Politécnico Nacional en 2018, se ha reportado que existen alrededor de 70 flores que pueden ser
aptas para consumo humano, de las cuales podemos encontrar entre 30 y 50 en nuestro pais,
muchas de éstas originarias y/o endémicas.

En la figura 1 se observan las principales flores que son comestibles y originarias de México como
la flor de mastuerzo (Tropaeolum majus), los colorines (Erythrina americana), las flores de dalia
(Dahlia spp.), flor de calabaza (Curcubita pepo) o los gualumbos o flores de maguey, por

mencionar las mas conocidas.

Figura 1. Algunas flores comestibles en México. a: flor de mastuerzo, b: flor de calabaza, c: flor de
colorin, d: flor de maguey. Fuente: Enciclovida de CONABIO




3.2. Compuestos bioactivos presentes en flores comestibles

Las plantas, ademas de realizar funciones como la fotosintesis también destinan una cantidad
significativa del carbono y energia asimilada para la sintesis de moléculas organicas que no tienen
una funcion directa en procesos de respiracion o de asimilacion de nutrimentos; estas se denominan

metabolitos secundarios [Avalos, et al., 2009].

Dichos metabolitos, se agrupan en cuatro clases principales [Kozikowski, et al., 2003]:

e Compuestos fendlicos (Acidos fendlicos, flavonoides, antocianinas).
e Terpenos (Hormonas, pigmentos o0 aceites esenciales).
e Glucésidos (Saponinas, glicésidos, glicosinolatos).

e Alcaloides

Los compuestos fenolicos y terpénicos son los de mayor importancia y estudio debido a que se ha
encontrado que pueden actuar como compuestos bioldégicamente activos [Quideau, et al., 2011] y
proveer de beneficios a la salud si se consumen de manera adecuada como parte de la dieta del ser

humano.

3.2.1. Compuestos fenolicos

La estructura quimica de estos compuestos parte de la molécula basica del fenol, el cual se
compone de un anillo aromético unido a un grupo hidroxilo (Figura 2). El anillo aromético tiene
un papel importante en las propiedades antioxidantes de dichos compuestos [Pefarrieta, et al.,
2014]. Los fenoles se pueden clasificar de acuerdo con su diversidad estructural (Figura 3),
encontrandose principalmente dos grupos: flavonoides y no flavonoides (también Illamados acidos

fendlicos).

OH

Figura 2. Estructura quimica de la molécula de fenol [Pefiarrieta, et al., 2014]
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Figura 3. Clasificacion general de los compuestos fendlicos [Gimeno, 2004].

Estos compuestos se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza, tanto en las frutas
como en las flores, asi como en raices y algunos cereales [Gimeno, 2004]. Asi mismo, participan
en funciones especificas en las plantas como proteccidn contra patdgenos y/o depredadores; y de
igual forma son responsables del color y las caracteristicas sensoriales de los frutos y diversos
alimentos [Pefarrieta et al., 2014].

3.2.1.1. Acidos fenolicos

Los &cidos fendlicos estan compuestos quimicamente por un anillo fendlico y un grupo organico
de &cido carboxilico, estos se pueden encontrar en forma libre o conjugada, y de acuerdo con su

estructura quimica se pueden clasificar como dos tipos de acidos fendlicos:

e Acidos hidroxicinamicos: Estan formados por un anillo aromatico, un grupo alifatico y
un &cido carboxilico en el extremo, siendo los mas comunes el &cido cafeico, ferdlico,
cumarico, sinapico y clorogénico.

e Acidos hidroxibenzoicos: Son compuestos que presentan un grupo carboxilico (grupo
acido) y grupos hidroxilo (uno o mas) en un anillo aromatico. Dentro de los principales se

encuentra el acido galico, p-hidroxibenzoico y &cido vainillinico.




En frutas y hortalizas se encuentran principalmente en forma libre [Naczk y Shahidi, 2004] (Figura
4), y en algunos cereales predominan en forma conjugada o ligada [De la Parra, et al., 2007]. Este
tipo de compuestos presentan propiedades benéficas para el humano como anticancerigenas,

antiinflamatorias y antioxidantes [GOmez y Martinez, 2012].
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Figura 4. Acidos fendlicos mas comunes en frutas, hortalizas y flores [Naczk y Shahidi, 2004]

3.2.1.2. Flavonoides

Los flavonoides se componen por un esqueleto compartido de difenilpirano (Cs-C3-Cs), €s decir,
poseen dos anillos aromaticos de fenilo (A'y B) que se encuentran unidos a través de un heterociclo
de pirano (anillo C) [Martinez, et al., 2002] (Figura 5). A estos se les unen moléculas normalmente
en la posicion 3 del anillo C, de manera que estos pueden encontrarse de forma unida a azlcares o

como aglicon [Martinez, et al., 2002].




Figura 5. Estructura base de un flavonoide [Martinez, et al., 2002]

Debido a las variaciones del pirano y la posicion del anillo B, los flavonoides se pueden clasificar

en diferentes grupos [Cartaya & Reynaldo, 2001]:

e Flavanos: Tienen un grupo -OH en la posicion 3 del anillo C. Las catequinas son el tipo
méas comun de flavanos.

e Flavonoles: Ademas del grupo carbonilo en la posicion 4 tienen un grupo -OH en la
posicién 3 del anillo C. La quercetina y el kaempferol son los compuestos mas comunes.

e Flavonas: Tienen grupo carbonilo en posicion 4 del anillo C, y carecen del grupo hidroxilo
en posicion C3. Dentro de las principales se encuentran la apigenina y la diosmetina.

e Antocianidinas: Tienen la presencia de un catién, ademas de un grupo hidroxilo en la
posicion 3 del anillo (B). Las principales son cianidina, pelargonidina, peonidina,

delfinidina, petunidina y la malvidina.

El cuerpo humano es incapaz de producir estos flavonoides por lo que se deben incluir estos en la
dieta para obtener sus beneficios; estos se encuentran presentes en diversas plantas, y son los
compuestos responsables del color de las flores y frutas. Algunas flavonas y flavonoles (Figura 6)

se encuentran en la tila, pasifloray en hojas de algunas especies de eucalipto [L6pez, 2002].

Se ha comprobado que tienen una amplia actividad farmacoldgica, pueden unirse a enzimas y
transportadores de hormonas, asi como quelar iones metélicos y eliminar radicales libres
[Escamilla, et al.,, 2009], de tal forma que proveen de efectos protectores contra ciertas
enfermedades como cardiopatias, diabetes y poseer acciones antiinflamatorias y antitromboticas
[Martinez, et al., 2002].
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Figura 6. Flavonoides mas comunes en alimentos vegetales [Lépez, 2002].

3.2.1.3. Antocianinas

Las antocianinas forman parte del grupo de los flavonoides, como se muestra en la figura 7, estan
constituidas quimicamente por una antocianidina o aglucén [Rodriguez et al., 2001], a la que se le
une un azicar mediante un enlace B-glucosidico; el glucésido casi siempre estd presente en la
posicién 3-hidroxilo del anillo. Los tipos de azucares presentes pueden ser: monosacaridos,
disacaridos o trisacaridos; y a veces estos se encuentran acilados por acidos fendlicos como el
cafeico, cumarico, ferulico, etc., en el caso de las flores normalmente se encuentran no acilados

[Aguilera et al., 2011]. De todas las antocianidinas que actualmente se conocen, las mas

10



importantes son la pelargonidina, delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina y malvidina;

normalmente se encuentran en la naturaleza en forma glicosilada (antocianinas).

Aglucon Sustitucion N
R1 R2 OH

Pelargonidina H H
Cianidina OH H HO o
Delfinidina OH OH = R,
Peonidina OCH3 H e
Petunidina OCH3 OH OH
Malvidina OCH3 OCH3 OH

Figura 7. Estructura y sustituyentes quimicos de las antocianinas [Rodriguez et al., 2001].

Las antocianinas estan presentes en diferentes érganos de las plantas, como frutas y flores [Wu y
Prior 2005] principalmente (Figura 8). Existe evidencia cientifica de que las antocianinas pueden
contribuir a la mejora de la agudeza visual, asi como a la prevencion de enfermedades relacionadas

con el estrés oxidante [Pefarrieta y Tejeda, 2014].

OH HO

OH OH

OH

Cianidina—3-g|ucésid0 malvidina_s_gluco'sido

OH

OH
pelargonidina-3-glucodsido

Figura 8. Antocianinas mas comunes en alimentos vegetales [Wu y Prior 2005].
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3.2.2. Compuestos terpénicos

Los terpenos son compuestos organicos aromaticos y volatiles que parten de la conjugacion de
moléculas de isopreno (2-metil-1,3-butadieno) (Figura 9); y pueden ser lineales o ciclicos [Lopez-
Carreras 2012].

AN

Figura 9. Molécula de isopreno (unidad base de los terpenos) [Lopez-Carreras 2012].

Estos se pueden clasificar de acuerdo con el nimero de dimeros de isopreno (Figura 10) que
forman su estructura, teniendo asi moléculas mas pequefias (dos unidades isopreno) y moléculas

maés grandes (unién de dos 0 mas isoprenos) [Castafios 2015].

| 4 Monoterpenos
3
=
S | |+ Diterpenos
o Tetray
2 ) pentaciclicos
Q == Triterpenos
o Fitoesteroles
=
IS
8 Carotenos
|| Tetraterpenos
(carotenoides) ]
Xantofilas

Figura 10. Clasificacién general de los compuestos terpénicos [Castafios 2015].

Los terpenos se encuentran principalmente en vegetales y alimentos de color verde, en productos
derivados de la soja y en algunos cereales [Castro 2012]. Estos dan las caracteristicas
organolépticas de aromay sabor en las plantas por lo que se obtienen en forma de aceites esenciales
mediante destilacion con vapor de agua [Lépez-Carreras 2012]. En las plantas, los terpenos ejercen
distintas funciones, principalmente de proteccion frente a los insectos y temperaturas elevadas, sin
embargo, también poseen actividad anticancerigena, propiedades inmunomoduladoras,

antiinflamatorias, hipoglucemiantes, hipolipemiantes y hepatoprotectoras [Reyes 2007].
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3.2.2.1.  Triterpenos

Estdn compuestos quimicamente de tres unidades de terpenos, es decir, se conforman por seis
unidades de isopreno y tienen la formula molecular CsoHag. Existe una diversidad quimica muy
extensa; se han reportado hasta 20,000 moléculas aisladas como fitoesteroles y algunas fitoalexinas
[Michaudel 2013], sin embargo, una clasificacion general de aquellos de mayor importancia y
estudio corresponde a dos grupos:

e Triterpenos pentaciclicos: Conformados por 30 unidades de carbono, provienen de la
ciclacién del escualeno formando cinco anillos. Dentro de los principales que se encuentran
en las plantas son los acidos oleandlico y ursélico, o y B-amirina, lupeol y betulina
[Fernandez 2014].

e Fitoesteroles: Se asemejan a la estructura quimica del colesterol. Sin embargo, difieren por
la presencia de sustituyentes de tipo metilo o etilo en la cadena lateral de dicha molécula.
El B-sitoesterol (C29), el campesterol (C28) y el stigmasterol (C29) son los més abundantes

en extractos vegetales (Valenzuela et al., 2004).

Tanto los triterpenos pentaciclicos como los fitoesteroles (Figura 11) se encuentran en frutos,
semillas, hojas y tallos de casi todas las plantas y vegetales conocidos en la dieta [Fernandez 2014].
Los fitoesteroles contribuyen a la disminucion del colesterol total plasmatico [Valenzuelay Ronco
2004], en tanto, los triterpenos pentaciclicos poseen propiedades antiinflamatorias,
antiparasitarias, y modulan el metabolismo glucidico [Herrera et al., 2006].; por lo que su uso se

fomenta para la prevencion y tratamiento de enfermedades cardiovasculares

e

J’ .
-, r . - _
- Acido oleandlico beta-sitoesterol

Figura 11. Ejemplos de triterpenos pentaciclicos (acido oleandlico) y fitoesteroles (beta-sitoesterol)
[Fernandez 2014].
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3.2.2.2. Carotenoides

Los carotenoides son tetraterpenos, es decir, poseen 40 dtomos carbono, los mismos que forman
cadenas conjugadas que resultan en anillos de ciclohexano sustituidos e insaturados en cada uno
de sus extremos [Meléndez-Martinez 2007]. De acuerdo con la estructura quimica, los

carotenoides se suelen clasificar en dos grupos importantes [Meléndez-Martinez 2007]:

e Carotenos: Poseen una cadena hidrocarbonada poliinsaturada, que no contiene oxigeno en
sus anillos terminales. Los carotenos mas importantes y de mayor estudio corresponden al
[3-caroteno, a.-caroteno, y licopeno.

e Xantofilas: También poseen una cadena hidrocarbonada poliinsaturada, sin embargo, estas
contienen atomos de oxigeno dentro de su estructura quimica. Las xantofilas mas

importantes son la luteina, zeaxantina, astaxantina y violaxantina.

Tanto los carotenos como las xantofilas se encuentran presentes en una gran cantidad de alimentos,
todos de origen vegetal (Figura 12), debido a que el hombre no es capaz de sintetizarlo estos se
obtienen mediante la dieta, fundamentalmente a partir de frutas y hortalizas, en pequefia
proporcion [Dias 2017].

A P S G

beta caroteno

OH
N e P G P

HO

zeaxantina

licopeno

Figura 12. Carotenoides mas comunes en alimentos vegetales [Dias 2017].
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En las plantas la principal funcion bioldgica de los carotenoides es la de servir como pigmentos

para la recoleccién de la luz durante el proceso fotosintético, sin embargo, aportan grandes

beneficios al organismo humano; ya que pueden reducir en nuestro cuerpo el efecto negativo de

los radicales libres del oxigeno o del estrés oxidante; de igual forma, los carotenos poseen actividad

provitamina A, la cual actia a nivel de la retina para asi optimizar el funcionamiento de los

receptores oculares [Beltran et al., 2012].

Las xantofilas a su vez, ademas de tener efecto protector de la retina, permiten mejorar el

rendimiento cognitivo, ya que se ha estudiado que niveles elevados en plasma de luteina y

zeaxantina se asocian a un mejor rendimiento mental [Ferney et al., 2017].

3.3. Flores comestibles en estudio

Flor de Mastuerzo (Tropaeolum majus)

Mastuerzo, capuchina, pelonchili, curutziti

Poseen pétalos amarillos, naranjas y rojos, y crece durante todo el afio
principalmente en épocas de lluvias en todo el territorio mexicano.
Usos culinarios y medicinales: Las flores y hojas frescas se
consumen mayoritariamente en ensaladas o como infusion. De
manera medicinal es utilizada como analgésico, antiescorbutico,
cicatrizante, diurético, aperitivo y tonico estomacal; ademas, se ha
comprobado que posee actividad antioxidante, y antiinflamatoria
[Bazyko et al., 2013].

Fitoquimicos reportados: &cido clorogénico, pelargonidina-3-
sofordsido, quercetina-3-soforosido y kaempferol 3-sofordsido
[Navarro et al., 2015], asi como carotenos y xantofilas [Niizu y
Rodriguez-Amaya 2005].

Figura 13: Flor de
Mastuerzo. Enciclovida de
CONABIO.

15



Colorines (Erythrina coralloides)

Chompantle, chocolin, colorin, equimite, pichoco, quimite.

Son flores conicas, alargadas y de color rojo; que crecen en racimos
[Martinez 2019]. Se encuentra en todo el territorio nacional, sin
embargo, este suele ser usado para dar sombra a cultivos de cacao en
tierras célidas desde Tabasco hasta Venezuela.

Usos culinarios y medicinales: Se suelen cocinar fritas o hervidas,
aungue también es muy comun prepararlas capeadas, acompafiadas de
diferentes salsas. Sus infusiones se emplean como antipirético, anti
varicoso, hipnotico y sedante [Martinez 2019].

Fitoquimicos reportados: catequina, epicatequina [Li et al., 2014]
6-prenilapigenina, luteolina, y diosmetina-6-glucésido [Fahmy

2018], asi como algunos alcaloides [Brito 2016].

Noche buena (Euphorbia pulcherrima)

Nochebuena, flor de Navidad, flor de pascua, pastora, poinsetia.

Posee hojas modificadas, Ilamadas bracteas, estas Gltimas pueden ser
de colores diversos rojo, amarillo o blanco. Es nativa del sur de
México y se cultiva a lo largo de todo el territorio nacional, las
poblaciones silvestres mas grandes se encuentran en Guerrero,

Oaxaca, Michoacan y Chiapas [Trejo-Hernandez et al., 2015].

Usos culinarios y medicinales: El latex (savia lechosa) se utilizaba
para curar fiebres [Sosa s/f]. Ademas, se ha empleado como
galactdgeno en las mujeres, esto mediante infusiones de las bracteas.
Informacién fitoquimica: Se ha reportado que las hojas rojas
contienen resinas, pigmentos flavonoides, almidon, glucosa,
sacarosa, sales, aceites esenciales, acido tartarico y acido galico
[Fernandez 2013].

Figura 14: Colorines.
Enciclovida de CONABIO.

Figura 15: Flor de Noche
Buena. Enciclovida de
CONABIO.
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Pata de vaca (Bauhinia purpurea)

Rape purpura, casco de venado, orquidea de palo, pata de vaca.

Sus hojas son lobuladas, con flores pdrpuras. Aunque el género
Bauhinia se considera endémico de India, Bauhinia purpurea también
surge en las regiones tropicales de América; y se halla ampliamente
distribuida México y Colombia [CONABIO 2020].

Usos culinarios y medicinales: Las flores suelen utilizarse de manera
ornamental, sin embargo, esta planta también es comestible; sus hojas
son preparadas como infusiones diuréticas; las cuales tienen actividad
antidiabética, y antioxidantes [Abhishek et al., 2019].

Fitoquimicos reportados: Glucésidos de quercetina y kaempferol son
los componentes principales, asi mismo, se ha encontrado que esta

planta ademas de flavanonas, contiene lectinas [Ferreres et al., 2012].

Flor de manita (Chiranthodendron pentadactylon)
Manita, mano de drag6n, mano de ledn, palo de mecate.

La flor de la manita es de color rojo vistoso, muy parecida a una mano
extendida y los frutos tienen forma capsular. Es silvestre y originaria
de los estados de Guerrero, Oaxaca, Puebla y Chiapas [Kung 2007].
Usos culinarios y medicinales: Se prepara como una infusion y es
consumida para tratar Ulceras, dolor de dientes, hemorroides problemas
de epilepsia, insomnio, disenterias y como tranquilizante del sistema
nervioso [Kung 2007].

Fitoquimicos reportados: Flavonoides como isoquercetina, catequina
y epicatequina, se ha comprobado que estos tienen actividad anti
secretoria, lo que ha respaldado el uso de esta planta para los problemas

de disenterias [Velazquez et al., 2009].

Figura 16: Pata de vaca.
Galeria Naturalista.

Figura 17: Flor de Manita.
Enciclovida de CONABIO.
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Flor de mayo (Plumeria rubra)

Flor de Mayo, sak-nikté, cacaloxdchitlque, flor del cuervo.

Sus flores son bisexuales y pueden ser blancas, rojas o amarillas, estas
crecen en racimos [CONABIO s/f]. Es de origen mesoamericano, se
distribuye por México hasta, Belice, Colombia, Bolivia y Brasil.

Usos culinarios y medicinales: Se prepara molida con maiz azul para
hacer tamales y tortillas. También se come cocida con azucar. El jugo
de la flor se utiliza para curar heridas y como remedio efectivo contra la
erisipela (infeccion bacteriana de las capas externas de la piel), para

combatir tos, tosferina y el asma [Sanchez 2019].

Fitoquimicos reportados: Flavononas glicosiladas, nor-terpenoides e
iridoides [Akhtar et al., 2013]. Antocianinas como cianidina-3-O-p-(2"- Figura 18: Flor de
glucopyranosyl-O-B-galactopirandsido) y cianidina-3-0-g- ~ Mayo. Mas MEXICO

galactopirandsido. [Byamukama et al., 2011].

Flor de calabaza (Cucurbita pepo)

Calabazas, flor de calabacin, calabazas de castilla, ayotli.

Las flores pueden ser masculinas o femeninas, el color proviene de los
abundantes pigmentos carotenoides [Vela 2010]. Es de origen
mesoamericano, y es comun en areas de climas templados [Lira 2009].

Usos culinarios y medicinales: Las flores se hacen en forma de tamales,
tortitas, quesadillas, sopas y cremas. Son recomendadas para personas que
padecen osteoporosis debido a que son ricas en calcio y fdsforo; su

consumo fomenta la formacién de glébulos blancos y estimula la

produccion de enzimas reparadoras, ademas se usa como proteccion

contra las cataratas y la retinopatia diabética.

Figura 19: Flor de
calabaza. Enciclovida
cumarico [Servia et al., 2013] y carotenoides como B-caroteno y luteina de CONABIO.

[Martinez-Valdivieso et al., 2015].

Fitoquimicos reportados: Flavonoides de rutindsido, asi como acido
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Flor de mostaza (Sinapis alba)

Mostaza blanca, mostaza amarilla, ajenabo, mostacilla pilosa

Es de color amarillo claro y tiene cuatro pétalos; es de origen
probablemente mediterraneo, sin embargo, en México es considerada una
flor comestible silvestre [Vibrans 2003].

Usos culinarios y medicinales: Se usan en ensalada o como
acompafiamiento para carnes y/o productos del mar. Asi mismo, las
infusiones de las hojas y flores se han utilizado como remedio medicinal
para tratar artritis, dolores de espalda, afecciones bronquiales, dolores de
cabeza y resfriados [Ruiz 2012].

Fitoquimicos reportados: Terpenoides, principalmente diterpenos
[Saunier et al., 2019], isorhamnetina y kaempferol [Onyilagha et al.,
2003], asi como glucosinolatos [Mejia-Garibay et al., 2011].

Flor de maguey blanco (Agave gypsicola)
Flor de maguey, gualumbos, cacayas, patas de gallina de cerro.

Las flores se localizan en ramas ubicadas en la mitad superior del quiote
del agave, y suelen ser de colores vistosos amarillos y verdes [Martinez
2019]. Particularmente, la especie Agave gypsicola conocida como maguey
blanco es endémica de Tlaxiaco, Oaxaca [Garcia 2019].

Usos culinarios y medicinales: Se preparan rellenas con queso, capeadas
0 a la mexicana, ademas de que son el acompafiamiento de diferentes tipos
de carnes. Estas flores también se han usado como un dulce medicinal para
curar problemas de préstata, de rifidbn y como tratamiento para diabetes
[Castarios 2018].

Fitoquimicos reportados: Glucosidos de triterpenos [Sidana et al., 2016]
y flavonoides glicosilados de kaempferol y quercetina [Puente-Garza et al.,
2017].

Figura 20: Flor de
mostaza. Enciclovida de
CONABIO.

Figura 21: Flor de
maguey. Enciclovida
de CONABIO.
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3.4. Alache (Anoda cristata (L.) Schitdl)

Malva, malva cimarrona, panelita, quesitos, amapolita azul, amapola silvestre, malva abrisca,

malvavisco, violeta de monte, malvilla.

La planta de alache (Figura 22) es una hierba de hasta 1m de alto, sus tallos pueden ser de colores
verdes hasta rojos, al igual que sus hojas; estas son de formas variables que pueden ser ovadas,
lanceoladas o hastadas (en forma de flecha). Sus flores son pedunculos largos, axilares, de color
lila 0 morados, y sus frutos poseen espinas radiales en forma de estrella, en el interior se hallan las
semillas que son blancas cuando estan tiernas y negras cuando estan secas [Renddn et al., 2001].

Figura 22. Anoda cristata. A: planta de alache; B: flores; C: fruto; D: raiz; E: botones; F: hoja verde; G:
hojas rojas. Fuente: elaboracion y fotografias propias.
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Alache en México

El género de Anoda perteneciente a la familia de las malvas se considera endémico de México y
se encuentra ampliamente distribuido en todo el pais. Es una planta anual que comienza a crecer a
mediados de la primavera; florece y fructifica desde el verano hasta fines de otofio; y se desarrolla
en climas célidos, semisecos y templados; es més abundante su crecimiento con las lluvias en

diferentes tipos de sembradios y a la orilla de los arroyos [Jurez 2016].

Se encuentra ampliamente distribuida en el pais; los estados en los que esta planta predomina son
el Estado de México, Campeche, Baja California sur, Chiapas, Oaxaca, Nuevo Ledn, Chihuahua,
Coahuila, Michoacan, Morelos, Nayarit, Querétaro, Sinaloa, San Luis Potosi, Puebla, Tabasco y
Ciudad de México [Bautista-Cruz et al., 2011].

El alache, aunque suele ser consumido por ciertas poblaciones, es considerada como maleza debido
a que crece de forma ruderal en &reas muy variadas, puede crecer tanto en sembradios especificos
como a las orillas de los arroyos y carreteras. Suele encontrarse en cultivos de maiz, lo que no
representa un problema grande en la agricultura campesina y maicera, sin embargo, si es un
problema sustancial en la agricultura de cultivos como el algodon, ya que es de la misma familia
boténica. En México se considera una especie olvidada o no tan conocida, ya que la mayoria de
esta, normalmente se desecha una vez que muere o se seca en los diferentes lugares en donde se
desarrolla, y solo una parte es consumida, sin embargo, su difusion con fines culinarios o

medicinales también es escasa.

Usos culinarios

El alache se considera un quelite (hierba comestible), por lo que las hojas y los tallos tiernos suelen
prepararse en diversas recetas desde infusiones hasta sopas o caldos. Las flores suelen ser
mezcladas junto con el quelite (hojas) para preparar guisados, o en algunos casos, se emplean secas
para preparar infusiones [Linares et al., 2017]. Con respecto a su composicion nutricional se sabe

que es rica en proteinas y polisacaridos ya que posee mucilagos [Bautista-Cruz et al., 2011].
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Usos medicinales

De manera empirica, las partes de la planta de alache se han utilizado en diferentes poblados del
pais, principalmente para tratar problemas respiratorios. Las hojas suelen combinarse con otro tipo
de plantas como el sauco o lima para preparar fomentos con el objetivo de tratar enfermedades
respiratorias o para el tratamiento de la bilis [Renddn et al., 2001]. De igual forma, las flores se
deshidratan y se cuecen para combatir la tos y la mezcla de estas con las hojas y plantas como
gordolobo o tejocote son empleadas contra el padecimiento de tosferina. Otros malestares para los

que esta planta es utilizada son la fiebre, problemas de rifién y hemorroides [Rendon et al., 2001].

Aunque esta planta no ha sido ampliamente estudiada con respecto a su perfil fitoquimico, se ha
descrito anteriormente que Anoda cristata tiene propiedades hipoglucemiantes en pruebas
realizadas con ratas hiperglucémicas [Brindis 2011]. Fue en 2015 cuando se confirmd que los
extractos de las partes aéreas (quelite) poseen ademas propiedades anti hiperglucémicas; esto
debido a la presencia de las flavonas diosmetina y acacetina, las cuales actian como secretagogos
de insulina [Juarez-Reyes et al., 2015]; de tal forma que, se ha respaldado el uso de esta planta en

el tratamiento de la diabetes mellitus tipo II.

3.5. Biocolorantes

Los colorantes naturales (biocolorantes) son aquellos pigmentos provenientes de fuentes naturales
como plantas o animales, los cuales tiene la capacidad de proporcionar color. Antiguamente, estos
pigmentos fueron empleados como una herramienta pionera en la expresion artistica; en la

actualidad, son utilizados también en alimentos, cosméticos, industria textil, etc. [Moldovan 2016].

Las principales fuentes de obtencion de biocolorantes son las plantas, hongos, algunas algas y/o
animales como insectos, de tal forma que estos se pueden clasificar en dos grandes grupos (Figura
23) con respecto a su origen organico: biocolorantes vegetales y biocolorantes animales; también

existen biocolorantes inorganicos los cuales son de origen mineral [Moldovan 2016].
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Figura 23. Clasificacion de los colorantes naturales. Adaptado de Moldovéan 2016.

En el caso de las flores, estos compuestos coloridos forman parte de los metabolitos secundarios
generados por las plantas, su principal funcién es guiar a los insectos a las flores para realizar la

polinizacién o como factor de atraccion entre géneros para la reproduccion [Martin-Pefiasco 2019].

Normalmente, los colorantes naturales conllevan un limitado proceso quimico para posteriormente
ser sometidos a pruebas de identidad y pureza que les permita ser utilizados en alimentos. Los
métodos de extraccion de biocolorantes se basan principalmente en la solubilidad de dichos
compuestos [Nilton 2019], por lo que también se pueden clasificar de acuerdo con esta propiedad
(Figura 24).

Antocianinicos

- Hidrosolubles Flavonoideos
Colorantes Betalainicos
naturales
Clorofilas
— Liposolubles

Carotenoides

Figura 24. Clasificacion de colorantes naturales por su solubilidad [Nilton 2019].
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3.5.1. Antocianinas como biocolorante

Las antocianinas son consideradas como el grupo méas importante de pigmentos naturales
hidrosolubles detectables en la region visible por el ojo humano. En la gama de colores abarcan
desde el rojo hasta el azul en varios productos naturales como frutas, vegetales y cereales, y estos
se encuentran acumulados en las vacuolas de la célula [Aguilera et al., 2011].

El interés creciente por usar este tipo de pigmentos se debe a que actualmente es conocido que
algunos de los colorantes sintéticos empleados para la industria alimentaria tienen un nivel de
toxicidad que ha limitado su uso en diversos paises; particularmente los rojos artificiales como el
2G, 9, 40y 3 [Belmonte et al., 2016]; en cambio, los pigmentos como las antocianinas, ademas de
provenir de una fuente natural, han sido considerados como compuestos de valor agregado ya que
una dieta rica en antioxidantes que las incluya, puede repercutir en la disminucion del riesgo de

padecer enfermedades como cancer, diabetes y problemas coronarios [Shipp y Abdel-Aal, 2010].

3.5.2. Estabilidad y copigmentacién de antocianinas

Como se describio anteriormente, las antocianinas son glucésidos de antocianidinas,
pertenecientes a la familia de los flavonoides. Como se describe en la tabla 1, de acuerdo con los
sustituyentes en su estructura quimica es que se derivan los colores de estas; cuando hay un
incremento en la hidroxilacion predominan las tonalidades azules mientras que incrementos en las

metoxilaciones producen coloraciones rojas [Garzon 2008].

Tabla 1. Coloracién de las antocianinas

Antocianina Amax (nm) espectro visible
Pelargonidina 494 naranja
Cianidina 506 naranja-rojo
Delfinidina 508 azul-rojo
Peonidina 506 naranja-rojo
Petunidina 508 azul-rojo
Malvidina 510 azul-rojo

Fuente: Durst y Wrolstad, 2001.
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A pesar del poder tintorial que ofrecen las antocianinas y sus propiedades benéficas, su
incorporacion en los productos alimenticios adn es limitada debido a su baja estabilidad durante el
procesamiento y el almacenamiento [Cevallos-Casals et al., 2004]. Estos compuestos se ven
afectados por diversos factores entre los que destacan los siguientes:

pH
El pH tiene efecto en la estructura y la estabilidad de las antocianinas [Ballesteros y Diaz 2017]:

e (pH < 2)tiene un efecto protector sobre la molécula ya que se presenta como cation flavilio
que es la forma mas estable del pigmento en soluciones acuosas; y predominan las
tonalidades rojas.

e (2<pH<7) existe un equilibrio entre las formas hemicetal y chalcona de la antocianina
debido a la pérdida del protdn, estas ademas de ser incoloras son muy inestables.

e (pH>7) se presentan la forma quinoidal, en este caso la coloracion tiende a tonalidades
azules o pdrpuras, sin embargo, este tipo de compuestos son muy susceptibles a la

oxidacion.
Temperatura

El tratamiento térmico también afecta la estructura quimica de las antocianinas, ya que se provoca
una hidrolisis de esta, lo que resulta en la pérdida de los azlcares glicosilantes, ya sea en la posicion
3 0 5 de la molécula. Conforme la temperatura aumenta también se puede dar la apertura de anillo
con la consecuente produccion de chalconas inestables, por lo que se ve una pérdida de color
[Aguileraetal., 2011].

Efecto de agentes oxidantes

Tanto el oxigeno como el &cido ascorbico ejercen un efecto de deterioro sobre las antocianinas. Se
sabe que existe una reaccion de condensacion entre el pigmento y el acido ascorbico, lo que
provoca una aceleracion en la descomposicion de las antocianinas [Garzon 2008]. En el caso del
oxigeno, este actta de forma en que los compuestos oxidados del medio en el que se encuentre la
molécula reaccionan directamente con la antocianina para dar lugar a compuestos incoloros o de
color café [Alamilla et al., 2016].
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A pesar de que la estabilidad de las antocianinas se ve influenciada por diversos factores, también
existen moléculas con caracteristicas especificas, las cuales presentan una resistencia mayor al
deterioro debido a que desarrollan mecanismos diversos como asociaciones intramoleculares
(acilacion), asociaciones intermoleculares (copigmentacion), reacciones de polimerizacion o

interacciones con otros compuestos quimicos [Jiménez et al., 2011].

Fenomeno de copigmentacion

La copigmentacién es un fendmeno quimico que hace que el color de las antocianinas sea méas
intenso, brillante y estable; esto se debe a la interaccion que hay entre las antocianinas con otras
moléculas organicas, de tal forma que se ejerce un efecto protector contra la degradacion por luz,

calor o pH [Kopjar et al., 2012].
Normalmente se habla de tres tipos de copigmentacion principales [Rein 2005]:

e Auto asociacidn: Se da cuando las antocianinas mismas, pueden actuar como copigmentos

y agruparse mediante interacciones intermoleculares.

e Copigmentacion intermolecular: Suele darse con copigmentos exdgenos (incoloros) como

flavonoides, acidos fendlicos, alcaloides, y aminoacidos, esto sucede por un mecanismo
analogo a la auto asociacion en soluciones acidas.

e Copigmentacién intramolecular: Esta se da por el acomplejamiento molecular de las

antocianinas con otros compuestos como acidos fendlicos, lo cual es mas eficiente cuando
el pigmento y el copigmento se encuentran unidos a través de un intermediario, de tal forma

que las glicosilaciones de las antocianinas se encuentran aciladas.

Para que se efectle la reaccion de copigmentacion, debe existir una reaccion molecular entre la
estructura colorida de la antocianina y el copigmento; la formacion de estos complejos en
condiciones acidas mejora las cualidades visuales y la estabilidad del color en las flores y/o frutos

que los contienen [Suérez et al, 2018].

Ademas, es sabido desde hace tiempo que los flavonoides estan cominmente asociados con las
antocianinas en las plantas, por lo que se ha sugerido el uso de algunos de estos compuestos para

mejorar la estabilidad de pigmentos como las antocianinas en alimentos [Suarez y Narvaez 2016].
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4. Hipotesis

Se ha descrito que diversas flores comestibles son ricas en compuestos bioactivos; al buscar la
presencia y su contenido en diversas flores de México, estas podrian ser consideradas para la
posterior obtencion de sustancias de interés. En el caso de Anoda cristata, al ser una planta poco
conocida , la presencia de fitoquimicos importantes como fenoles y terpenos puede dar pauta a su

aprovechamiento en aplicaciones biotecnologicas en alimentos.

5. Justificacion

El uso de las flores como alimento ha existido desde tiempos ancestrales y a lo largo de la historia
se han reportado algunas de sus propiedades nutrimentales, de ahi la importancia de estudiar el
perfil de compuestos quimicos que también pueden ser empleados en aplicaciones biotecnoldgicas
diversas. En este estudio, ademas de evidenciar fuentes florales ricas en compuestos bioactivos,
también se destaca que son plantas presentes en el territorio mexicano consumidas por algunas
poblaciones pero que no son del todo conocidas; como es el caso de la planta de Alache, la cual es
muy abundante en el pais, sin embargo, al ser considerada maleza por invadir otro tipo de cultivos,
se asemeja mas como un residuo y por ende no ha sido explotado su uso como alimento. Esta
ademas se caracteriza porque presenta coloraciones intensas que son debidas a las antocianinas
existentes en las flores y hojas, las cuales hasta la fecha no han sido identificadas; de ahi el interés
de caracterizarlas y proponer su uso en alimentos como colorante natural, satisfaciendo por una
parte la creciente tendencia en la industria alimentaria por la basqueda de nuevas fuentes de
biocolorantes que sustituyan a los artificiales, a la vez que puede aprovecharse buena parte del
residuo generado por esta planta y explotar su consumo tradicional como una flor endémica

mexicana.
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6. Objetivos

6.1. Objetivo general

Identificar y cuantificar los principales compuestos bioactivos fenolicos y terpénicos presentes en
diez flores caracteristicas de México; posteriormente, seleccionar una fuente floral poco conocida
(Anoda cristata (L.) Schltdl) de tal forma que se dé a conocer el perfil fitoquimico de las partes

mas representativas de dicha planta para su posterior aplicacion biotecnolégica en alimentos.

6.2. Objetivos particulares

e Determinar el contenido de compuestos bioactivos totales: fenoles, flavonoides,
antocianinas y carotenos de las flores en estudio mediante métodos espectrofotométricos.

e Determinar por cromatografia en capa fina con estandares conocidos la presencia de cinco
grupos de compuestos bioactivos: antocianinas, carotenos, flavonoides, acidos fendlicos y
fitoesteroles, en las diferentes flores.

e Cuantificar mediante métodos espectrofotométricos el contenido de compuestos bioactivos
en las diferentes partes de la planta de Anoda cristata: flores, hojas (rojas y verdes), tallos,
semillas, botones y raiz.

o Determinar el perfil de fitoquimicos presentes en la planta de Anoda cristata mediante
cromatografia en capa fina con estdndares conocidos de los grupos de compuestos:
antocianinas, carotenos, flavonoides, &cidos fendlicos y fitoesteroles.

e Identificar mediante HPLC el perfil de antocianinas presente en flores y hojas rojas de
Anoda cristata.

e Caracterizar mediante HPLC-EM las antocianinas presentes tanto en flores como en hojas
rojas de Anoda cristata.

e Elaborar un producto alimenticio empleando las antocianinas de Anoda cristata como
biocolorante realizando ensayos rapidos de resistencia a la temperatura y de

copigmentacién con acido rosmarinico.




7. Metodologia

7.1. Reactivos y equipo

Reactivos:

Metanol, acetona, etanol, n-hexano, acetato de etilo, tolueno, cloroformo, isopropanol,
diclorometano (Sigma-Aldrich). Agua destilada, agua desionizada. Reactivo de Folin-Ciocalteu
(Sigma-Aldrich), acetonitrilo grado HPLC (JT Baker), acido férmico grado HPLC (JT Baker).
Acido lactico, &cido malico, 4cido citrico, &cido acético, acido clorhidrico, acetato de sodio,
cloruro de potasio (Sigma-Aldrich), sacarosa comercial, glucosa (Karo), saborizante artificial de

fresa (Deiman).
Disoluciones:

Hidroxido de sodio 1M, carbonato de sodio al 2%, buffer de acetatos 0.4 M (pH 4.5), buffer de
cloruros 0.025 M (pH 1), nitrito de sodio al 5%, tricloruro de aluminio al 10%, &cido férmico al

80%, cloruro férrico al 2% en MeOH, anisaldehido al 1%.

Equipo:

Molino para café KRUPS GX 4100, placas de silice de 2 mm, lampara UV, liofilizadora Labconco
7522900, ultracongelador -80°C Revco Harris, espectrometro GBC-CINTRAL 10, sonicador Cole
Palmer 8892, balanza analitica OHAUS AP1105, cromatografo de liquidos de alta resolucién
(HPLC Waters), rotavapor (Buchi) R-215 con bafio de calentamiento B-491 y bomba de vacio V-
700.
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7.2. Estrategia experimental

Para el desarrollo de este trabajo se disefiaron dos etapas o ejes principales (Figura 25):

e Primera etapa: Corresponde a la busqueda de compuestos bioactivos en flores
comestibles mexicanas.
e Segunda etapa: Corresponde al estudio de la planta de alache (Anoda cristata), y la

posterior aplicacion de antocianinas como biocolorante.

PRIMERA ETAPA

SEGUNDA ETAPA

a ) a )
Recoleccién y tratamiento de las . .
muestras Estudio de Anoda cristata
-Secado en estufa -Cuantificacién de compuestos
— . .. — bioactivos totales
-Liofilizado B
Moliend iond -ldentificacion de compuestos
~MOTIENTS Y PrEpAractun 8¢ bioactivos totales por CCF
extractos
\_ / \ /
@ ) a )

Cuantificacion de compuestos

bioactivos totales en flores
comestibles

-Fenoles
-Flavonoides
-Antocianinas y carotenos

Identificacion de antocianinas en
flores y hojas de Anoda cristata

- Separacion y caracterizacion de
antocianinas por HPLC-EM

-Cuantificacion de antocianinas

\ A \. A

- ) 4 N\
Analisis cualitativo de Aplicacion de las antocianinas
compuestos bioactivos en flores como biocolorante para un
por CCE alimento

| -Acidos fenolicos y flavonoides -Ensayos de color y

-Antocianinas copigmentacion
-Carotenos y triterpenos -Elaboracion de caramelo duro

. v, \. /

Figura 25. Diagrama general de estrategia experimental
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7.3. Procedimientos

7.3.1. Primera etapa: Estudio de flores comestibles mexicanas

Las muestras de flores (Tabla 2) fueron recolectadas en diferentes municipios dentro del Estado
de México, Oaxaca y la CDMX en la temporada que comprende los meses de febrero a mayo del
2019. La flor de alache (Anoda cristata) fue recolectada en los meses desde agosto a octubre de
2019 debido a que ésta se da en abundancia en el tiempo posterior a la temporada de lluvia. Las

flores secas y molidas se almacenaron a temperatura ambiente en frascos ambar en un lugar fresco.

Tabla 2. Flores estudiadas y tratamiento de secado.

Flor Secado Nombre cientifico Lugar de procedencia
Capuchina Estufa 45°C Tropaeolum majus Reserva Ecoldgica Pedregal San Angel
Colorin Liofilizado Erythrina americana Los Reyes, La Paz, Estado de México
Noche buena  Estufa 45°C Euphorbia pulcherrima Reserva Ecoldgica Pedregal San Angel
Pata de vaca  Estufa 45°C Bahuhinia variegata Reserva Ecoldgica Pedregal San Angel
Flor de alache  Liofilizado Anoda cristata Ozumba de Alzate, Estado de México.
Flor de manita  Estufa 45°C Chiranthodendron pentadactylon Instituto de Biologia, UNAM.

Flor de mayo  Estufa 45°C Plumeria rubra San Mateo Pefiasco, Tlaxiaco Oaxaca
Flor de calabaza  Ambiente Curcubita pepo San Mateo Pefiasco, Tlaxiaco Oaxaca
Flor de mostaza ~ Ambiente Sinapis alba San José Yotantoyo, Tlaxiaco Oaxaca

Gualumbos Estufa 45°C Agave americana San Juan Teita, Tlaxiaco Oaxaca

7.3.1.1. Cuantificacion de compuestos bioactivos totales

Para la cuantificacion de fenoles, flavonoides y antocianinas totales se elaboré un extracto

metandlico, mientras que para carotenos totales se utilizé un extracto a partir de hexano.

Extracto metandlico: Se pesaron 0.5+ 0.05 g de muestra seca en un matraz Erlenmeyer de 50 mL

y se adicionaron 10 mL de una solucion de metanol: agua: acido acético [80:20:1%],
posteriormente se sometid a proceso de sonicacion durante 30 minutos a temperatura ambiente y

se filtr6 al vacio para obtener un extracto colorido.

Extracto de hexano: Se pesaron 0.5+ 0.05 g de muestra seca en un matraz Erlenmeyer de 50 mL y

se adicionaron 10 mL de una solucién de hexano: acetona: etanol [50:25:25], después de esto, se

sometio a proceso de sonicacion durante 30 minutos a temperatura ambiente y se filtr6 al vacio.
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Fenoles totales

Para la determinacion de fenoles totales se utilizd el método de Folin-Ciocalteu [Garcia y
Fernandez, 2011]. Se tomaron 100 uL del extracto metandlico en un tubo de ensaye y se agregaron
2 mL de NaCO3 al 2%, después de dos minutos se adicionaron 100 uL del reactivo de Folin-
Ciocalteu (1:1 diluido en agua) y se dejo reaccionar durante 30 min. Transcurrido el tiempo se
midié la absorbancia en espectrofotometro a una longitud de onda de 750 nm. Para la
cuantificacion de resultados se emple6 una curva patron de acido galico; la ecuacion de la recta
obtenida corresponde a y= 2.0877[x] + 0.0341; r>= 0.9935. Las unidades se expresaron como mg

ac. galico/ g mtra. seca.
Flavonoides totales

Se determinaron mediante el método de cloruro de aluminio con lectura en espectrofotometro a
una longitud de onda de 415 nm [Zhishen et al. 1999]. Del extracto metandlico se tomaron 100 pL
en un tubo de ensaye y se adicionaron 140 uL de agua 'y 30 uL de NaNOs al 5%, transcurridos 5
min se agregaron 30 uL de AICI3 al 10%, 200 uL de NaOH 1M y 500 uL de agua. Finalmente, se
midio la absorbancia y se emple6 una curva patron de catequina; la ecuacién de la recta obtenida
corresponde a y=1.7228[x] + 0.0885; r>=0.9912. Los resultados se expresaron como mg de

catequina/ g mtra. seca.
Antocianinas totales

De acuerdo con el método de pH diferencial [Abdel-Aal, 1999]. Del extracto metandlico se
tomaron 200 uL en un tubo de ensaye y se adicionaron 1800 pL de un buffer de cloruros (pH 1) y
en otro tubo con dicho extracto se agregaron 1800 pL de un buffer de acetatos (pH 4.5). Se midid
la absorbancia de ambos tubos a una longitud de onda de 510y 700 nm. Los resultados se obtienen

con la siguiente ecuacion y se reportaron como mg cianidina-3-glucésido/ g mtra. seca.

A* = (As1onm - A700nm) pH 1 - (As10nm - A700nm) pH 4.5
AT= (A* x PM x FD x 100) / (¢ x 1)

Donde= A*: absorbancia corregida, PM: peso molecular de cianidina-3-glucésido (449.2 g/mol),
FD: factor de dilucion (10), e: absortividad molar de cianidina-3-glucésido (26900 L/cm*mg).
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Carotenos totales

Se determinaron mediante la técnica descrita por Rodriguez-Amaya con lectura en
espectrofotometro a una longitud de onda de 450 nm [Rodriguez-Amaya & Kimura, 2004]. El
extracto obtenido para carotenos una vez filtrado se llevo a un volumen de aforo de 10 mL con
hexano, posteriormente se midio la absorbancia. El contenido de carotenos se expresé como ug de

[-caroteno / g de mtra. seca de acuerdo con la siguiente ecuacion:
Carotenos totales = (A * V * 10%) / (2592 * Pm)

Donde= A: absorbancia a 450 nm, V: volumen de aforo (10), 10* constante de conversion de
unidades mg/g, 2592: coeficiente de extincion molar de b-caroteno, Pm: peso de la muestra (g).

7.3.1.2. Andlisis cualitativo de compuestos bioactivos por CCF

Obtencidn de extractos:

Para la identificacién de los compuestos bioactivos por CCF se realizé una extraccion inicial con
metanol; se pesd 1.0 g de muestra seca de las diferentes flores y se adicionaron 20 mL de MeOH:
H>0: Ac. acético (80:20:1%), posteriormente se sonico durante 30 min y se filtrd al vacio; a dicho
extracto se le evapor6 el metanol en rotavapor a 30°C y se realiz6 una extraccion con hexano, la
fase organica obtenida funcioné como extracto para identificar carotenos y triterpenos. Con la fase
acuosa se realizé una nueva extraccion, realizando lavados con acetato de etilo, la fase organica se
recuperd y funciond como extracto para identificar acidos fendlicos y clorogénicos. Finalmente,

la fase acuosa restante se empled como extracto para identificar antocianinas y flavonoides.

Identificacién cromatoqgrafica

Se emplearon placas de gel de silice en las cuales se colocaron aplicaciones de los diferentes
extractos y estandares conocidos; una vez seca la placa se coloco en una camara cromatogréafica
saturada con la fase mévil correspondiente como se describe en la tabla 3. Finalmente, las placas

fueron reveladas para la identificacion de los compuestos.
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Tabla 3. Sistemas de elucion para identificacion de compuestos por CCF.

Ci?:ir:ﬁtlijfeii?ra Estandares de referencia Sistema de elucion Revelador
fendlicos Acidos HB: Gélico de etilo: Acetona: Ac. formico  Cloruro :errlco al
vainillinico, p-hidroxibenzoico. (40:40:30: 20:10) 2%
. . . Acetato de etilo: Agua: Ac.
Flavonoides Catequm?_, rut;(na, Iutfeollln 4 formico ) Lampara UV
quercetina, kaempfero (85:10:15)
Acetato de etilo: Agua: Ac.
Antocianinas Bibliogréfica férmico: Metanol Luz blanca
(85:10:15:5)
Carotenos [-caroteno (zanahoria), luteina Hexano: Acetato de etilo Luz blanca
(pimiento morroén). (7:3)
Triterpenos y o Y  amirina, betulina Hexano: Acetato de etilo Anisaldehido al 1%
Esteroles lupeol, B-sitoesterol. (7:3)

HC: Acidos hidroxicinamicos, HB: Acidos hidroxibenzoicos

7.3.2. Segunda etapa: Estudio de la flor de alache Anoda cristata (L.)

7.3.2.1. Tratamiento de muestra y cuantificacion de compuestos bioactivos

totales

Se estudiaron las partes mas representativas de la planta de Anoda cristata mediante analisis
cuantitativos y cualitativos. Las partes seleccionadas fueron las flores, hojas verdes y rojas, tallos,
botones, semilla o fruto y la raiz; estas fueron secadas en estufa a 45°C mientras que las flores se
sometieron a tres procesos de secado diferentes para la eleccion del mas adecuado de acuerdo con
el contenido de compuestos bioactivos totales. Los métodos de secado seleccionados para las flores

de alache fueron estufa a 45°C, liofilizacién y secado por microondas.

Una vez secas las diferentes partes la planta, estas se sometieron a molienda y se almacenaron en
un lugar fresco y seco para la cuantificacion de fenoles, flavonoides, antocianinas y carotenos

totales de acuerdo con las metodologias descritas anteriormente para cada caso.
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7.3.2.2. ldentificacion del perfil fitoquimico por CCF de las partes de la planta

La identificacion cualitativa de los compuestos bioactivos de Anoda cristata se realiz6 de acuerdo
con la metodologia descrita anteriormente para la obtencion de los extractos para cada parte de la
planta. Posteriormente, los extractos se corrieron en capa fina de silice para la identificacion de los
diferentes grupos con los estandares y sistemas de elucion descritos en la tabla 4.

Tabla 4. Sistemas de elucion para identificacién de compuestos por CCF en planta de alache.

C_ompt_;e;sto a Estandares de referencia Sistema de elucion Revelador
identificar
i Amglc_)s H(.:: ,Fgrullco, caf,elc_o, Cloroformo: Tolueno: Acetato Lampara UV
Acidos cumarico, sinépico, clorogénico. de etilo: : formi | férrico al
fenclicos Acidos HB: Galico e etilo: Acetona: Ac. formico  Cloruro ferrico a
e - Lo (40:40:30: 20:10) 2%
vainillinico, p-hidroxibenzoico.
Acetato de etilo: Agua: Ac.
Flavonoides  Catequina, rutina, epicatequina férmico Lampara UV
(85:10:15)
Acetato de etilo: Agua: Ac.
Antocianinas Bibliografica formico Luz blanca
(85:10:15)
B-caroteno (zanahoria), luteina ~ Hexano: Isopropanol: Agua
Carotenos (pimiento morrén). (100:10:0.5) Luz blanca
. . . Hexano: Diclorometano:
Triterpenos y ayp amirina, betulina Acetato de etilo Anisaldehido al 1%
Esteroles lupeol, B-sitoesterol. (7:1.5:1.5)

HC: Acidos hidroxicinamicos, HB: Acidos hidroxibenzoicos

7.3.2.3. Caracterizacion y cuantificacion de antocianinas en flores y hojas de

Anoda cristata

7.3.2.3.1. Identificacién y caracterizacion del perfil de antocianinas

La identificacion de antocianinas se realizo en las flores y en las hojas rojas del alache por HPLC,;
Para esto, se hizo una extraccion con relacion 1:20 de la muestra seca con la mezcla de disolventes
MeOH: Agua: Ac. acético [80: 20: 1%], al extracto obtenido se le evapord el metanol en rotavapor
y posteriormente se hicieron lavados con hexano; a la fase acuosa obtenida se le hicieron lavados

nuevamente con acetato de etilo.
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El extracto acuoso obtenido finalmente se sometid a un proceso de purificacion adsorbiéndolo en
amberlita y realizando lavados con abundante agua, una vez concluido esto, las antocianinas se
desadsorbieron con metanol acidificado al 1%. El extracto purificado se concentrd en rotavapor y
se inyectaron 20 pL en un equipo de HPLC (Waters) [método modificado reportado por Torres,
2016] a una longitud de onda de 520 y 325 nm. Se emple6 una columna Hipersil - Gold C-18 (250
X 4.5 mm, 5 um), con flujo de 1 mL/min. Las fases moviles utilizadas fueron: A: Agua /
Acetonitrilo / Ac. formico (90:10:1%) y B: Acetonitrilo (100) con el gradiente de elucién descrito

en la tabla 5.

Tabla 5. Gradiente de elucion en HPLC para identificacion de antocianinas.

Tiempo % A % B
- 97.0 3.0
30.0 80.0 20.0
40.0 80.0 20.0
43.0 70.0 30.0
50.0 70.0 30.0
53.0 97.0 3.0
56.0 97.0 3.0

Por tiempos de retencidn y de acuerdo con lo observado en cromatografia en capa fina se realizaron
asignaciones tentativas de antocianinas. De igual forma, el mismo extracto purificado se analizé
por HPLC-EM con producto idnico (MS?) en modo positivo (IES*) de acuerdo con el método

mencionado anteriormente, para la caracterizacion de las antocianinas presentes.

7.3.2.3.2.  Separacion y cuantificacion de antocianinas en flores y hojas

Una vez identificadas y caracterizadas las antocianinas presentes en las flores y hojas de Anoda
cristata se procedio a realizar la cuantificacion por HPLC. Para ello, se efectud la separacion de
las antocianinas previamente estudiadas mediante una CCF- preparativa de 2mm de espesor; se
colocaron 30 mg de extracto purificado de antocianinas tanto de flores como de hojas rojas; el

sistema de elucion empleado fue: acetato de etilo: &cido formico: agua (85:15:10).
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Las fracciones de la placa una vez separadas se extrajeron con metanol acidificado al 1% y se

concentraron hasta sequedad en rotavapor.

El extracto de antocianina purificado se analiz6 por HPLC-EM con producto i6nico (MS?) en
modo positivo (IES*) de acuerdo con el método mencionado anteriormente, para la confirmacién

de la caracterizacion de las antocianinas presentes.

Finalmente se realizaron las curvas patron de cada antocianina en HPLC (Waters) de acuerdo con
el método modificado reportado por Torres, 2016. Posteriormente se inyectaron las muestras de

flores y hojas para la cuantificacion de antocianinas.

7.3.2.4. Aplicacion de las antocianinas de Anoda cristata como biocolorante en

un alimento.

7.3.24.1. Pruebas de color

Se realiz6 un extracto acuoso de flores de Anoda cristata y se concentr6 en rotavapor para hacer
pruebas de estabilidad de antocianinas, enfocandose inicialmente en la permanencia del color; para
ello, se efectuaron pruebas con tratamiento térmico empleando diferentes acidos . En viales
cerrados se colocaron 2 mL del extracto y se acidificaron al 1% con los siguientes acidos: acido

acetico, acido citrico, acido malico y acido lactico

Los viales se colocaron en un bafio de agua a 60°C durante 30 min, y se evalud la permanencia
del color con los diferentes acidos y se selecciond el que mantuvo el color mas vibrante y parecido

al extracto inicial antes del tratamiento térmico.
7.3.2.4.2. Ensayos de copigmentacién

La estabilidad de las antocianinas de Anoda cristata se evalud en el extracto acuoso y en uno
purificado; y se emple6 un extracto concentrado a partir de romero (Salvia rosmarinus) para usar

el &cido rosmarinico presente como copigmento.
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En viales cerrados se colocaron ambos extractos de Anoda cristata con el copigmento de acido
rosmarinico en proporcion 1:10 respectivamente; se emplearon dos controles (vial sin copigmento)
para cada tipo de extracto.

Todos los viales fueron acidificados al 1% con &cido lactico para favorecer la reaccion de
copigmentacion y posteriormente se colocaron en un bafio de agua a 60°C durante 30 min. Se
determind el contenido de antocianinas totales antes y después del tratamiento térmico, y
posteriormente se expusieron a la luz durante 7 dias a temperatura ambiente. Finalmente, se evalué
la permanencia del color en ambos extractos para su posterior aplicacion como biocolorante en un

alimento.

7.3.2.4.3. Caramelo duro

Las flores de alache se sanitizaron y secaron en estufa a 45°C, una vez secas, se realizé un extracto
acuoso acidificado al 1% con acido lactico y se concentrd en rotavapor, dicho extracto se empleo

como biocolorante para la elaboracién de caramelo. La formulacion empleada corresponde a la

siguiente:

AgUa.. .o 500 mL
Azucar refinada....................... 2009
Glucosa.......oeviviviiiiiiii, 520 g
Saborizante artificial................. 2mL
Extractode flor........................ 10 mL

En un recipiente metalico se calento el agua y el azlcar hasta disolverse, posteriormente, se afiadid
la glucosa y se incorporaron todos los ingredientes hasta alcanzar la temperatura de bola dura o
punto de quiebre del caramelo (~140°C); una vez alcanzada dicha temperatura se retird del fuego
y se agreg0 rapidamente 2 mL de saborizante artificial y 10 mL del extracto concentrado de flor
de alache; finalmente, la mezcla se vertié en moldes de silicon y una vez frios se desmoldaron los
caramelos y se almacenaron en un lugar fresco y seco. Se evalud la permanencia del color del

extracto una vez agregado en la mezcla y en el caramelo final.
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8. Resultados y discusion

8.1. Primera etapa: Estudio de flores comestibles mexicanas

8.1.1. Cuantificacion de compuestos bioactivos totales

En las 10 muestras de flores se cuantificd el contenido de fenoles, flavonoides y carotenos totales,
unicamente en el caso de las antocianinas totales se omitieron las flores de calabaza, mostaza y los
gualumbos de maguey debido a que estas no presentan pigmentaciones por la presencia de

antocianinas, por lo que su cuantificacion en este trabajo seria considerada como resultados falsos
positivos.

8.1.1.1. Fenoles totales

En la Tabla 6 se presentan los resultados de fenoles totales/g de mtra. seca de las flores comestibles

mexicanas analizadas.

Tabla 6. Fenoles totales de flores comestibles.

Fenoles totales
Flor [mg ac. gélico/ g mtra. seca]

Capuchina N. 73.47+1.53
Colorin 93.38+1.75
Noche buena 166.88 + 1.46
Pata de vaca 67.09 + 0.85
Flor de alache 39.49 £ 0.53
Flor de manita 128.87 £ 2.79
Flor de mayo 132.26 + 1.10
Flor de calabaza 4259 +1.75
Flor de mostaza 47.86 £ 2.48
Gualumbos 4430+ 2.22

Datos expresados como media + desviacion estandar, n= 3

Se observa que la flor de noche buena es la que present6 el contenido mas alto de compuestos
fenolicos (166.88 mg ac. galico/g mtra seca); anteriormente se ha descrito que en diversas plantas
del género Euphorbia poseen este tipo de compuestos ya que predomina la presencia de
flavonoides y algunos taninos [Yang et al., 2011].




La flor de mayo y la flor de manita también presentan un contenido mayor de fenoles totales en
comparacion con las demas flores. En este caso, también influye la variedad utilizada; para la flor
de mayo, al emplear la variedad roja (P. rubra f), se ha descrito que posee un contenido superior
de fenoles totales, ya que en la variedad blanca o Plumeria rubra (L). cv. Acutifolia los valores de
fenoles se encuentran en 16.35 mg ac. galico/g mtra. seca [Mulik y Ozuna 2020], por lo que la

variedad roja presenta hasta 87% mas fenoles de acuerdo con lo obtenido en el ensayo.

Para la capuchina naranja, se reporta un contenido de 62.52 mg ac. gélico/ g bs [Garzon et al.,

2015] por lo que el contenido de fenoles totales se asemeja més a lo obtenido en el laboratorio.

En lo que respecta a la flor de colorin, existen reportes de un total de 362.61 mg ac. galico/g mtra
seca [Mulik y Ozuna 2020] para las variedades americanas, sin embargo, la muestra descrita se
refiere a la parte aérea completa de la planta, por lo que el contenido de fenoles puede variar

considerando que en este ensayo se utilizd tnicamente el pétalo rojo.

Dentro del género Erytrhina (colorines), se han aislado tanto acidos fendlicos como algunos
taninos [Gabr et al., 2019], lo mismo para la flor de pata de vaca [Tripathi et al., 2019]. La flor de
alache no ha sido estudiada para describir un perfil de fenoles presentes, sin embargo, se sabe que
posee actividad bioldgica debido a dos flavonoides [Juarez-Reyes et al., 2015].

Las flores de calabaza, mostaza, asi como los gualumbos presentaron un contenido de compuestos
fenolicos que oscila entre los 42 y 47 mg ac. galico/ g mtra. seca, en este caso no se encontraron
referencias especificas del contenido de fenoles, sin embargo, podemos considerar que este tipo
de flores no se caracterizan por tener colores caracteristicos debido a compuestos fendlicos como
antocianinas, por lo que el contenido de fenoles totales puede ser menor en comparacion con

aquellas que presentan colores especificos entre rojo y azul como las capuchinas o la noche buena.

Existen reportes de que en la flor de calabaza el intervalo del contenido de fenoles totales es de
3.14 2 9.48 mg de &c. galico/g de flor seca empleando diferentes métodos de secado [Loubet 2010];
es un contenido mucho menor a lo obtenido en este trabajo (42.59 mg ac. galico/ g flor seca), sin
embargo, se debe considerar que el contenido de compuestos bioactivos también depende del

estado de madurez de las flores utilizadas, asi como de la técnica de extraccion.
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8.1.1.2. Flavonoides totales

Con respecto a la cuantificacion de flavonoides, este tipo de compuestos pertenecen a la familia
de los fendlicos por lo que su contenido no debe superar el de los compuestos fenolicos totales
[Escamilla, et al., 2009]. De acuerdo con el método espectrofotométrico de cloruro de aluminio

(Zhishen et al. 1999) se obtuvieron los resultados descritos en la tabla 7.

Tabla 7. Flavonoides totales de flores comestibles.

= Flavonoides totales
or -
[mg catequina/ g mtra. seca]
Capuchina N. 26.25 £ 1.37
Colorin 62.84 + 3.49
Noche buena 128.67 + 6.09
Pata de vaca 62.84 + 3.49
Flor de alache 35.29 £ 1.90
Flor de manita 42.16 + 2.87
Flor de mayo 49.52+3.14
Flor de calabaza 2.24 +0.05
Flor de mostaza 10.83 £ 0.35
Gualumbos 2.84+£0.18

Datos expresados como media * desviacion estandar, n= 3

En la tabla 7 se observa que al igual que el contenido de fenoles totales, la nochebuena es la flor
que presento el contenido mas alto de flavonoides; en dicha flor se ha identificado un perfil con
diversos tipos de flavonoides como flavanonas, flavonoles y flavonas, dentro de los que destaca la

rutina con un contenido de 36.29 mg/ g mtra. seca [Gu et al., 2018].

La flor de manita y flor de mayo evidenciaron tener un contenido mayor de fenoles en comparacién
con las demas flores, sin embargo, la cantidad de flavonoides representa menos del 50% del total
de compuestos fendlicos; 37.7% y 37.4% respectivamente, por lo que se puede indicar que la
presencia de fenoles en dichas plantas es debida principalmente a los &cidos fendlicos.

Para la capuchina se reporta un contenido de flavonoides totales de 26.0 mg/ g mtra. seca de un
extracto etandlico de flores [Bazylko et al., 2014]; el resultado se asemeja al obtenido

experimentalmente (26.25 mg / g mtra. seca).

41



De igual forma, en la figura 26 se observa que mas del 50% de los compuestos de naturaleza
fenolica corresponden a flavonoides para el caso de las flores de noche buena, los colorines, la
pata de vaca y la flor de alache. En el caso de los colorines, se ha confirmado que las especies del

género Erythrina son ricas principalmente en isoflavonoides y flavanonas [Yenesew et al., 2014].

En lo que respecta a la flor de pata de vaca y la flor de alache, estas resaltan en esta determinacion
ya que, aunque su contenido de fenoles totales es menor en comparacion otras flores, su contenido
de flavonoides es superior, representando mas del 90% del total de sus compuestos fendlicos como

se observa en la figura 26.

Flor de alache |_|_*35§2.49
Flor de calabaza ! 2.24 B4 42.59
Gualumbos ! 2.84 E 4430
Flor de mostaza h10.83 B 4786
Pata de vaca '_j},| 65'78_3'9
Capuchina naranja ki 26.25 B 73.47
Colorin % 93.38
Flor de manita B 4210 B 128.87
Flor de mayo By 552 B 132.26
Noche buena it 12867 B 166.88
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Flavonoides totales (mg catequina/g muestra) @ Fenoles totales [mg ac. galico/ g muestra]

Figura 26. Gréfico del contenido de fenoles y flavonoides en flores comestibles.

Lo mencionado anteriormente es importante debido a que dentro de estos flavonoides se
encuentran ademas las antocianinas, particularmente, en la flor de alache se observa que tiene un
contenido importante de dichos compuestos de tipo fenolico. Estas flores con contenido importante
de flavonoides (que ademas poseen colores muy representativos a simple vista), pueden ser fuentes
potenciales para estudio de biodisponibilidad y estabilidad de antocianinas para su posterior

aplicacién como biocolorantes.
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En el caso de la flor de calabaza y los gualumbos, los valores de flavonoides se encuentran en
cantidades menores con respecto a otras flores, 1o que es congruente debido a que estas flores no
presentan pigmentos como las antocianinas que pertenecen al mismo grupo de compuestos por lo
que los valores tienden a ser minimos, como es el caso de lo reportado para una variedad de
gualumbo de Agave durangensis, con un contenido de 1.21 mg flavonoides/ g mtra. seca [Mulik y
Ozuna 2020].

Por su parte, la flor de mostaza tiene un 24% de estos compuestos con respecto a su contenido de
fenoles totales, y se ha encontrado que esta planta posee flavonoides de quercetina, miricetina y
rutina [Boscariol et al., 2019]

8.1.1.3. Antocianinas totales

Las antocianinas son compuestos pertenecientes a los flavonoides, por lo que, de igual forma su
contenido no debe superar el contenido de flavonoides ni de fenoles totales [Escamilla, et al.,
2009]. Para este ensayo se emplearon todas las flores, exceptuando la flor de calabaza, mostaza y
los gualumbos. De acuerdo con el método de pH diferencial [Abdel-Aal, 1999], se obtuvieron los

resultados descritos en la tabla 8.

Tabla 8. Antocianinas totales de flores comestibles.

AT (mg cianidina 3-glucésido/g
Hoy muestra)

Capuchina naranja 0.21+0.01
Colorines 1474 £0.77
Noche buena 11.93+£0.79
Pata de vaca 1.69 +0.08
Flor de alache 1.40 £ 0.06
Flor de manita 5.45+0.47
Flor de mayo 0.56 £0.04

Datos expresados como media + desviacion estandar, n=3

La flor de colorin presentd el contenido mas alto de antocianinas con respecto a las demas flores;
aunque no existe un reporte del contenido especifico para esta variedad, se sabe que las especies
del género Erythrina son ricas en antocianinas de cianidina [Arita et al., 2014]. En el caso de la

noche buena, se cuantifico un total de 11.93 mg cianidina-3-glucésido/ g mtra. seca; en el punto




optimo de pigmentacion roja se ha encontrado hasta un total de 6.82 mg/g de mtra fresca de
antocianinas totales [Slatnar et al., 2013]; por lo tanto, el contenido de antocianinas varia

dependiendo de los diferentes estados de maduracion de las bracteas.

Para el caso de la capuchina, se ha reportado un contenido de antocianinas como 0.72 mg/g mtra.
seca [Garzon y Wrolstad, 2009] en la capuchina naranja. El contenido de antocianinas determinado
en el laboratorio de 0.21 mg cianidina-3-glucosido/g mtra seca presenta una cantidad menor en
comparacion con el estudio mencionado, sin embargo, la presencia de antocianinas se ve afectada
por factores como el estado de madurez de la flor, el pH, asi como el tratamiento previo que se le
dé a la flor para ser analizada [Aguilera et al., 2011].

Sobre la flor de pata de vaca y de alache, estas presentaron un contenido semejante de antocianinas
1.69 mg cianidina-3-glucésido/g mtra. seca y 1.40 mg cianidina-3-glucésido/g mtra. seca,
respectivamente; cabe sefialar que de esta Gltima no hay estudios acerca de antocianinas, sin
embargo, se ha encontrado que la planta de la que proviene la flor de alache posee actividad
bioldgica, esto se relaciona directamente con los compuestos de tipo flavonoide que estan
presentes [Juérez et al., 2015]; dentro de los cuéles se encuentran las antocianinas.

Con respecto a la flor de manita, los extractos arrojaron lecturas de absorbancia dando como
resultado un contenido de 5.45 mg cianidina-3-glucésido/g mtra. seca; no se ha descrito un perfil
especifico de antocianinas, anteriormente se encontrd que esta flor posee un flavonoide con
coloracion roja insoluble en extractos alcohodlicos, ademés de epicatequina [Veldzquez et al.,
2012], por lo que se intuye que las lecturas si corresponden a la presencia de antocianinas ya que

el extracto metandlico se mantuvo homogeéneo.

La flor de mayo posee un contenido menor con respecto a las demas flores de antocianinas totales,
sin embargo, se ha estudiado que esta variedad roja de Plumeria rubra posee antocianinas de
cianidina [Vettumperumal et al., 2018], lo cual también se evidencia con la coloracion

caracteristica que estas flores presentan.

Para todos los casos es importante considerar que las muestras se pueden ver afectadas por el
tratamiento de secado previo de acuerdo con la estabilidad de las diferentes antocianinas presentes,
ademas del estado de madurez de cada flor, lo que influye directamente en la pigmentacion y el

contenido de estos compuestos.
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Las flores de calabaza, mostaza, y los gualumbos no fueron incluidos en este ensayo ya que se
sabe que no tienen antocianinas en su composicion quimica, la pigmentacion en este tipo de flores
esta dirigida hacia los amarillos que normalmente se dan por la presencia de compuestos

carotenoides en la flor, asi como betalainas o compuestos de tipo flavonoide no antocianinicos.

8.1.1.4. Carotenos totales

En la Tabla 9 se presenta el contenido de carotenos totales de las flores comestibles. EI mayor
contenido de carotenos se encuentra en la flor de noche buena con 519.56 ug -caroteno/g mtra.
seca, seguido por la flor de mostaza con 547.19 pg p-caroteno/g mtra. seca; los valores reportados
para carotenos en zanahoria, la cual es considerada como una fuente rica en estos pigmentos datan
de los 663 hasta 900 pg de B caroteno/g [Beltran et al., 2012]; por lo que estos valores dan indicio
de una cantidad significativa de carotenos presentes en las muestras, lo que también proporciona
propiedades especificas, principalmente la pigmentacién amarilla en el caso de la flor de mostaza,
la cual posee tanto pigmentos carotenoides como clorofilas [Frede et al., 2019].

Tabla 9. Carotenos totales de flores comestibles.

Elor Carotenos totales
(ug B-caroteno/g mtra. seca)

Capuchina N. 132.8 + 2.83
Colorin 91.35+1.15

Noche buena 519.56 + 8.40
Pata de vaca 43.79 £ 1.80
Flor de alache 39.32 £ 0.62
Flor de manita 10.58 + 0.69
Flor de mayo 8.05 £ 0.68

Flor de calabaza 166.59 + 8.69

Flor de mostaza 547.19 + 8.85

Gualumbos 340.93 + 13.00

Datos expresados como media + desviacion estandar, n= 3
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Los extractos correspondientes a los gualumbos de maguey también evidenciaron la presencia de
carotenos debido a la coloracion observada, sin embargo, se debe considerar que estas flores
también llamadas cacayas pueden variar en el contenido de compuestos debido a que estas pueden
provenir de especies diferentes de agaves; ademas del estado de maduracion de la flor.

En el caso de las flores de capuchina, estas también presentan una cantidad de carotenos mayor
dentro de las flores de estudio, se ha reportado que hay un contenido 350 pg carotenos/g de flor;
sin embargo, es la luteina el compuesto mayoritario mas que B-caroteno [Niizu y Rodriguez-
Amaya, 2006].

Con respecto a la flor de calabaza, esta es una de las flores mas consumidas en México y se sabe
gue posee compuestos beneficiosos para la salud, en este caso, la presencia de carotenos se ha
descrito alrededor de los 400 pg de carotenos/g de flor seca [Martinez et al., 2008]. Un factor
importante para considerar es la degradacion de los carotenoides, la cual se debe
fundamentalmente a reacciones de oxidacién, ya sean no enzimaticas o0 a enzimas como las
lipooxigenasas [Gordon y Barret, 2001]; éstas Ultimas han sido reportadas como las posibles
responsables de la degradacion de carotenoides totales en flores de calabaza almacenadas a 20 °C
[Martinez et al., 2008].

La flor de alache, pata de vaca, flor de manita y la flor de mayo, presentaron un contenido menor
de carotenos con respecto a las demas flores, esto ademas se logrd observar en los extractos
realizados, en donde la pigmentacion fue casi nula; sin embargo, en algunas plantas como la
familia de las fabéaceas (colorines) y la de malvéceas (alache) se han identificado algunas xantofilas

como luteina.

Aunque el contenido puede ser minimo, usar un extracto concentrado permite corroborar de forma
cualitativa en capa fina si en efecto hay presencia de pigmentos de carotenoides. Por otro lado,
esto deja ver que las flores mencionadas anteriormente son fuentes que proporcionan pigmentos

antocianinicos, mas que de carotenoides.
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8.1.2. Anadlisis cualitativo de compuestos bioactivos por CCF

En los ensayos de cromatografia en capa fina se incluyeron estandares y/o referencias de los mas
representativos que se encuentran en las flores y plantas en general. Debido a que los compuestos
fenolicos se encuentran ampliamente presentes en las plantas; todas las flores fueron analizadas
para identificar acidos fenolicos y flavonoides. Para la identificacion de las antocianinas sélo se
utilizaron las flores de capuchina, colorin, noche buena, pata de vaca, alache, manita y flor de
mayo. En el caso de los carotenoides se agregaron las flores restantes de calabaza, mostaza y

gualumbos de maguey, debido a las pigmentaciones que presentan por estos compuestos.

8.1.2.1. Acidos fenolicos

En la Figura 27-A, se observa que todas las flores presentan una banda caracteristica que podria
referirse tanto al &cido cumarico, como al ferdlico, sin embargo, se sabe que los Rf de ambos
compuestos son muy similares por lo que dichas bandas podrian estar sobrepuestas; por ello,
usando el revelador con cloruro férrico al 2% como se muestra en la figura 27-B, se puede

diferenciar entre uno y otro de acuerdo a la coloracion que presenten.

En este caso podemos sefialar que las flores presentan una tendencia mayor a poseer acidos
hidroxicindmicos, ya que de los estandares empleados como &cidos hidroxibenzoicos solo fueron
tentativamente identificados en algunas flores. Tal es el caso de la flor de noche buena, en la que
se han identificado compuestos fenolicos simples y acido galico [Fernandez 2013], lo que se
observa claramente en la placa en region sefialada con rectangulo; mientras que el acido
vainillinico se observo en la pata de vaca; esto coincide con lo descrito en un estudio fitoquimico
en el que se reporta la existencia de algunos acidos fendlicos incluyendo el vainillinico [Parekh et
al., 2006].

En las flores de mostaza para diferentes variedades se ha identificado &cido sinapico [Lindeboom
y Wanasundara 2007], el cual también se puede observar en la figura 27-A y para la flor de
calabaza se reporta la presencia de acido cumarico, asi como acido p-hidroxibenzoico; los cuales

se encuentran también en las semillas [Krimer-Malesevi¢ 2020].
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Figura 27. CCF de &cidos fendlicos en flores comestibles.
Extractos fase organica de acetato de etilo (1y 2: capuchina; 3y 4: colorines; 5: alache; 6: noche buena; 7:
pata de vaca; 8: flor de manita; 9: flor de calabaza; 10: flor de mostaza; 11: flor de mayo; 12: gualumbos);
Referencias (13: ac. clorogénicos de camote; 14: ac. ferulico; 15: ac. cumarico; 16: acido cafeico; 17: ac.
sinépico; 18: ac. p-hidroxibenzoico; 19: ac. galico; 20: ac. vainillinico). Fase movil: cloroformo: tolueno:
acetato de etilo: acetona: ac. férmico (40:40:30: 20:10). Revelado: A: luz UV; B: cloruro férrico al 2%.

En cuanto a los &cidos clorogénicos, estos refieren a la unién de acido quinico con algun otro &cido
hidroxicinamico, como puede ser cafeico, ferulico o cumarico; en la figura 27 se observa
tentativamente que todas las flores presentan acidos clorogénicos de acuerdo con la referencia
empleada en el que existe una mezcla de varios de estos, particularmente, el &cido cafeoilquinico
(monoclorogénico) aparece al inicio de la placa (zona sefialada en color amarillo), por lo que este

se observa con mayor concentracion en flores como la capuchina, la pata de vaca y noche buena.
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En el caso de las flores de capuchina se han identificado acidos clorogénicos como el 3-
cafeoilquinico, 5-cafeoilquinico, asi como 3-cumaroilquinico (Garzon et al., 1015) por lo que se
comprueba que los &cidos tanto cumarico, como cafeico se encuentran presentes y en unién con el
acido quinico. Asi mismo en la figura 27-A se observa que los colorines tienen bandas bastantes
semejantes a las de capuchinas en la zona en la que se observan los acidos clorogénicos, por lo que
se considera probable que se encuentren también este tipo de compuestos, al igual que &cido

cafeico y cumarico.

Con respecto a la flor de mayo, sélo se han identificado compuestos flavonoides y antocianas
[Ghosh et al., 2018], sin embargo, en la placa se observan las bandas que podrian corresponder a

acido clorogénico y acido cumarico o ferulico.

En el caso de la flor de alache y la flor de manita, los estudios son escasos con respecto a este tipo
de compuestos, solo se ha identificado en esta tltima la union de acido galico con otros compuestos
[Velazquez et al., 2012], esto explicaria el hecho de que la banda observada en ese extracto no
tiene el mismo Rf pues el &cido no se encuentra en su forma libre; este ademas, es un factor
importante a considerar con las demas flores, pues estos &cidos podrian estar ligados a otras

moléculas.

8.1.2.2. Flavonoides

Para este ensayo se observa en la Figura 28 que la flor de capuchina es en la que se detectaron
mayor numero de flavonoides, con respecto a las bandas observadas. De acuerdo con Garzon 2015
se han identificado en flores de capuchina flavonoides como miricetina dihexésido, quercetina
dihexosido, kaempferol dihexosido, kaempferol acetildihexdsido, asi como quercetina

acetildihexésido.

Asi mismo, en un estudio de 2016, Bernardino reporta que de los compuestos fenolicos presentes
en flores de colorin se encuentran flavonoides como quercetina; en la Figura 28 se nota una banda

ligera que podria corresponder a la de quercetina.
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Figura 28. CCF de flavonoides en extractos de flores comestibles.
Extractos acuosos (1'y 2: capuchina; 3y 4: colorines; 5: alache; 6: noche buena; 7: pata de vaca; 8: flor de
manita; 9: flor de calabaza; 10: flor de mostaza; 11: flor de mayo; 12: gualumbos); Referencias (13:
quercetina; 14: catequina; 15: kaempferol; 16: luteolina). Fase movil: acetato de etilo: agua: ac. formico
(85:10:15) Revelado: luz UV.

Para las flores de alache se ha estudiado principalmente el quelite mas que sus flores, sin embargo,
en este se ha encontrado la presencia de dos flavonoides caracteristicos con actividad bioldgica,
acacetina y diosmetina [Juarez et al., 2015]; se observa en la Figura 28 dos bandas en la zona alta
de la placa, esto evidencia la posibilidad de que los flavonoides presentes en dicho quelite sean los

mismos presentes en la flor y los méas representativos y/o en mayor concentracion.

En la flor de noche buena se observa, al igual que en la capuchina un nimero mayor de bandas
con respecto a las demas flores; en esta se han identificado flavonoides como epicatequina,
naringina, rutina y miricetina, coincidiendo principalmente con el estandar de catequina (zona
amarilla); ademas de flavonoides glicosilados como quercetina-3-rutinésido, quercetina-3-
ramnosilgalactésido, y glucoésidos de kaempferol [Gu et al., 2018]; este tipo de flavonoides poseen
un peso molecular mayor que los aglicones debido a la unién con otras moléculas como dichos
azucares, por lo que pueden observarse en el inicio de la placa, esto explicaria la acumulacion de
bandas que no se ven separadas en la parte inferior, ya que son flavonoides que no estan en forma
de aglicon. Lo mismo ocurre para la pata de vaca en la que se han descrito glucosidos de quercetina

y miricetina en la especie Bauhinia [Ahmed et al., 2019]
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La flor de manita ha sido estudiada precisamente por la actividad biolégica debida a tres
flavonoides identificados como isoquercetina, catequina y epicatequina [Velazquez et al., 2009],
sin embargo, se intuye que estos estdn en concentraciones muy bajas ya que no se evidenciaron

claramente las bandas en la placa.

Para el caso de la flor de mayo variedad roja, se observa una banda que indica la presencia de
kaempferol (zona azul sefialada); para esta flor se ha reportado que posee ademas de este,
quercetina [Ghosh et al., 2018]. En esta ultima, asi como en los gualumbos se observa la tendencia
de que todas poseen kaempferol, este tipo de flavonoide ha sido reportado en numerosos estudios
sobre plantas, lo que hace referencia a que es de los méas abundantes de la naturaleza.

Sobre la flor de mostaza no se encontraron reportes especificos de flavonoides en las flores, sin
embargo, estudios sobre las hojas han encontrado la presencia de luteolina y apigenina [Onyilagha
et al., 2003]. Con respecto a la flor de calabaza, se observa que el extracto se quedé acumulado en
la parte inferior, y se han identificado en esta especie flavonoides como ramnazina-3-rutindsido,
isorhamnetina-3-rutinosido-4-ramndsido e isorhamnetina-3-rutindsido [Itokawa et al., 1981]; por
lo que el sistema de elucidn no es conveniente para este tipo de compuestos mono y diglicosilados.

8.1.2.3. Antocianinas

Para este ensayo se utilizaron las flores de capuchina naranja, colorines, flor de alache, noche
buena, pata de vaca, flor de manita y flor de mayo y se empled un sistema de elucion de tipo
agua/acido para antocianinas no aciladas, ya que en las flores no es comdn que las antocianinas se

encuentren unidas a compuestos fenolicos.

Como se observa en la tabla 10, los diferentes aglicones de las antocianinas presentan un valor de
Rf especifico dependiendo del sistema de elucidn, asi como un color caracteristico que se observa
en la placa, de esta forma se puede hacer una interpretacion cualitativa para cada caso, tomando

como referencia de igual forma lo reportado en estudios previos de cada flor.
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Tabla 10. Rf de antocianidinas en cromatografia en capa fina.

Antocianidina Rf(x100) en Color visible
en placa
Forestal Ac. férmico BAW
Pelargonidina 68 33 80 rojo
Cianidina 49 - 68 magenta
Peonidina 63 30 71 magenta
Delfinidina 32 13 42 pUrpura
Petunidina 46 20 52 pUrpura
Malvidina 60 27 58 purpura

Fuente: Adaptado de Sing de Ugaz, 1997.

1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 29. CCF de antocianinas en
extractos de flores comestibles.
Extractos acuosos (1: capuchina; 2 y 3:
colorines; 4: noche buena; 5: pata de vaca; 6:
alache; 7: flor de manita; 8: flor de mayo).
Fase movil: acetato de etilo: agua: ac.

férmico (85:10:15) Revelado: luz blanca.

Para el caso de la capuchina se observa en la Figura
29 la presencia de dos antocianinas, las cuales han
sido reportadas como cianidina-3-soforésido y
pelargonidina-3-soforésido [Garzon et al., 2015];
basadndonos en los colores que se observaron en la
placa se confirma lo reportado en el estudio

mencionado anteriormente.

Para las dos muestras de colorines se observa
principalmente dos bandas de color rojo-naranja; se
ha reportado para la variedad de Erythrina
coralloides a las antocianinas pelargonidina-3-
glucésido, cianidina-3-glucésido y pelargonidina-3-
sofordsido [Scogin 1991], lo cual coincide con lo
observado, ya que pelargonidina se observa en estas
tonalidades como se describe en la tabla 10.

De acuerdo con lo reportado por Slatnar 2013, la

noche buena posee 11 antocianinas, de las cuales siete son de cianidina, tres de pelargonidina y

una de delfinidina, en la placa se pueden observar cuatro bandas predominantes Gnicamente, lo

que coincide con lo que se ha descrito ya que son cinco antocianinas las mayoritarias en dicha flor,

estas corresponden a cianidina-3-glucosido, cianidina-3-galactésido, cianidina-3-rutinosido,




pelargonidina-3-glucosido y pelargonidina 3-rutindsido [Slatnar et al., 2013], esto también se
confirma con las tonalidades de las bandas ya que cianidina y pelargonidina se ven rosa/rojizo y

naranja/rojizo respectivamente.

La flor de pata de vaca presentd dos tipos de antocianinas con tonalidades magenta a naranja, en
este caso, considerando y correlacionando las bandas con las otras flores, se estipula que dichas
antocianinas pueden ser de cianidina y pelargonidina; en cambio, en la flor de manita parece ser
cianidina-3-glucosido de acuerdo con el color magenta caracteristico; ademas de coincidir con una

de las antocianinas de noche buena en las cuales si se ha identificado a cianidina.

Con respecto a la flor de mayo, en la variedad roja utilizada en este trabajo se han identificado
cianidina-3-O-B-(2"-glucopyranosyl-O-B-galactopiran6sido) y cianidina-3-O-f-galactopirandsido
[Byamukama et al., 2011]; en la placa se logra observa una de estas que aparentemente es la de

mayor concentracion.

Finalmente, la flor de alache solo present6 una antocianina visible en la placa; basandonos en los
valores de Rf experimentales y en el color azulado/morado se puede considerar que la flor de

alache posee una antocianina de delfinidina o malvidina

8.1.2.4. Carotenos

Para la identificacion de carotenos, se realizaron extracciones en alimentos ricos en 3 caroteno y
licopeno para utilizarlos como referencia; estos fueron extracto de espinaca, zanahoria y jitomate.
En la Figura 30 se observa que todas las flores estudiadas, presentaron la banda correspondiente a
[3-caroteno (zona marcada en rojo), la cual suele tener un %Rf de 94-95, por lo que normalmente
eluye hasta arriba en la placa cromatografica. En este caso, fueron la capuchina naranja, la flor de
calabaza, mostaza y gualumbos quienes presentaron las bandas mas intensas y/o concentradas de

dicho compuesto.
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Dentro de los carotenos reportados en flores de capuchina se encuentran principalmente luteina,
oy P caroteno, asi como violaxantinas y zeaxantinas [Rodriguez-Amaya, 2004]; mientras que en

la flor de calabaza se ha descrito también la presencia de luteina y B-caroteno [Alamilla, 2009].

Figura 30. CCF de carotenoides en flores comestibles.
Extractos fase organica de hexano (1y 2: capuchina; 3: noche buena; 4: flor
de mayo; 5: colorines; 6: pata de vaca; 7: flor de manita; 8: flor de alache; 9:
flor de calabaza; 10: flor de mostaza; 11: gualumbos). Referencias (E:
espinaca; Z: zanahoria; J: jitomate). Fase movil: hexano: acetato de etilo
(7:3) Revelado: luz blanca

En la cuantificacion de carotenos totales, las flores de noche buena, mostaza y gualumbos fueron
las que presentaron un contenido mayor de dichos compuestos con respecto a las demas flores; en
este caso es importante tomar en cuenta que este tipo de pigmentos son muy féaciles de degradar
con exposicion a la luz, asi como a la temperatura ambiente, el hecho de que no se hayan observado
mas bandas concentradas en las demas flores nos hace referencia a que posiblemente estos se

descompusieron antes del momento de realizar las aplicaciones en la placa.

La cromatografia en capa fina de carotenos empleando disolventes con hexano y/o éter de petréleo
evidencia tres zonas caracteristicas en las que se encuentran los carotenos en la parte superior,
xantofilas como astaxantina y cantaxantina en la parte media y luteina y zeaxantina en la parte
inferior de la placa [Hynstova et al., 2018]; esto se puede observar claramente en la figura 30 en
donde se denota que todas las flores poseen ademés de carotenos, bandas caracteristicas de

xantofilas.
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Figura 31. CCF de carotenoides en flores
comestibles.

Extractos fase organica de hexano (1: capuchina; 2 y
3: colorines; 4: noche buena; 5: pata de vaca; 6: alache;
7: flor de manita; 8: flor de mayo; Referencias (M:
morron; E: espinaca; Z: zanahoria; J: jitomate). Fase
movil: hexano: isopropanol: agua (100:10:0.5).

Revelado: luz blanca

xantofilas
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Se realiz6 una placa mas de carotenos
empleando unicamente las flores en las que
posiblemente hubo una descomposicion del
pigmento, ademés se utilizd una fuente de
luteina (pimiento morrén) y el sistema de
elucion se cambid a hexano: isopropanol:
agua (100:10:0.5).

En esta nueva placa (Figura 31) se confirma
que todas las flores poseen B-caroteno en
diferentes grados de concentracién, como se
ilustra en el recuadro azul; al igual que
luteina y probablemente zeaxantina (zona
marcada en rojo), ya que esta se corrobord
con el %Rf reportado para luteina (28)

utilizando este sistema de elucion.

Esto hace sentido con lo que se ha descrito en diversas flores, particularmente en el caso de la

familia de las fabaceas y malvaceas, en las cuales, diferentes especies de plantas han evidenciado

tener xantofilas como luteina [Niizu y Rodriguez-Amaya 2005].

8.1.2.5. Triterpenos

Para la identificacion de triterpenos en capa fina se empled el mismo extracto de hexano utilizado

en la identificacion de carotenos, y se utilizaron referencias de triterpenos pentaciclicos (o y f3

amirina, lupeol, betulina, ac. ursélico) y fitoesteroles (B-sitoesterol).

En la Figura 32 se observa que la flor de capuchina presenta bandas que pueden corresponder a

betulina y acido oleandlico o ursolico, aunque las bandas no estan por completo definidas, existen

reportes de que esta flor posee triterpenos pentaciclicos [De Medeiros et al., 2000].
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Figura 32. CCF de carotenoides en flores comestibles.
Extractos fase organica de hexano (1: capuchina; 2 y 3: colorines; 4: noche buena; 5: pata de vaca; 6: flor
de manita; 7: flor de mayo; 8: flor de alache); Referencias (9: a-amirina; 10: B-amirina;11: betulina; 12:
lupeol; 13: ac. ursolico + ac. oleandlico; 14: fitoesteroles comerciales). Fase movil: hexano: acetato de etilo
(7:3) Revelado: anisaldehido al 1%

Con respecto a los colorines, se observan principalmente bandas coloridas en la parte inferior de
la placa, anteriormente se ha reportado en un estudio de los fitoquimicos de especies del género
Erythrina que estas poseen acido oleanodlico [Farag et al., 2016]; lo cual coincide con una de las

bandas de la referencia empleada con dicho triterpeno.

En el caso de la noche buena, se ha identificado la presencia de lupeol [Armentha 2012], en la
placa no se observa claramente la banda, sin embargo, esto se puede deber a que la muestra no esta
concentrada lo suficiente; lo mismo para el caso de la flor de pata de vaca y manita; las cuales
presentan un perfil parecido en la placa. En este caso no se observan bandas correspondientes a
triterpenos pentaciclicos, sin embargo, en todas las flores predomina una banda en la parte media
de la placa que puede corresponder a -sitoesterol de acuerdo con el color y la cercania a la banda

que aparece en la mezcla de fitoesteroles comerciales.

Tanto la flor de mayo como la flor de alache presentan una variedad mas amplia de bandas
coloridas; para el caso de la flor de alache no existen reporten aun sobre el perfil de compuestos
terpénicos presentes; sin embargo, la placa muestra que es la Gnica flor que evidencié claramente

la presencia de o y p amirina, ademas de que probablemente también tenga fitoesteroles.
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Para la flor de mayo se han identificado principalmente compuestos tetra y pentaciclicos como
lupeol, &cido ursélico y acido oleandlico [Dubois y Rezzonico 2007]; esto se relaciona
directamente con el hecho de que las flores del género Plumeria han sido ampliamente estudiadas
debido a que poseen compuestos aromaticos, dentro de los cuales existen esta gran variedad de

terpenos [Gong et al., 2019].

8.2.Segunda etapa: Estudio de Anoda cristata (L.) Schltdl

De acuerdo con los resultados obtenidos en las etapas previas para la flor de alache, se decidio
ampliar su estudio para dar a conocer su perfil, esto debido a que es una planta con informacion
escasa acerca del perfil de fitoquimicos presentes. Las investigaciones se han enfocado en el
analisis de la actividad bioldgica de compuestos como flavonoides en sus hojas, sin embargo, en
las flores se encontré que ademas poseen una antocianina desconocida, asi como compuestos
triterpénicos y carotenoides; al ser una planta poco explotada en nuestro pais y que se da en
abundancia la mayor parte del afio en zonas muy comunes, esta podria ser considerada una fuente
potencial de fitoquimicos para su posterior aplicacion biotecnoldgica y de esta forma aprovechar

dicha planta que comienza a considerarse un residuo.

8.2.1. Cuantificacion de compuestos bioactivos totales

Para la cuantificacion de compuestos bioactivos totales en la planta, se emplearon las partes mas

representativas de la planta: flores, hojas verdes, hojas rojas, tallos, fruto, botones y raiz.

Prueba de método de secado

Para evidenciar si el tratamiento de secado influia significativamente en el contenido de
compuestos bioactivos en las flores, estas se sometieron a tres procesos diferentes de secado:
Liofilizado, secado en estufa a 50°C y secado por microondas. De acuerdo con latabla 11, en todos
los casos, la cuantificacion de bioactivos totales es mayor para la muestra que fue liofilizada; en

este caso el resultado tiene coherencia ya que al ser un proceso de secado que se basa en sublimar

57



el hielo de un producto congelado, el agua del producto pasa directamente de estado sélido a vapor
sin pasar por el estado liquido, por lo que la estructura y compuestos quimicos presentes en la flor
no se ven afectados. En cambio, se evidenci6 una pérdida significativa de compuestos bioactivos
en las muestras sometidas a secado por microondas; a pesar de que es un proceso muy eficaz y
rapido, la forma de energia que se manifiesta en forma de calor a través de su interaccion con el
material vegetal de la flor, propicia la descomposicion hasta en un 50% en el caso de los

carotenoides con respecto al material liofilizado.

Tabla 11. Compuestos bioactivos totales en flores de alache con diferente tratamiento de muestra.

Método de  Fenoles totales [mg Flavonoides ftotales Antocia_nin_as_ totales  Carotenos totales
secado ac. galico/ g muestra] (mg catequina/g (m,g _C|an|d|na 3- (ng B-caroteno/g
muestra) glucdsido/g muestra) muestra)
Microondas 30.98 + 0.44 23.18+1.12 0.804 + 0.028 23.66 +1.34
Liofilizado 39.94 +2.17 35.31+£0.12 1.696 + 0.105 42.56 + 0.93
Estufa 39.49 £ 0.53 35.29+£1.90 1.404 + 0.059 39.32+0.62

Datos expresados como media * desviacion estandar, n= 3

En el caso del secado por estufa, se obtuvieron valores muy parecidos a los de las flores
liofilizadas; de acuerdo con estos resultados se decidié emplear el secado en estufa tanto para las
flores como para las demas partes de la planta, aunque el proceso de liofilizado mostré ser el
optimo, la cantidad de energia y tiempo necesario para obtener las muestras secas es mayor; por
lo que el secado en estufa es una opcion viable a nivel laboratorio. Por lo tanto, todas las partes de
planta de alache se sometieron a proceso de secado por estufa a 45°C para la cuantificacion de

compuestos bioactivos totales; los resultados se encuentran descritos en la tabla 12.

Tabla 12. Compuestos bioactivos totales en Anoda cristata cuantificados a partir de un extracto metandélico
para fenoles, flavonoides y antocianinas totales, y de un extracto de hexano para carotenos totales).

Parte de Fenoles totales Flavonoides totales Antocianinas totales  Carotenos totales
Anoda [mg ac. gélico/ g [mg catequina/g [mg cianidina 3- [ug B-caroteno/g
cristata mtra. seca] mtra. seca] glucosido/g mtra. seca] mtra. seca]
Flor 39.49 + 0.53 35.29+1.90 1.404 + 0.059 39.32 £ 0.62
Hoja roja 78.94 £ 3.90 66.99 + 0.39 1.547 £ 0.060 63.36 + 2.99
Hoja verde 65.68 + 2.48 29.27+0.71 0.126 £ 0.010 69.17 + 2.45
Tallos 16.42 +0.72 10.93+0.13 0.084 £ 0.011 83.00 + 3.29
Fruto 41.07 £1.62 22.66+0.74 0.130 £ 0.009 72.90 +0.83
Botones 59.83 + 1.08 43.50 + 2.42 0.011 + 0.005 10.70 £ 0.39
Raiz 39.69 + 1.32 35.91+1.04 NC 47.99+1.70

Datos expresados como media * desviacion estandar, n= 3

*NC= no cuantificado.
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Fenoles y flavonoides totales

De acuerdo con los resultados de la

894 tabla 12 y la Figura 33, se puede
6.99 6568 observar que el contenido mayor de
59.83 fenoles y flavonoides se encuentra en
las hojas rojas y verdes de la planta,
50 - - -
39.49 41,07 3969 esto tiene congruencia debido a que en
5.29 35.91 .
2027 la etapa previa a la madurez de las
66 plantas, estos metabolitos secundarios
16.42

10,93 predominan para posteriormente dar
paso a la conformacion de otro tipo de
compuestos como las antocianinas;

Flor Hoja ~ Hoja Tallos Fruto Botones Raiz . ]
roja  verde eso explica porque el contenido de

® Fenoles totales [mg ac. galico/ g muestra]

m Flavonoides totales (mg catequina/g muestra)

Figura 33. Gréfico de fenoles y flavonoides totales en

flavonoides es mayor en las hojas
rojas, pues estas presentan ya este tipo

de pigmentos; por lo tanto, en las hojas

Anoda cristata por g de muestra seca. . . .
rojas se observa la misma tendencia

que en el estudio previo de las flores, en donde méas del 90% de los compuestos fendlicos presentes,

corresponden a los flavonoides.

Con respecto a los botones, estos resultaron tener una mayor cantidad de compuestos fendlicos
que las flores, al igual que de flavonoides, esto da pauta para establecer que, aunque el contenido
de flavonoides es mayor, estos no corresponden en primera instancia a las antocianinas; lo mismo

sucede para las semillas de la planta.

En la raiz también se obtuvieron resultados cuantificables para ambos compuestos; y se sabe que
en las raices también se da la sintesis, acumulacion y liberacion de compuestos, que interfieren en
la relacién planta-suelo; por lo que pueden existir compuestos como acidos organicos, azlcares,
compuestos fendlicos simples, aminoacidos, flavonoides e incluso vitaminas [Oliveros-Bastida et
al., 2009].




En el caso de los tallos, se observo un contenido menor de compuestos fenolicos con respecto a
las demas partes de la planta; anteriormente, diversos estudios han demostrado que la capacidad
de distribucion de carbono asimilado por raiz hacia el tallo es un factor fundamental con lo cual,
la distribucion de carbono entre los diferentes drganos de la planta influye también en los
compuestos organicos y/o metabolitos presentes; se ha observado que la asimilacion de carbono
desde el medio de crecimiento en plantas jovenes es traslocado a la raiz, mientras que en plantas
adultas, este es traslocado de manera preferencial al tallo [Palta et al., 1997]; en este caso, al haber
mayor cantidad de compuestos fendlicos en la raiz que en el tallo podemos dar pauta a que la planta

analizada  corresponde a una etapa joven en su ciclo fisioldgico.

Antocianinas totales

Para la cuantificacion de antocianinas totales, los
valores mas altos corresponden a las flores y a las
hojas rojas (Figura 34), esto es evidente por el tipo
de pigmentacion que estas presentan; sin embargo,
los extractos de las demas partes de la planta, al ser
acidificados al 1% mostraron tonalidades
parecidas a las antocianinas por lo que se hizo
también la cuantificacion, y en efecto, se

encontraron valores de absorbancia positivos.

0.13 0.08 0.13
En el caso de las hojas verdes, los valores - = i o~

evidentemente son muy bajos en concentracion ya Flor ~ Hoja  Hoja Tallos Fruto Botones
roja  verde

que el pigmento no se encuentra desarrollado en tu
Antocianinas totales (mg cianidina 3-glucésido/g
totalidad como en las hojas rojas, las cuales ya muestra)

pasaron por un proceso especifico de maduracion Figura 34. Gréfico de antocianinas totales en

y desarrollo del color. planta de Anoda cristata por g de muestra seca.

Con este ensayo se evidencia el hecho de que la planta de alache es rica en antocianinas en sus
flores y hojas, en este caso, el contenido de estos compuestos en las hojas es 10% mas que en las

flores; asi mismo, estos dos 6rganos poseen mas del 90% de estos pigmentos con comparacion con
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las demas partes de la planta. Sobre esto se buscé emplear una confirmacién de tipo cualitativa

con cromatografia en capa fina, la cual se discute mas adelante.

Carotenos totales
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Figura 35. Grafico de ug de B-caroteno/g de
mtra. seca en planta de Anoda cristata.

Para la cuantificacion de carotenoides, se
emplearon extractos de hexano de cada parte de

la planta.

Anteriormente, las flores mostraron tener un
contenido de carotenos menor con respecto a
otras flores de estudio en la primera etapa con
39.32 ug b-caroteno/g mtra. seca; en este ensayo
se encontré que la raiz de la planta posee un

contenido similar y/o cerca al de las flores.

Al igual que en el ensayo de las antocianinas, se
obtuvieron pruebas positivas para las demas
partes de la planta, sin embargo, de acuerdo con
los resultados, se observa que el contenido de
carotenos es mayor en los tallos, el fruto y las

hojas verdes respectivamente.

Cabe destacar que, aunque estos 6rganos de Anoda no tenga pigmentacion especifica, estas

pueden tener cantidades significativas de luteina u otras xantofilas caracteristicas de algunos

quelites como en el caso de la espinaca [Tritordeum 2018]. Sin embargo, el contenido de

compuestos de clorofila también puede influir en la cuantificacion por lo que, lo mas recomendable

es hacer una separacion de ambos pigmentos en el extracto de hexano para realizar la medicion

por separado.
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8.2.2. Identificacion del perfil fitoquimico por CCF

Acidos fendlicos

En la Figura 36 se observa que tanto las flores como las hojas presentan un perfil més parecido en
cuanto a sus compuestos fendlicos, particularmente, como se observa en la Figura 36-B, el
revelado de la placa evidencia bandas a la altura del acido clorogénico (zona sefialada amarilla en
Figura 36-A).

acido cafeico

EFIEYS&#IN =

acido clorogeénico /

9 10 11 12 13

Figura 36. CCF de &cidos fenolicos en Anoda cristata.
Extractos fase organica de acetato de etilo (1: flores; 2: hoja verde; 3: hoja roja; 4: tallos; 5: fruto; 6:
botones; 7: raiz); Referencias (8: clorogénicos de camote; 9: ac. cafeico; 10: ac. cumarico + ac. galico; 11:
ac. galico; 12: ac. hidroxibenzoico; 13: acido clorogénico). Fase movil: cloroformo: tolueno: acetato de
etilo: acetona: ac. formico (40:40:30: 20:10). Revelado: A: luz UV; B: cloruro férrico al 2%.
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En todos los extractos se encuentra esta misma banda, aunque estan en muy baja concentracion,
logran observarse sobre todo en los botones y la flor. Sobre esta variedad de Anoda no se
encuentran reportes aun sobre el perfil de acidos fendlicos presentes, sin embargo, estudios sobre
otras especies de la misma familia malviceas han identificado compuestos como el &cido

clorogeénico y cafeico [Morais et al., 2017].

La referencia de &cido cafeico (nimero 9) coincide mayoritariamente con el fruto, los botones y la
raiz de la planta (zona sefialada azul) sin embargo, tanto en las flores como en las hojas se encuentra
una banda muy cercana a esta referencia. De acuerdo con la Figura 36-B en la placa revelada no
se identificaron &cidos fendlicos como el cumarico o hidroxibenzoico. Las hojas verdes,
presentaron ademas bandas que se asemejan a las reportadas para el caso de las hojas de camote

en las que se han identificado isdmeros del acido clorogénico [Torres, 2016].

Algunos reportes para plantas de malvas parecidas a Anoda cristata han reportado que, si poseen
acido clorogénico e hidroxibenzoico, sin embargo, estos se encuentran a nivel de trazas [Tlrker y
Dalar 2013], por lo que es probable que la concentracién de este tipo de compuestos en esta familia

de plantas sea minima y por lo tanto no es tan factible observarlos por cromatografia en capa fina.

Flavonoides

Para la identificacion de los flavonoides se utilizé el extracto acuoso resultante de cada parte de la
planta una vez hechos lavados con hexano y acetato de etilo. En este extracto también se
evidencian las bandas de antocianinas, las cuales son coloridas y corresponden a las que se
observan en la parte inferior, por lo tanto, los flavonoides que no son antocianinas se encuentran

en la parte superior.

Los estudios realizados en Anoda cristata se han enfocado hasta la fecha en la actividad biolégica
debido a dos flavonoides presentes en las hojas o quelite de esta planta; estos corresponden a las
flavonas acacetina y diosmetina [Juarez-Reyes et al., 2015]; para este ensayo no se contaron con
las referencias de dichos compuestos, por lo que no se confirmé dicha informacion de forma

cualitativa.
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Figura 37. CCF de flavonoides en Anoda cristata.

Extractos acuosos (1: flores; 2: hoja verde; 3: hoja roja; 4: tallos; 5: fruto; 6: botones; 7: raiz); Referencias
(8: catequina; 9: epicatequina; 10: rutina). Fase movil: acetato de etilo: agua: ac. formico (85:10:15)
Revelado: luz UV.

Lo observado en la placa (Figura 37) nos indica que el perfil es muy similar en todas las partes de
la planta, variando unicamente la concentracion de las bandas en cada una. En el caso de las flores
la concentracién de los compuestos presentes es menor, mientras que, en las hojas, el fruto y los
botones es mucho mayor. En el caso de los tallos se observa que en la parte inferior existe una
acumulacién de compuestos, lo que nos indica que el sistema podria resolverse mejor para esta

parte de la planta y evidenciar si se trata de flavonoides glicosilados.

Con respecto a los estandares empleados en este ensayo, se observa que todas las partes de la planta
coinciden con la de rutina (barra azul) y con catequina (barra naranja). Otros estudios sobre malvas
han descrito la presencia de flavonoides como rutina, catequina, quercetina [Morais et al., 2017]

y kaempferol [Tlrker y Dalar 2013].
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Antocianinas

1 2 3 4 5 6

Figura 38. CCF de antocianinas en
Anoda cristata.

Extractos acuosos (1: flores; 2: hoja

verde; 3: hoja roja; 4: tallos; 5: fruto;

6: botones). Fase movil: acetato de

etilo: agua: ac. formico (85:10:15)

Revelado: luz blanca.

La identificacion de antocianinas se realizo de igual forma
con el extracto acuoso empleado para la identificacion de
flavonoides. Asi mismo, se usaron todas las partes de la
planta exceptuando la raiz, ya que anteriormente se logro
cuantificar antocianinas en estas partes con el método de pH

diferencial.

De manera cualitativa se confirma con lo observado en la
Figura 38 que todas las partes de Anoda cristata poseen
antocianinas, pues en todos los casos se denotan bandas de
colores  caracteristicos de  estos  compuestos,
particularmente estas pueden ser antocianinas de cianidina

de acuerdo con la tonalidad del pigmento.

En el caso de las flores se observa una antocianina como se
habia descrito anteriormente, la cual por la coloracion dada
puede ser de delfinidina o malvidina; sin embargo, ademas

se observa claramente una banda mas a la altura de la

antocianina presente en la hoja roja, por lo que es probable que esta se encuentra igualmente en la

flor, aunque en menor concentracion.

Lo mismo se observa para las hojas verdes, el fruto y los botones, con lo cual se da la pauta de que

es la misma antocianina y que la concentracion de esta depende del estado de madurez y/o

desarrollo fisiologico en las partes de la planta; aunque esta propiamente no aporte un efecto de

pigmentacion pues el contenido es muy bajo en comparacién con las hojas rojas. En los tallos

también se presenta una banda colorida de diferente Rf a la de las hojas y demas 6rganos de Anoda,

por lo que probablemente sea de una antocianina con diferente grado de glicosilacion.

En la placa se logran observar en promedio dos antocianinas para cada parte del alache, sin

embargo, pueden existir demas antocianinas en cantidades minimas que no se logren apreciar con

este método cualitativo.




Carotenos

En la identificacién de carotenoides por

,\ CCEF, se utiliz6 como referencia un extracto
B-caroteno de pimiento morron amarillo, ya que se ha
reportado que este es una buena fuente de
luteina y B-caroteno; de igual forma se
utilizd el extracto de zanahoria y de

jitomate. El sistema de elucion fue hexano:

isopropanol: agua (100:10:0.5); y para este

< sistema se encontré que luteina presenta un
luteina  o4RF de 28 [Hynstova et al., 2018].

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 ) ) )
_ ) : Anteriormente se ha investigado en
Figura 39. CCF de carotenoides en Anoda cristata.

Extractos fase organica de hexano (1: flores; 2: hoja  diversas especies de malvas como la
verde; 3:_hojaroja;_4:_tal|os;5:fruto;6:botones; 7 raiz);  malva silvestre, que estas poseen -
Referencias (8: pimiento morrén; 9: zanahoria; 10:
jitomate). Fase movil: hexano: isopropanol: agua

(100:10:0.5). Revelado: luz blanca. et al., 2010], de ahi que el sistema

caroteno y xantofilas como luteina [Barros

cromatografico se adaptara para observar

dichos compuestos.

Como se observa en la Figura 39, todas las partes del alache poseen tanto [3-caroteno (barra azul)
como luteina (barra roja), esto se corrobord con las referencias empleadas, ademas, se observa que,
en efecto, las hojas, frutos, botones y tallos poseen un contenido mayor de dichos compuestos, esto
debido a que la intensidad de las bandas es mayor, ademas de que se corrobora lo obtenido en la
cuantificacién por métodos espectrofotométricos. En el caso de la raiz, esta presenta una banda
diferente a luteina que por el %Rf determinado (34) esta puede corresponder a la xantofila
astaxantina. De igual forma, esta podria estar presente en los deméas d6rganos de la planta, sin
embargo, la presencia de las clorofilas en este caso estaria enmascarando dicha banda, por lo que
lo ideal para las hojas y tallos, seria realizar un método de extraccion Unicamente de clorofilas y

evidenciar si en efecto existen mas xantofilas en las muestras.
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Triterpenos
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Figura 40. CCF triterpenos en Anoda cristata.
Extractos fase organica de hexano (1: flores; 2: hoja verde; 3: hoja

Para la identificacion de
triterpenos se utilizd el mismo
extracto de hexano empleado
para la placa de carotenos, en este
caso se empled un nuevo sistema
de elucion de  hexano:
diclorometano: acetato de etilo
(7:1.5:1.5). Se usaron los mismos
estandares de referencia y la
mezcla comercial de
fitoesteroles se sustituy6 por -

sitoesterol aislado.

roja; 4: tallos; 5: fruto; 6: botones; 7: raiz); Referencias (8: a-
amirina; 9: B-amirina; 10: betulina; 11: lupeol; 12: ac. ursolico +
ac. oleandlico; 13: p-sitoesterol). Fase movil: hexano:
diclorometano: acetato de etilo (7:1.5:1.5). Revelado: anisaldehido
al 1%

Como se muestra en la figura 40,
todas las partes de la planta de
alache presentan fitoesteroles,
particularmente B-sitoesterol (barra azul), lo mismo se observa para los triterpenos pentaciclicos
o Y B amirina. Aunque la concentracion de las bandas es bastante similar en todos los casos, se

puede notar que es en el fruto o semilla de la planta donde predominan dichos compuestos.

En el caso de las flores, las hojas rojas y el fruto se observa una banda en la parte inferior que
puede corresponder con betulina. En la especie de Malva silvestris se han aislado, ademas,
sesquiterpenos y un diterpeno aciclico tetrahidroxilado, asi como dos monoterpenos conocidos, y

deméas compuestos aromaticos [Cutillo et al., 2006].

La flor de alache, ademas, evidencio tener un perfil parecido a la flor de mayo, en la cual se han
identificado diversos compuestos terpénicos que proporcionan diferentes olores y proteccion en
general [Gong et al., 2019]. Igual que las espinas urticantes, que defienden a las plantas frente a la
agresion de los herbivoros, los terpenos ejercen también numerosas funciones protectoras [Ormefio
y Fernandez 2012]; en este caso, como se observo en el ensayo; Anoda cristata posee diversos de

estos compuestos.




8.2.3. Identificacién y caracterizacién de antocianinas en flores y hojas por HPLC

Debido a que las flores y hojas de la planta mostraron tener un contenido mayor de antocianas, las
cuéles ademas no han sido reportadas; se procedié a realizar la identificacion mediante HPLC (520
nm). Se utilizd un extracto acuoso purificado concentrado y se obtuvieron los siguientes

cromatogramas mostrados en la figura 41.
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Figura 41. Cromatograma de antocianinas (A:520 nm) de Anoda cristata.
Extracto metandlico: A: Flores; B: Hojas rojas. Método cromatogréfico reportado por Torres 2016.
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Inicialmente se identificaron dos picos (1 y 2) predominantes en la flor de alache, los cuales pueden
referirse a lo observados en cromatografia en capa fina. En el caso de las hojas, se habian
observado dos antocianinas con luz visible en placas cromatograficas, sin embargo, por la

identificacion en HPLC se evidencia que son méas antocianinas las que estan presentes.

Los mismos extractos se analizaron mediante HPLC-EM para la caracterizacion de las
antocianinas presentes tanto en las flores como en las hojas. Cabe destacar que existe un amplio
registro sobre antocianinas comunes en el mundo vegetal, asi mismo se conoce con exactitud la
huella dactilar de cada aglucén y de los principales azlcares que se encuentran unidos a estos con
respecto a su peso molecular. De acuerdo con la interpretacion de los espectros de masas obtenidos

(anexo 3), los resultados se muestran en la tabla 13.

Tabla 13. Identificacion y caracterizacion parcial de antocianinas en flores y hojas de Anoda cristata.

Pico tr (min)  [M]+ (m/2) MS? (m/z) Antocianina
Flores
1 3.2 611 465/303 delfinidina-3-rutinosido
2 4.7 611 465/303 delfinidina-3-rutinosido
Hojas
1 3.2 595 449/287 cianidina-3-rutin6sido
2 6.2 595 449/287 cianidina-3-rutinésido
3 12.1 743 611/465/303 delfinidina 3-rutinosido-5-arabinésido
4 14.6 611 465/303 delfinidina 3-rutindsido
5 15.3 757 625/479/317 petunidina-3-rutinésido-5-arabindsido

En la identificacion por HPLC de las antocianinas de las flores se evidenciaron dos picos, los
cuales corresponde a delfinidina-3-rutindsido, esto sugiere que se trata de dos isomeros y es una
antocianina la que esta presente (Figura 42); de igual forma esto confirma la informacion obtenida

por CCF en donde se observé una antocianina en tonalidades moradas.

Para el caso de las hojas del alache, se identificaron cinco antocianinas (Figura 43), dentro de las

cuéles también se encuentran mono y diglicosiladas de cianidina, delfinidina y petunidina.

En esta, también se presentan dos picos que sugieren ser los isomeros correspondientes a cianidina-
3-glucdsido; esta antocianina, de acuerdo con la Figura 41-A es la predominante en toda la materia
vegetal de la hoja, lo cual se confirma con los observado en la cromatografia en capa fina donde

se observo una banda principal en tonalidades magenta.
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Figura 42. Delfinidina-3-rutin6sido, antocianina caracterizada en flores de Anoda cristata.
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Figura 43-A. Antocianinas identificadas en hojas de Anoda cristata
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Alache Berenj RJES NocheB Lichi

Figura 44. CCF de antocianinas en flores y
hojas de Anoda cristata
Extractos acuosos. Fase movil: acetato de etilo:
agua: ac. formico (85:10:15) Revelado: luz
blanca.

De forma cualitativa se realiz6 una confirmacion en
cromatografia en capa fina para las antocianinas
predominantes de la flor y las hojas de alache
utilizando fuentes de delfinidina 3-rutindsido y
cianidina-3-rutinosido, las cuéles se han reportado
que se encuentran en la cascara de berenjena
(delfinidina) [Wu y Prior 2005]; y en la flor de
noche buena [Gu et al., 2018] y la céscara de lichi
[Ibrahim y Mohamed 2015].

Como se observa en la figura 44, la antocianina de
la referencia de berenjena coincide con la presente
en la flor por lo que se confirma que ésta

corresponde a delfinidina-3-rutinésido. Lo mismo

para el caso de las hojas rojas, en las cuales se observa que ésta coincide con la antocianina

reportada para las bracteas de noche buena cianidina-3-rutinésido, al igual que con la de lichi,

aunque esta se encuentra ligeramente desplazada hacia la parte inferior de la placa.

8.2.4. Cuantificacion de antocianinas en flores y hojas por HPLC

Una vez identificadas las antocianinas presentes en flores y hojas, se prosiguio a realizar la

cuantificacién de delfinidina-3-rutinésido (flores y hojas) y de cianidina-3-rutinésido (hojas).

En la Figura 45 se muestra la zona sefialada de la placa que se separ6 tanto para las flores como

paras hojas y se realizaron curvas patrén para cada una mediante el uso de HPLC (Figura 46) para

la posterior cuantificacion de estas en las muestras de flor y hojas, las curvas obtenidas

corresponden a las siguientes:

Delfinidina-3-rutindsido: y= 442663[x] + 16032 R?=0.9918

Cianidina-3-rutindsido: y= 40108[x] + 19545 R?=0.9939
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Figura 45. CCF de antocianinas en flores y hojas de Anoda cristata.
Extractos acuosos: A: Placa de flores; B: Placa de hojas rojas. Fase movil: acetato de etilo: agua: ac.
férmico: metanol (85:10:15:5) Revelado: luz blanca. Zona marcada: region aislada de la placa.
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Figura 46. Cromatograma de la region separada de antocianinas (1:520 nm) de Anoda cristata.
Extracto metandlico: A: Flores; B: Hojas rojas. Método cromatografico reportado por Torres 2016.

En la tabla 14 se muestran los resultados de cuantificacion para ambas antocianinas en las flores y
hojas de alache; como se observo en la primera identificacion de los compuestos por HPLC (figura
47B), en las hojas rojas predomina la antocianina de cianidina-3-rutin6sido, mientras que en las
flores delfinidina-3-rutindsido.
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Tabla 14. Cuantificacion de antocianinas en flores y hojas de Anoda cristata.

M Antocianinas totales mg delfinidina-3- mg cianidina-3-rutin6sido/g
uestra .S
(mg AT/g mtra. seca) rutinésido/g mtra. seca mtra. seca
Flores 1.404 0.934 NC
Hoja roja 1.547 0.629 0.794

NC: no cuantificada

Comparando estos valores con los obtenidos en la cuantificacién de antocianinas totales por el
método de pH diferencial podemos establecer que, en el caso de las flores, dicha antocianinas
representa mas del 66%, el restante puede corresponder al otro isémero.

En las hojas rojas se cuantificoO ademas de la antocianina principal de cianidina, el contenido de
delfinidina-3-rutindsido que también se encuentra en la flor; de esta se puede decir que corresponde
al 40% de las antocianinas totales, mientras que cianidina-3-rutinosido al 51%, el restante se

encuentra distribuido entre las otras tres antocianinas identificadas en menor concentracion.

8.2.5. Aplicacion de las antocianinas de Anoda cristata como biocolorante

8.2.5.1. Ensayos de color y copigmentacién

Las flores fueron sanitizadas (Figura 47) y posteriormente
~ secadas en estufa, molidas y almacenadas en un recipiente

limpio y cerrado libre de humedad.

Para evidenciar el cambio de color proporcionado por la
acidificacion y posterior tratamiento térmico en el color
del extracto floral, se emplearon cuatro acidos distintos en
un extracto acuoso de flor de alache comestible; todos
fueron acidificados al 1% y se sometieron a tratamiento

térmico de 60°C durante 30 min suponiendo que esta es la

técnica con menor temperatura para asegurar la
Figura 47. Sanitizacion de flores inactivacion de patégenos en un alimento (pasteurizacion

lenta).
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Figura 48. Pruebas de color para extractos acidificados de flor de alache.
A: Extracto sin tratamiento térmico; B: Extracto posterior a 30 min de tratamiento térmico 60°C
(1: &cido acético; 2: acido citrico; 3: 4cido malico; 4: 4cido lactico).

De los cuatro acidos empleados, como se observa en la figura 48, fueron el acido citrico y el acido
lactico quienes mostraron una coloracion visiblemente mas intensa de las antocianinas después del
tratamiento térmico; asi mismo, se puede notar que el &cido acético fue el que se vio méas afectado
en cuanto a la permanencia del color, ademas de que éste no es adecuado para usar en alimentos,

por lo cual fue completamente descartado.

Finalmente, el vial con &cido lactico fue el que mantuvo su color de mejor manera con respecto al
original, aunque estas son observaciones de manera subjetiva, se decidié emplear dicho &cido ya
que visiblemente este presenta una coloracién mas intensa después del tratamiento térmico con

respecto a los otros &cidos, ademas de que su uso esta permitido para la elaboracion de alimentos.

De acuerdo con los resultados anteriores, se observo que el tratamiento térmico a 60° no afectaba
de manera visible el color del extracto; sin embargo, se realiz6 un ensayo rapido de copigmentacion
para ver el efecto que éste tenia sobre las antocianinas, basdndonos en la permanencia del color y

la concentracion del compuesto mediante HPLC.
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Debido a que el enfoque del trabajo es la aplicacion biotecnoldgica en alimentos de compuestos
bioactivos provenientes de plantas, se emple6 como copigmento un extracto seco de acido
rosmarinico (AR) proveniente de romero (Salvia rosmarinus); el cual se utiliza desde la antigliedad
en la medicina tradicional, gracias a las maltiples propiedades que se le han atribuido como el

potente efecto antioxidante de algunos de sus componentes.

Como se muestra en la figura 49, inicialmente, los viales mantuvieron su color, sin embargo,
después del almacenamiento en condiciones adversas, se logra observar que el efecto del
copigmento de acido rosmarinico no ayuda a la permanencia de color, contrario a esto, se degrada
y la antocianina pasa a su forma de chalcona (incolora), esto lo confirmamos con el control del

extracto acuoso purificado (EPA), en el cual, se observa la pérdida completa de color.

m-l- n ".w
| ‘ | ‘
| ww» =7 | |

EAA EPA EAA+AR EPA+AR EAA EPA EAA+AR EPA+AR

S——)

Figura 49. Pruebas de copigmentacion

Extractos acuosos (EAA: extracto acuoso de antocianinas, EPA: extracto purificado de antocianinas,
EAA+AR: extracto acuoso de antocianinas con copigmento de acido rosmarinico, EPA+AR: extracto
purificado de antocianinas con copigmento de acido rosmarinico). A: Extractos sin tratamiento térmico
acidificados al 1% con é&cido lactico. B: Extractos con 60 min de tratamiento térmico a 70°C y
almacenamiento a la luz por 1 semana.

En el caso del control del extracto acuoso de antocianinas (EAA), se evidencio la permanencia
(aunque menos intensa) de la pigmentacion. En este caso, podemos sefialar que las antocianinas
de la flor de alache ejercen un efecto de copigmentacion intermolecular con los flavonoides
presentes en la flor; ya que como se observa, es cuando se retiran estos compuestos con la
purificacion del extracto cuando la antocianina queda mayormente expuesta, propiciando que el

tratamiento térmico, y la exposicion a la luz la degraden con mayor rapidez, aun cuando existe el
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copigmento de &cido rosmarinico en disolucion con el extracto de alache, este pudiera no estar en
condiciones Optimas de pureza, poseer agentes pro oxidantes o inclusive entrar en competencia
con otros compuestos del alache si este no se purificé de manera adecuada, de esto se da a relucir
que para saber con exactitud el efecto del &cido rosmarinico faltan ajustes experimentales.

Normalmente, la copigmentacion intermolecular esta dada por un mecanismo anélogo a la auto
asociacion en soluciones &cidas, en estas influyen la cantidad de antocianina y molécula de
copigmento presente; considerando los estudios previos a esta planta en donde se identificaron los
flavonoides acacetina y diosmetina en los quelites [Juarez-Reyes et al., 2015], podemos resaltar
que si estos compuestos se encuentran de igual forma en las flores, estos pueden ejercer un efecto

de proteccion copigmentando a la antocianina de delfinidina.

A modo de confirmacién cualitativa se realizé una prueba en HPLC (A:520 nm) con el extracto
acuoso de antocianinas (EAA) antes y después de someterse a tratamiento térmico durante una
hora a 70°C. Como se muestra en la figura 50, el cambio en la concentracion del pico (altura) una
vez que se realizo el tratamiento térmico en el extracto es minimo, de esta forma podemos dar
pauta a que las flores no necesitan el copigmento de &cido rosmarinico, pues al usarlo con el
extracto purificado, la antocianina es mas susceptible a deteriorarse debido a que se encuentra
expuesta por la ausencia de otros compuestos como flavonoides; mientras que el uso con el
extracto acuoso aunque puede ejercer cierto grado de proteccion, este afecta directamente en la
coloracion del extracto, lo cual no es deseable pues se busca emplear este extracto como una

aplicacion biotecnoldgica para un alimento.

Por lo tanto, los extractos acuosos de la flor de alache funcionan y resisten hasta cierto punto el

efecto de la temperatura sin necesidad de usar un copigmento externo.
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Figura 50. Cromatograma de extracto de flor de alache (A:520 nm)
Extractos acuosos (A: Sin tratamiento térmico; B: 60 min de tratamiento térmico 70°C). Método
cromatogréafico reportado por Torres 2016.

8.2.5.2.  Aplicacion de color en un alimento (caramelo duro)

Finalmente, para evaluar la funcionalidad del extracto de flor de alache como biocolorante en
alimentos, se elabor6 caramelo duro. El proceso de elaboracion del caramelo duro implica iniciar
con una cantidad de azucar mayor a la que podria disolverse en agua, por ello, se necesita elevar
la temperatura para que exista un equilibrio dinamico y se pueda solubilizar la sacarosa (azucar).
Cuando se alcanza el punto 6ptimo de temperatura donde el agua comienza a evaporarse, 10s
solutos (en este caso azucares) comienzan a concentrarse de tal forma que se obtiene una solucién
saturada; la velocidad con la que se disuelven los solutos disminuye, y la velocidad de
cristalizacion de estos empieza a aumentar hasta alcanzar un equilibrio, es decir, los cristales de

sacarosa Y la solucion se encuentran en equilibrio dinamico [Husband 2014].
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Este tipo de aplicacion en confiteria es factible porque, es necesario alcanzar una temperatura muy
elevada (aproximadamente 140°C) para llegar a la condicién de punto de quiebre o bola dura, en
la cual se da la saturacion de los azlcares; es en este momento cuando se da la adicion del
colorante, la cual tiene que ser muy rapida para homogeneizar la mezcla con el color y proceder al

vaciado en moldes para que se efectte el fendmeno de transicion vitrea.

Para la prueba se emple6 un extracto acuoso de antocianinas (Figura 51) de flor de alache
previamente acidificado con &cido lactico; alcanzando una temperatura de bola dura o punto de
quiebre de 134°C, en ese punto la adicion del biocolorante de alache se efectud hasta homogeneizar

la mezcla.

Figura 51. Flores de alache sanitizadas y extracto acuoso de antocianinas concentrado.

Como se observa en las fotografias del caramelo (Figura 52), el color proporcionado por el extracto
de alache resistié de manera satisfactoria el tratamiento térmico al que se llego en el punto de
quiebre, lo que permitié que una vez dada la cristalizacién, este quedara atrapado en el confite.
Las coloraciones dadas resultaron en tonalidades rosaceas / magenta, las cuales de forma subjetiva
son agradables a la vista, al igual que la brillantez proporcionada por los azUcares.

La prueba se enfocd Unicamente en la permanencia del color debido a la copigmentacion
intermolecular que las antocianinas ejercen con los demas compuestos presentes en el extracto
acuoso, la cuantificacion de antocianas totales en matrices alimentarias de este tipo no es factible
de hacer por la naturaleza de la muestra con alta concentracion de azucares, sin embargo, a simple
vista, el extracto de alache se puede considerar como una alternativa para el desarrollo de nuevos

biocolorantes.
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Figura 52. Caramelos con biocolorante de flor de alache.
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9. Conclusiones

De las diez flores comestibles estudiadas, se cuantificaron e identificaron los compuestos
bioactivos representativos fendlicos y terpénicos; de manera cuantitativa con los ensayos
espectrofotométricos, se encontrd que la flor de noche buena, de mayo y manita fueron quienes
presentaron un mayor contenido de fenoles con respecto a las otras muestras, estos datan de 128 a
167 mg de acido galico/g mtra. seca. Con respecto al contenido de flavonoides, las flores de
calabaza, gualumbos de maguey, capuchina, manitay flor de mayo poseen menos del 50% de estos
compuestos dentro de sus fenoles totales, por lo que dichos compuestos corresponden
principalmente a los acidos fendlicos; caso contrario en las flores de noche buena, colorines, pata
de vaca y alache, en las que dichos flavonoides superan el 50%. Particularmente, la flor de alache

presento un contenido de flavonoides del 90% del total de sus compuestos fenolicos.

Las muestras que poseen antocianinas fueron la noche buenay los colorines, siendo estas las que
evidenciaron los valores mas altos de todas las flores con 11.93 y 14.74 mg de cianidina-3-
glucésido/g mtra seca, respectivamente. La pata de vaca y el alache presentaron valores similares
en un rango de 1.4 a 1.7 mg de cianidina-3-glucésido/g mtra seca; mientras que la capuchinay flor

de mayo poseen menos de 1 mg de antocianinas totales.

De igual forma, el mayor contenido de carotenos se encontro en la flor de noche buenay la flor de
mostaza, con valores entre 519 y 547 ug de P caroteno/g mtra. seca los cuéles se acercan a los
reportados para carotenos en zanahoria (663 hasta 900 ug de B caroteno/g base seca), la cual es

considerada como una fuente rica en estos pigmentos [Beltran et al., 2012].

De forma cualitativa con la cromatografia en capa fina, en todos los casos se encontrd que las
flores poseen fitoquimicos pertenecientes a los diferentes grupos de metabolitos secundarios;
principalmente se evidencid la presencia en todas las flores de &cido clorogénico y B-caroteno;
ademas, las flores de capuchina, colorines, noche buena, pata de vaca, flor de mayo, alache y flor

de manita fueron las que presentaron una 0 mas antocianinas en sus extractos acuosos.
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Para la planta de Anoda cristata, se encontré que en las hojas se encuentra el contenido mas alto
de fenoles totales, dentro de los cuales el 90% corresponde a flavonoides como es el caso de la flor
de alache, y los tallos. En las hojas verdes, el contenido de fenoles es debido principalmente a
acidos fendlicos; y de forma cualitativa se observO coincidencia con las bandas de acido

clorogénico y &cido cafeico en placa.

Los carotenos en esta planta se encuentran entre los 10 y 83 ug de 3 caroteno/g mtra. seca, siendo
los tallos y frutos quiénes presentaron los valores mas elevados; de igual forma en capa fina se
confirmo la presencia de 3-caroteno y la xantofila luteina; asi como compuestos triterpénicos como

[-sitoesterol y a-amirina.

Con respecto a las antocianinas se encontro en los ensayos de cromatografia en capa fina que todas
las partes de la planta poseen dichos compuestos, de estos, son las hojas rojas las que presentan el
contenido mas alto siendo 10% mas que en las mismas flores y 90% mas que en las otras partes de
la planta. Estas se identificaron y caracterizaron de las flores y hojas rojas del alache, donde las

mayoritarias fueron delfinidina-3-rutinésido y cianidina-3-rutindsido respectivamente.

Ademas, las antocianinas de las flores de alache resistieron el proceso de pasteurizacion lenta
(60°C por 30 min) en un extracto acuoso acidificado con acido lactico y durante el desarrollo de
un alimento de confiteria (caramelo duro) alcanzando 134°C en el punto de adicién del color; por
lo que dichos compuestos mostraron tener resistencia al tratamiento térmico debido a un posible
mecanismo de copigmentacion intermolecular con sus flavonoides y/o compuestos presentes en
el extracto acuoso, ya que no hubo necesidad de emplear una fuente externa para copigmentar la
molécula siendo que los ensayos con acido rosmarinico mostraron perjudicar el color caracteristico

del extracto.

Finalmente, se confirmo que la planta de alache es una fuente rica de compuestos bioactivos, de
tal manera que, se podria aprovechar este residuo o maleza del campo, ya sea para uso y/o
aplicacion biotecnoldgica o farmacologica de algunos de sus compuestos, asi como alimento
general empleando sus flores y quelites en platillos tipicos mexicanos y explotando su consumo

tradicional como una flor endémica de México.
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11.Anexo

Anexo |. Curva patron de fenoles
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Anexo lll. Espectros de masas para antocianinas de flores y hojas de alache

Flores de alache
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Hojas rojas de alache
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petunidina-3-rutindsido-5-arabindsido

x10 4 |TESI Scan (15.2-15.4 min, 26 scans) Frag=135.0V UI586.d
_ 317
6

] 757
] 479 625

ol | e L L

\ I
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Anexo V. Curva patrén delfinidina-3-rutindsido
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