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RESUMEN

RESUMEN

La flor de cempasuchil es representativa de México debido a su uso ornamental en las
festividades de dia de muertos, pero pasando estas fechas, esta es desechada sin importar
las propiedades que contiene por lo que en este trabajo se pretende el aprovechamiento de
la flor de cempasuchil. El objetivo es la extraccion por ultrasonido e identificacion de los
compuestos bioactivos presentes en la flor de cempasuchil para su uso como antioxidantes
dentro de la formulacion de una margarina. Los extractos fueron obtenidos mediante un
pretratamiento, se utiliz6 el método de ultrasonido en diferentes condiciones: dos mezclas
etanol-agua (70:30 y 80:20) durante 20 y 40 minutos a temperatura ambiente y 70 °C, en
donde se evaluaron el contenido de fenoles totales, flavonoides y capacidad antioxidante.
La identificacion de polifenoles se llevé a cabo por electroforesis capilar, utilizando un
capilar con un largo total de 51.9 cm, una distancia al detector de 41.7 cm y un didmetro
interno de 50 um, ademdas de una solucién buffer de boratos 0.05 M a temperatura
ambiente. Posteriormente se elabor6 una margarina aplicando los extractos como
antioxidantes, evaluando el indice de perdxidos, acidez e indice de Kreis. De acuerdo con
los resultados obtenidos se encontrd que el método de ultrasonido ayudo a la extraccion de
compuestos bioactivos de la flor de cempasuchil, encontrdndose que al incrementar la
temperatura a 70 °C ayudé a la liberacién de los compuestos, especificamente los fenoles.
Las condiciones de extraccion dptimas fueron 40 min a 70 °C con una mezcla de etanol-
agua de 70:30. Los fenoles identificados fueron naringina y arbutina. Los extractos de flor
de cempasuchil se aplicaron al 0.1 % como antioxidante a una margarina recién elaborada;
registrandose que inhiben la oxidacion lipidica de manera similar a los antioxidantes
artificiales como BHT. Se concluye que los extractos de la flor de cempastchil obtenidos
por ultrasonido son una opcidn tecnoldgica viable para el control de la oxidacién lipidica en

margarina.

Vii
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1. INTRODUCCION

La flor de cempasuchil es una de las flores mas representativas de México
(Rzedowki, 2001), es caracteristica por su aroma y el principal uso que se le da a
nivel nacional es ornamental durante los dias 1 y 2 de noviembre, que es una de
las temporadas de mayor produccion, una vez pasada las festividades, la flor es
desechada sin importar las propiedades fitoquimicas que contiene; como una gran
variedad de antioxidantes naturales, como: &acidos fendlicos, flavonoides,
antocianinas y otros componentes de valor nutricional como minerales. El
carotenoide principal encontrado en los pétalos es transluteina (CsoHs602) (GOmez
et al., 1978) utilizado principalmente como pigmento para la piel de aves y huevos
(Del Villar et al., 2010), en cuanto a la presencia de flavonoides se encuentran la
quercetina, mirecitina, apigenina, kaempferol (Faizi y Naz, 2004) en mayor
proporcién, asi mismo los acidos sinaptico, cimarico, clorogénico, principalmente,
aunque se han detectado 7 compuestos mas, si bien en menor proporcion
(Kasisoon et al., 2012).

Existen diversos métodos para la extraccién de estos compuestos bioactivos. Uno
de estos es la extraccion asistida por ultrasonido, la cual utiliza sonido de alta
frecuencias, con el fin de desprender el compuesto buscado de la materia vegetal
en donde las particulas sélidas y liquidas vibran, se aceleran ante la accion
ultrasonica, como resultado el soluto pasa rapidamente de la fase sélida al
solvente. De acuerdo con algunos autores esta técnica es mas econémica y tienen
los requerimientos instrumentales mas bajos entre las Ultimas técnicas de
extraccion desarrolladas (Rostagno et al., 2003).

Una de las aplicaciones de los compuestos antioxidantes presentes en la flor de
cempasuchil extraidos por ultrasonido es en grasas y aceites, los cuales pueden
sufrir transformaciones quimicas que reducen el valor nutritivo del alimento,
produciendo compuestos volatiles que le imparten olores y sabores desagradables
(Navas, 2010). Debido a que la oxidacion lipidica es uno de los procesos mas
relevantes en el deterioro de diversos alimentos, como lo son los aceites de origen

vegetal, pues son ricos en acidos grasos poliinsaturados son susceptibles a sufrir
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un dafo severo, su importancia radica en los beneficios que ofrecen, como la
proteccion contra enfermedades cardiovasculares, prevencion de artritis, cancer,
enfermedades coronarias, diabetes, entre otros (Gogus y Smith, 2010).

La trascendencia de investigar un antioxidante natural como aprovechamiento de
una flor nativa de México, es tanto desde un punto de vista de la salud como
también comercial.

Con base a lo anterior, en este proyecto se pretende la extraccion de los
compuestos bioactivos fenoles y flavonoides principalmente, provenientes de la
flor de cempasuchil (Tagetes erecta) por el método de ultrasonido, asi como la
identificacion de estos compuestos mediante electroforesis capilar para su

posterior aplicacibn como antioxidante en una margarina.
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2. Antecedentes

2.1 Generalidades de la flor de cempasuchil (Tagetes erecta)

2.1.10rigen e importancia cultural

La flor de cempasuchil es originaria de México, su nombre proviene del nahuatl
“‘cempohualxochitl” que significa cempoalli, veinte y xd&chitl, flor) que puede
traducirse como "veinte flores” o “varias flores” (Servicio de Informacion
Agroalimentaria y Pesquera, 2019).

La flor de cempasuchil simboliza el “Dia de Muertos” en México, gracias a su color
y aroma mas representativos de las ofrendas para los muertos ademas de ser una
de las flores mas representativas de México.

Se coloca en altares, lapidas, iglesias o panteones los dias 1 y 2 de noviembre
cuando se celebra en nuestro pais a los muertos, gracias a su color y aroma es
uno de los elementos mas representativos de las ofrendas. Nuestros antepasados
asimilaban el color amarillo de la flor de cempasuchil con el sol, razén por la que la
utilizaban en las ofrendas. La tradicion marca hacer senderos con las flores, desde
el camino principal hasta el altar de la casa con la finalidad de guiar a las almas
hacia los altares (Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera, 2019). La

flor era considerada por los mexicas como un simbolo de vida y muerte (Figura 1).

Figura 1. Planta silvestre de T. erecta (cempasiichil) (A) y flor de cempastichil (B)
Fuente: Hernandez (2017)
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2.1.2 Descripcion botanica de la flor de cempasuchil (Tagetes
erecta)

Planta herbacea anual, erecta, ramificada, y muy aromatica; de 3 a 180 cm de
alto, sus tallos son gruesos y glabros de raiz angulosa a redondeados (Figura 2).
Presenta hojas pinnadas profundamente pigmentadas con 6-17 segmentos
lineales-lanceolados, cada segmento de 1-4 cm x 0.5-2 cm, glandular, agudo en
ambos extremos y dentados al margen. Presenta un capitulo terminal solitario
sobre el pedunculo (3-12 cm de largo) provistos de bracteas: flores liguladas
generalmente presentes (200 hasta 400 pétalos), sus corolas en tipos silvestres
presentan coloracion amarilla, amarillo limoén, naranja a rojo marron oscuro (Tim,
2012).

flor ligulada

',"

: ' —— escamas
bracteas — ,/

del involucro

\ receptaculo

—  pedianculo

Figura 2. Morfologia de la flor de cempasiichil
Fuente: Hernandez (2017)

Sus botones pueden alcanzar los cinco centimetros de didmetro. Sus tallos son
estriados y sus cabezuelas solitarias agrupadas sobre peddnculos provistos de
bracteas. Pertenece a la familia de la Asteracea, es caracteristica por su olor y

aroma, habita en climas calidos, calidos, secos y templados (Argueta et al., 1994).

El género Tagetes es un grupo heterogéneo respecto a la morfologia de las
raices, los tallos. El género Tagetes es un grupo heterogéneo respecto a la

morfologia de las raices, los tallos, las hojas y homogéneo en las caracteristicas
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de las inflorescencias (Tabla 1). Tal familia es de los grupos de plantas vasculares
mas grande que hay junto con las Fabaceae, Gramineas, Orchidaceae y
Euphorbiaceae. A nivel mundial cuenta con alrededor de 1.535 géneros y de
23,000 a 32,000 especies (Tapia, 2010; Katinas et al., 2007).

Tabla 1. Taxonomia de la flor de cempasuchil

Reino Plantae
Divisién Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Familia Asteraceae

Tribu Tageteae
Género Tagetes
Especie Erecta

Nombre cientifico Tagetes erecta L.

Fuente: Rzedowsi (2001)

2.1.3 Produccién y distribucion de la flor de cempasuchil

La Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion
(SAGARPA) informé que, en 2018, el abasto de flor de cempasuchil para las
festividades tradicionales del Dia de Muertos estd garantizado, gracias al
incremento en la produccién que se registré debido al esfuerzo de los productores

y al acompafiamiento de la dependencia.

Esta flor ornamental se cultiva principalmente en 20 municipios pertenecientes a
los estados de Puebla, Guerrero, Hidalgo, Oaxaca y San Luis Potosi. Actualmente
se cosechan alrededor de mil 900 hectareas de cempasuchil en México, con una
produccion media de mas de 15 mil toneladas anuales, donde el estado de Puebla

es el principal productor con el 77 % de la produccion nacional (SAGARPA, 2018).
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2.1.4 Usos y aplicaciones de la flor de cempasuchil

La referencia mas antigua se encuentra en el Cdédice Florentino, del siglo XVI
donde se sefiala como una planta ceremonial y estética. El 2 de noviembre se
emplea como ornamental para la celebracién del Dia de Muertos. La T. erecta en
México es cultivada con fines comerciales como colorante natural de textiles y
para el control de plagas (Pupo et al., 2007). Debido a que sus flores por su fuente
rica de carotenoides y sus derivados xantofilicos son utilizados en la elaboracién
de alimentos balanceados y también como colorantes para alimentos de consumo
humano; los principales usos de esta especie en nuestro pais son: ornamental,
pigmento para las carnes de aves y yemas de huevo, para tefiir lana, tela e hilos
(Khachick, 1995).

La T. erecta se prescribe actualmente para atender principalmente padecimientos
digestivos y respiratorios, asi como enfermedades de filtracion cultural, en que se
involucran sintomas relacionados con la ansiedad o “los nervios”. Es una planta
usada por los pobladores en la medicina tradicional en la localidad del Valle de

Zapotitlan de las Salinas, Puebla (Hernandez, 2007).

2.1.5 Composicion quimica

Las flores y los pétalos, que le dan el color caracteristico, son ricos en
carotenoides, éstos varian en concentracion dependiendo de la variabilidad
morfolégica de las especies (Serrato et al., 2008). Los carotenoides que se han
identificado son luteina, xantofila y cinco ésteres de ambos componentes con
acidos grasos de 10, 16 y 18 carbonos; los monoterpenos dipenteno y mentol, asi
como piretrinas. En las flores y en las raices se han detectado componentes de
tipo terpenoide como: B-sitosterol y luperol (Xu et al., 2004); hay presencia de
flavonoides tales como: luteolina, patuletina, quercetina y kaempferol (Gong et al.,
2011), asi como taninos 3,4-di-O-[siringato]-a-D-glucipiranosa y 3,4-di-O-
[siringato]-B-D-glucopiranosa (Zhou et al., 2012).
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Numerosos estudios encuentran sustancias de importancia biologica:
carotenoides, como luteina y zeaxantina en mayor proporcion (88 y 92 %);
flavonoides y fenoles; poli acetilenos ciclicos (tiertenilo); monoterpenoides
(Heywood et al., 1997). Campbell et al. (1982) reportan un derivado poliacetilénico
en la raiz, el cual después corroboran Morallo y Decena (1984) como a-tertienilo
con funcién insecticida. La flor es donde se concentra la mayor actividad
antioxidante (Tabla 2).

En general las partes comestibles contienen componentes bioactivos como
compuestos fendlicos, flavonoides, carotenoides, que aparecen principalmente en
forma de pigmentos naturales, la mayoria de los cuales conservan propiedades
antioxidantes, anticancerigenas y antimicrobianas. Las flores comestibles se
conocen desde la antigiiedad y siguen siendo populares en la gastronomia
moderna por sus valores nutritivos, junto con las apariencias para usar como

materiales de decoracién (Shi et al., 2008; Kaisoon et al., 2012).

Tabla 2. Ejemplos de metabolitos secundarios (Tagetes erecta)

Nombre Estructura quimica
B-sitosterol

Liperol

Kaempferol O o

Luteolina

Quercetina

Fuente: Pérez (2016)
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La flor de cempasuchil es una planta rica en compuestos fitoquimicos como son:

e Acidos grasos
Los acidos grasos dominantes presentes en la flor es el acido linoleico (<23.41%),
el acido palmitico (>24.22 %) y el acido oleico (>20.12 %). Los ésteres de
luteina, a-tocoferol, [B-tocoferol, &-tocoferol son compuestos antioxidantes
dominantes en los extractos de flores (Gong et al., 2011).

e Pigmentos
La flor de cempasuchil es una de las fuentes mas ricas y puras en xantofilas
Sowbhagya et al., 2013.El carotenoide principal encontrado en los pétalos de
Tagetes erecta es trans-luteina Cs0 Hse O2, que se produce en forma libre o
esterificado a uno o dos acidos grasos (Gomez et al., 1978). Se informa que el
95% de la luteina presente en los flujos esta en forma de ésteres de palmitato de
luteina como pigmento principal (Gau et al., 1983). Los carotenoides totales en flor
fresca son de 1.304 mg/kg con 619 mg/kg de carotenos y 685 mg/kg de xantofilas,
mientras que en las flores secas es de 4.397 mg/kg con 1.954 mg/kg de carotenos
y 2.443 mg/kg de xantofilas (Tinoi et al., 2006).

e Aceite esencial
En Venezuela, en 2009, fueron identificados veinticinco compuestos en el aceite
esencial de T. erecta, de los cuales se encontraron linalol (22.5 %), 2-hexil-1-
decanol (18.3 %), piperitona (13.4 %), acetato de terpil (7.8 %) y cariofileno 6.6
%) como componentes principales (Martinez et al., 2009).

e Acidos fendlicos
Los acidos fenolicos detectados en el extracto etanolico de la flor de cempasuchil
en mg/100 g. Se observa en la Figura 3 un total de 942.25 (mg/g). Incluyendo
acido galico 14.74 mg; acido protocatecutico, 10.9 mg; acido p-hidroxibenzoico,
3.44 mg; acido clorogénico,13.64 mg; acido vinilico, 47.81; acido cafeico, 3.65 mg;
acido siringico,15.83 mg; acido p- cumarico, 253.05 mg; acido ferulico, 48.61 mg;
acido sinapico, 531.39 mg; y total 942.25 mg (Kaisoon et al., 2012). Como se
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puede observar en la Figura 3, el acido sinapico y el p-a4cido cumarico fueron los

que se encontraron mayoritariamente.

; HAc. Smapico

F DAc. fertlico

Hp - acido cumarico,

HAc. Siringico
H Ac. Cafetinico
HAc. Vauilico

Tipo de Fenoles

HAc. Clorogénico

HAc. p - hidroxibenzoico

0 100 200 300 00 500 600 B Ac. Protocatecutico

mg/100 mg peso seco HAc. Gilico

Figura 3. Fenoles encontrados en la flor de cempastchil

Fuente: Kaisoon et al. (2012)

e Flavonoides
Los compuestos flavonoides que se encuentran en los extractos de las flores
(mg/100g peso seco) son los siguientes: rutina 5.09 mg; miricetina 54.81 mg;
quercitina, 13.57 mg; apigenina, 8.41 mg; kaempferol 25.863 mg; (como se

muestra en la Figura 4 reportando un total de 165.3 mg).

ERutina

B Miricetina
@ Quercitina
B Apigenina
EKaempferol

Figura 4. Compuestos flavonoides identificados en el extracto de la flor de cempasitichil
Fuente: Faizi y Naz (2004)
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2.2. Antioxidantes

Los antioxidantes son un conjunto de compuestos biolégicos y quimicos que
actian en el cuerpo humano con la funcion de evitar la oxidacion de los
componentes que conforman las principales estructuras celulares.

Cualquier sustancia que retasa, previene o elimina el dafio oxidativo a una
molécula. Asi que los antioxidantes en el cuerpo humano funcionan como un
sistema de defensa que regula a las especies reactivas y radicales libres que se
llegan a generar como parte de las funciones normales del metabolismo celular o
bien que pueden ser asimilados o inducidos por efecto de diferentes factores
ambientales o fisioldgicos (Halliwell, 2009).

Los antioxidantes se definen como sustancias que al estar presentes en los
alimentos en bajas concentraciones comparadas con la de una sustancia
susceptible de oxidacion, disminuye notoriamente o previene la oxidacién de dicha
sustancia.

En sistemas biologicos, el dafio oxidativo al ADN y proteinas es de gran
importancia en las células de todo el cuerpo y puede ser un gran riesgo que
propicia el desarrollo de cancer, asi como enfermedades cardiovasculares y
neurodegenerativas, por lo cual se esperaria que los antioxidantes capaces de
disminuir este dafio in vivo tuviesen efectos anticancerigenos. A pesar de esto, un
antioxidante puede ser capaz de proteger un sistema alimenticio o biolégico, pero
puede no funcionar en otro (Guo, 2009).

Los compuestos antioxidantes cumplen varias funciones, entre la mas importante
en la industria de alimentos es el retraso de la oxidacién de compuestos lipidicos
contenidos en diferentes productos. Gracias a la adicidbn de antioxidantes, se
puede prevenir la aparicion de sabores extrafios y rancidez (fendmenos
relacionados con la peroxidacion de los lipidos), asi como mantener el valor
nutricional de los alimentos. Diversos compuestos pueden ejercer un efecto
antioxidante. Entre ellos se encuentran los antioxidantes fendlicos de origen
natural, divididos en flavonoides y acidos fendlicos, que se caracterizan por

contener mas de un grupo fenol en su estructura. Para aprovechar las ventajas de
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estos compuestos, se debe estudiar el fendmeno de la oxidacion, que afecta tanto
a sistemas biolégicos dentro del cuerpo humano como a diversos alimentos.
Conociendo los mecanismos que imperan sobre estas reacciones, se pueden
encontrar alternativas para retrasar estos procesos y preservar el valor nutritivo de
los alimentos (Quifiones y Alexandre, 2012).

Sin embargo, detras de muchas enfermedades crénicas, cuya aparicion es
retrasada y su gravedad disminuida por el consumo de alimentos de origen
vegetal se encuentran procesos de estrés oxidativo medidos por radicales libres,
que conducen progresivamente a una disfuncién celular que acaba con la muerte
de dichas células. Este estrés se podria definir como un desequilibrio entre los
pro-oxidantes y/o radicales libres por una parte y los sistemas antioxidantes del

organismo por otra (Barberan, 2003).

2.2.1 Mecanismos de accién

La ecuacion 1 describen la donacién de atomos de hidrégeno (H°) de
antioxidantes a los radicales libres formando un compuesto peroxi-antioxidante

(ROOA) que es estable e inocuo (Brewer, 2011).
(Ec.1) ROO°+AH > ROOH + A°

(Ec.2) ROO® + A° > ROOA

A continuacion, en la Figura 5 se muestra el mecanismo de accion de un galacto

de acido galico sobre los radicales libres del acido oleico (Badui, 2006):
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Figura 5. Mecanismo de accion del acido galico sobre radical libre del acido oleico
o Fuente: Badui (2006)

2.2.2 Tipos de antioxidantes

Existen dos grupos segun su origen: los naturales y los sintéticos (Badhui,2006).

2.2.2.1 Sintéticos

Entre los antioxidantes sintéticos mas empleados por la industria de alimentos
destacan: butil-hidroxitolueno (BHT; E321), butil-hidroxianisol (BHA; E320), tert-
butil-hidroquinona (TBHQ), etoxiquina (EQ), galato de propilo (E 310) y quelantes
de metales como EDTA y acidos citricos (Figura 6). El BHT y BHA son los
antioxidantes fendlicos monovalentes mas comunes de origen sintético,

fuertemente solubles en grasa e insolubles en agua, el BHA se encuentra en el

12
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comercio como copos de cera blanca y el BHT como compuesto cristalino de color
blanco (Shahidi y Wanasundara, 1992). Son efectivos para la estabilizacion de
aceites vegetales a la concentracion maxima permitida de 75 mg/kg; en alimentos
como una margarina (CODEX STAN 32-1989).

BHT BHA
CH3 oH  H3C CH3 H3C
H3C . CH3 | CH3
0
CH3 CH3
H3C
OH
CH3
TBHQ EQ
CH3 OH H
H3C - N CH3
HaC ‘ CH3
/\O
o Hac |
: CH3

Figura 6. Antioxidantes sintéticos mas usados en la industria alimenticia
Fuente: Shahidi y Wanasundara (1992)

2.2.2.2 Naturales

Entre los antioxidantes naturales que mas se emplean como preservantes se
encuentran: el acido ascorbico, el alfa-tocoferol y diversos derivados del acido
rosmarinico. Tales compuestos pueden ser obtenidos: mediante extraccion directa
desde sus fuentes naturales (donde existen en abundancia), o bien, mediante

sintesis quimica. Una ventaja de los antioxidantes naturales sobre los sintéticos es
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que sus limites maximos permitidos son superiores al de los sintéticos, por
ejemplo, la dosis normal de tocoferoles en aceites que contiene elevados PUFAs
son de hasta 2000 ppm (Lampi et al., 2002).

Existen diversos antioxidantes de origen natural que han sido estudiados para
incrementar la estabilidad oxidativa del aceite, por lo tanto, la adicion de
antioxidantes naturales aumenta el tiempo de estabilidad dependiendo de su tipo y

concentracion (Ixtaina et al., 2012).

2.3 Compuestos fendlicos

2.3.1 Caracteristicas generales

Los compuestos fendlicos son el grupo mas extenso de sustancias no energéticas
presentes en los alimentos de origen vegetal, se encuentran principalmente en las
plantas, incluyendo frutas, verduras y cereales, asi como bebidas derivadas
(Valdés et al., 2015). Estos compuestos ademas de ser esenciales para el
crecimiento y la reproduccion constituyen un amplio grupo de sustancias con
diferentes estructuras quimicas y actividades metabdlicas, encontrdndose mas de

8000 compuestos fendlicos ya identificados (Nazk y Shahidi, 2004).

Estos compuestos han sido objeto de numerosos estudios debido a su capacidad
antioxidante y su efecto benéfico en la prevencion de enfermedades cronico-

degenerativas, como cardiovasculares y cancer (Garcia, 2009).

En la industria de alimentos, la presencia de polifenoles puede limitar el deterioro
por reacciones de oxidacion y, por lo tanto, extender su vida comercial. Esto
también tiene un impacto en la salud del consumidor ya que es conocido el papel

de los radicales libres en la génesis de numerosas enfermedades (Garcia, 2009).
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Los antioxidantes fendlicos bloquean la propagacion de la reaccion en cadena por
su capacidad de reaccionar con diferentes tipos de radicales (Martel & Pascal,
2000).

Los polifenoles se clasifican por las clases y subclases que existen, quimicamente
se definen en funcion del nimero de anillos fenolicos que poseen y de los
elementos estructurales que presentan estos anillos, originando una de las clases
mas importantes de metabolitos secundarios en plantas, en su mayoria derivados

de la fenilalanina y en menor cantidad de la tirosina (L6pez, 2008).

De forma general los polifenoles se clasifican en acidos fendélico que a su vez son
derivados del acido hidroxi-benzoico, entre ellos se encuentran el acido
parahidroxibenzoico, &cido protocatético, acido cumarico, acido sinéptico y cafeico
considerados como antioxidantes primarios, pues al contener hidrogenar fendlicos
hacen que tengan caracter acido, lo que los hace que sean aceptores de radicales
libres (Tabla 3).

Los compuestos polifendlicos presentes en alimentos se extraen generalmente
con disolventes acuosos. La extraccion dependera de la naturaleza quimica y del
grado de polimerizaciéon de los propios compuestos, del método de extraccion
(polaridad de los solventes), del tamafio de la particula de la muestra y de las
sustancias que pueden ejercer un efecto de interferencia (Howard, 2003; Khanna
et al., 1980). Con base en la estructura los polifenoles se dividen en dos grupos:

Los flavonoides y los no flavonoides (Figura 7).
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Figura 7. Clasificacion de polifenoles
Fuente: Hu (2010)

No flavonoides: Son un conjunto de moléculas entre los polifenoles que a
diferencia del grupo descrito anteriormente (flavonoides) no comparten una
estructura base gue relacione a todos los elementos, por lo que la clasificacién de
los componentes que abarca este grupo ésta dictaminada por el nimero de anillos
fenolicos que contiene y con base en los diferentes elementos estructurales que

ligan estos anillos a otros.
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Tabla 3. Principales caracteristicas de los subgrupos que conforman a los

polifenoles
Fenol simple R1=H y R2=0CHs; (Guayacol)
R1 R1=CH,CH=CH,; Y R2=0CHj;
(eugenol) Vino café, aceite de oliva
HO R1=CH,CH,OH Y R2=H virgen
. (Tirosol)
Acidos fenolicos Ciruelas, cerezas, manzanas,
N R1, R2, R3=0H (acido géalico) fresas, nuez pecanera, uvas,
Ra R1 Y R3=, R2= OH (acido 4- frambuesa, grosellas col
hidrobenzoico) china, café, té negro, té verde
HOOC Ra y vino blanco

Aldehidos benzoicos
Rl Y R3=H, R2=0OH Y

R3=0CHjs(vainilla) Mango, vainilla, lichis, vino,
R1 Y R3=H, R2= OH (4- nuecesy citricos.
hidroxibenzaldehido)

Taninos hidrolizables Fresas, arandanos, uva,
© OH manzana, granada,
frambuesas, moras, harina de
cebada, té verde y

HO OH .

OH leguminosas

Acido hidroxicindmico Café, manzanas, ciruelas,
R1 R1 Y R3=H, R2=0OH (p- chabacanos, nectarinas,
cumarico) duraznos, membrillo, papa,

R2

R2y R3=0OH, R1=H (cafeicos)  pera, lechuga, zanahoria,
R1=H, R2=0OH Y R3=0CH3; arandanos, moras, uva,

HOOCHCZHCE rs  (ferulico) naranja, betabel, brocoli,
berenjena, esparragos, trigo y
tomate.

Fuente: Adaptado de Rabassa (2012)
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Tabla 3. Principales caracteristicas de los subgrupos que conforman a los

polifenoles (Continuacion).

Estructura quimica

Cumarinas
Ry R1 Y R2= OH, R3=H (esculetina) Zanahoria, té verde,
R1=0CH3; R2=0OH Y R3=H archicoria, apio, naranja y
R, o (escopoletina) toronja.
R,
Estilbenos

R1=H Y R2= glucosa (peceido)

OH
R1 Y R2=H (resveratrol
= O S O ( ) Uvas y sus productos

OH

Chalconas
B
| = Manzanas y tomates.
o
Lignanos
H,CO
OH . . .
O . Semillas de linaza, vino,
HO cerveza, té café, col rizada,
chocolate, chabacano,
durazno, fresa y pera.
OCH,
OH

Fuente: Adaptado de Rabassa (2012)

La propiedad antioxidante de los polifenoles se debe a que son compuestos
gue pueden donar facilmente hidrogeno o electrones a partir de los grupos
hidroxilo situados a lo largo del anillo aromatico de esta manera inhibe la
actividad antioxidante de los radicales libres, también tienen el potencial de
guelar metales de transicion. Estructuralmente los polifenoles son
moléculas estables ya que tienen la capacidad de estabilizar y deslocalizar
el electron desemparejado dentro de su anillo una vez interactuado con la
especie reactiva (Dey et al., 2016) (Ver Fig. 8).
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5550

Figura 8. Mecanismo de inhibicion de radicales libres por compuestos fenélicos
Fuente: Adaptado de Dey et al. (2016).

Flavonoides: Son pigmentos heterociclicos que confieren colores como amarillo,
rojo y azul a una gran variedad de plantas, frutas y hortalizas, ademas de estar
presentes en productos como el café, té negro, la cocoa, la cerveza y el vino. Se
estima que el valor medio de ingesta de estos alimentos es de 23 mg/dia, siendo
la quercetina la predominante con un valor promedio de 16 mg por dia (Martinez et
al., 2002).

Los flavonoides estan estructuralmente constituidos por dos anillos fenilos (A y B)
ligados a través de un anillo pirano (C) (Figura 9). Se clasifican con base en el
grado de oxidacién del anillo C y de la posicién del anillo B (Tabla 4), ademas de
que cada sub-grupo se diferencia por la posicion y el nUmero de grupos hidroxilo
que presentan y de los diferentes grupos funcionales que contienen (metilos,

azucares o0 acidos organicos) (Quifiones y Alexandre, 2012).

(-\/O\/\/

Flavonoide

Figura 9. Estructura base de los flavonoides
Fuente: Adaptado de Quinones y Alexandre (2012)
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Tabla 4: Principales caracteristicas de los subgrupos que conforman a los

flavonoides

Estructura base Grupos funcionales Alimentos en Ilos que se

presentan

Naranjas, manzanas, albaricoques,
arandanos, zarzamoras, cervezas,
frutos de sauco, pomelos, limones,
melocotones, ciruelas, frambuesas,
grosellas, uvas, fresas, té y vino

R1y R2=0H, R3=H
(Quercetina)
R2=0OH, R1 Y R3=H
(Kaempferol)

R1=0H, R2= OCH3

(Hesperatina)
R1=H, R2=0OH Toronjas, limones, naranjas,
om o (Naringenina) tomates y hojas de menta

Toronjas, limones, naranjas,

R1 Y R2=0OH (Luteolina) . . . .
pimientos rojos, perejil y apio

R2=0H (Apingenina)

on

Flavonas

R1=0H (Genisteina)
R1=H (Daidzeina) En leguminosas, principalmente la
soya y sus derivados

Manzanas, zarzamoras, grosellas,

R1Y R2= OH(Delfinidina) arandanos, nectarinas,
R1=0OH Y R2=H melocotones frambuesas, fresas,
(Cianidina) uvas, peras, betabel, cebolla

morada, berenjena, ciertas

variedades cereales y vino.

R1Y R2=0OH, R3=H
(Catequina); R1, R2 Y
R3= OH (Galocatequina);

. . Manzana, albaricoques, nectarinas,
Dimeros y oligbmeros

melocotones, peras y uvas, fresas,

on (procianidinas); . )
- . chocolate, vino y té.
avanoles Polimeros
(proantocianidinas 0

taninos condensados)

Fuente: Adaptado de Quifiones y Alexandre (2012) y Ornelas et al. (2012)
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Los flavonoides que pertenecen al vasto grupo de compuestos fendlicos son de
interés particular ya que parecen pertenecer en todas las funciones que se les
atribuyen a los metabolitos secundarios de las plantas. Los flavonoides son
pigmentos naturales que se encuentran distribuidos en plantas, frutas, verduras y
diferentes bebidas (Lock, 1994).

2.3.2. Métodos de extraccion

La extraccién de compuestos polifendlicos a partir de fuentes naturales es una
operacion comun en la industria de alimentos, llevada a cabo mediante
procedimientos tales como: la extraccion con disolventes, la destilacion a vapor,
maceracion y ultrasonido, principalmente. Dependiendo del método utilizado,
pueden emplearse cantidades variables tanto de disolvente como de energia,
obteniéndose diferentes rendimientos (Rodriguez-Riera, 2014).

En afios recientes, se han desarrollado tecnologias limpias de extraccion de gran
eficiencia de componentes biolégicamente activos provenientes de fuentes
naturales, sin que ocurra pérdida de la actividad biol6gica, con buen rendimiento y
una elevada pureza. La extraccidn asistida por ultrasonido tiene requerimientos
instrumentales bajos y su aplicacion resulta oportuna cuando la estabilidad del
componente activo a extraer se afecta con las temperaturas elevadas de los
procesos convencionales.

Las distintas metodologias propuestas para llevar a cabo la extraccion de
polifenoles difieren en cuanto a variable de operacion tales como: la temperatura,
el tipo de disolvente, el tiempo de extraccién y la relacion soluto-disolvente. La
combinaciéon mas apropiada de estos parametros es fundamental para lograr los
mejores resultados en cuanto al contenido de polifenoles, flavonoides y otras
sustancias antioxidantes (Cruz, 2012).

En general, cualquier proceso esta basado en una primera extraccion con agua o
disolventes organicos polares o la mezcla entre ellos (metanol, propanol, acetona,

dimetilformamida, acetato de etilo, n-hexano, isoctano, éter de petroleo, éter
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dietilico) obteniéndose en el exacto una mezcla de diferentes compuestos
polifendlicos (Ignat et al., 2011).

Ademas de los disolventes, también el tiempo de extraccion es determinante a la
hora de obtener un mayor rendimiento. Se han reportado tiempos de extraccion
desde 1 minuto hasta 24 horas teniendo en cuenta que largos periodos de
extraccion pueden producir oxidaciones (Bennett et al., 2004).

Las condiciones de extraccion y la seleccion de los disolventes dependeran del
tipo de muestra y de la naturaleza de los compuestos que queremos extraer.

El tiempo Optimo de extracciéon de polifenoles es de 50-60 minutos (Deshpande,
1985).

Los métodos para la separacion de componentes valiosos toman ventaja de la
variacion de la solubilidad de las fracciones en funcion del solvente y de la
temperatura, por lo cual, esta ultima debe controlarse durante todo el proceso.
Ademas, algunos de los componentes importantes pueden presentar propiedades
termosensibles (Fernoli,1975).

La extraccion de los diferentes flavonoides se realiza a partir del material vegetal
fresco, aunque esta también puede realizarse con el material vegetal seco siempre
y cuando el proceso de secado no altere la composicion de los flavonoides. El
material vegetal debe molerse finalmente para de esta forma facilitar la extraccion
de los compuestos flavonoicos; estos compuestos se pueden extraer
indistintamente debido a la solubilidad que estos presentan en diferentes solventes
organicos. Los flavonoides que poseen un gran namero de grupos hidroxilos
instituidos o azucares son considerados compuestos polares, por lo que son
moderadamente solubles en solventes polares como: etanol, metanol, butanol,
acetona, DMSO, agua. Por otro lado, las agliconas menos polares como
isoflavonas y flavanonas tienden a ser mas solubles en solventes tales como

éteres y cloroformo (Baran et al., 1997).
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2.3.2.1 Extraccion asistida por ultrasonido (UAE)

En afos recientes, se han desarrollado tecnologias limpias y extraccion de gran
eficiencia de componentes biolégicamente activos provenientes de fuentes
naturales, sin que ocurra pérdida de la actividad biolégica con buen rendimiento y
una elevada pureza. La extraccion asistida por ultrasonido tiene requerimientos
instrumentales bajos y su aplicacion resulta oportuna la estabilidad del
componente activo a extraer se afecta con las temperaturas elevadas de los
procesos convencionales. El ultrasonido se basa en el fenbmeno de cavitacion
dado por la formacién, crecimiento y colapso de burbujas de vapor o gas debido a
la accion del campo ultrasonido dentro de un liquido (Figura 10). El tiempo de vida
de la burbuja es del orden de los microsegundos, su impulsién violenta genera, de
manera localizada y transitoria, temperaturas elevadas en el interior de la burbuja,
presiones y la formacién de especies muy reactivas tales como los radicales
hidroxilos, hidroperoxilos y el peréxido de hidrogeno (Xinfeng Cheng, 2015).

La extraccion asistida por ultrasonido utiliza ondas de frecuencia determinada que
facilitan la extraccion de los compuestos bioactivos del material vegetal. Las
particulas sélidas y liquidas del medio vibran y se aceleran ante la accion
ultrasénica, como resultado, el soluto pasa rapidamente de la fase sdlida al
disolvente. La intensificacion en la eficacia de la extraccion de productos naturales
ha sido atribuida a la propagacion de la onda de presion ultrasénica a través del
disolvente, lo que genera la cavitacién, asi como efectos térmicos y mecanicos
(Rodriguez- Riera, 2014).

La extraccion asistida por ultrasonido utiliza sonido de alta frecuencia, con el fin de
desprender el compuesto buscado del material. Las particulas soélidas y liquidas
vibran y se aceleran ante la accion ultrasonica, como resultado, el soluto pasa
rapidamente de la fase solida al solvente (Gao y Liu, 2005)., como se observa en
la Figura 10. De acuerdo con algunos autores esta técnica es mas econémica y
tienen los requerimientos instrumentales mas bajos entre las dltimas técnicas de

extraccion desarrolladas (Rostagno et al., 2003).
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Figura 10. Fenomeno de cavitacion en la extraccion asistida por ultrasonido (UAE)
Fuente: Xinfeng Cheng (2015)
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La extraccion por ultrasonido acelera la transferencia de calor y masa haciendo
que haya una reduccion en el tiempo considerable, debido al fenémeno de
cavitacidon que esta presente en el método y junto con la alta presion y la
temperatura que se genera, destruye las paredes celulares de la planta matriz y el
contenido es puesto en libertad en el medio, lo que favorece que el tiempo se
reduzca en forma considerable, dichas ondas de ultrasonido después de la
interaccidén con el material alteran las propiedades fisicas y quimicas de este, asi
mismo efecto cavitacional facilita la liberacion de compuesto extraibles deseables,
y de esta manera mejora el transporte de masa mediante la ruptura de las paredes

celulares (Chemat et al., 2011).

2.4  Generalidades de las grasas y aceites

Quimicamente, las grasas son generalmente triésteres del glicerol y acidos
grasos. Las grasas pueden ser solidas o liquidas a temperatura ambiente,
dependiendo su estructura y composicion. Aunque la palabra aceites, suele
emplearse para referirse a lipidos que son liquidos a temperatura ambiente y
grasas suele designar a los lipidos sélidos a temperatura ambiente. La palabra

lipidos se emplea para referirse a ambos tipos, liquidos y solidos (Bailey, 1984).
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Todas las grasas son insolubles en agua teniendo una densidad significativamente
inferior (Nawar, 2010).

Muchos aceites vegetales son preferibles a las grasas animales para el consumo
humano. Esto se debe a que son ricos en acidos grasos mono o poliinsaturados,
una cualidad muy importante para la transformacién de grasa en el organismo

humano (Lawson, 1999).

2.4.1 Acidos grasos

Algunas caracteristicas de los acidos grasos que influyen en las propiedades
fisicas y quimica de grasas, y aceites, son: numero de dobles enlaces o
instauraciones en la cadena de carbonos, longitud y posicién cis 6 trans del doble
enlace (Figura 11y 12).

Los acidos grasos saturados se caracterizan porque cada atomo de carbono esta
unido a otros dos atomos de carbono y a 2 atomos de hidrégeno. Los acidos
grasos insaturados tienen uno o0 mas atomos de carbono enlazados a un segundo
atomo de carbono mediante un doble enlace, ocasionando que la molécula no sea
lineal (Charley, 2005; Aarthus, 2006; Nawar, 2010).

(a) acido estearico
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Figura 11. (a) Estructura quimica de acido graso estearico, (b) Estructura quimica de acido
graso insaturado linoleico
Fuente: (Aarthus, 2006).
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Figura 12. Estructura general de un acido graso
Fuente: Gogus y Smith (2010)

Si la cadena de carbonos es larga y saturada, el punto de fusion del compuesto se
incrementara, de manera inversa entre mas dobles enlaces o instauraciones tenga
la cadena de carbonos, el punto de fusion disminuird (Charley, 2005; Kellens,
2013),

Los aceites contienen &cidos grasos insaturados o polinsaturado, que le dan la
caracteristica liquida a temperatura ambiente. Los aceites insaturados, son
susceptibles a la hidrogenacion, con la que se elaboran las margarinas, donde los
aceites liquidos se transforman en grasa o en una sustancia semisoélida. Estos
aceites hidrogenados son nocivos para la salud, ya que contribuyen al aumento de
los niveles de colesterol en sangre, mucho mas que las grasas vegetales o las

animales, debida a su contenido en acidos grasos trans (Ziller, 1996).

2.4.2Principales cambios quimicos durante el almacenamiento de los aceites

2.4.2.1 Oxidacion lipidica

Las grasas y los aceites pueden sufrir transformaciones quimicas que reducen el
valor nutritivo del alimento, produciendo compuestos volatiles que le imparten
olores y sabores desagradables. Este fendmeno se debe a que el enlace éster de
los triacilglicéridos es susceptibles a la hidrolisis quimica y enzimatica, y que los
acidos grasos insaturados son sensibles a las reacciones de oxidacion (Navas,
2010).
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2.4.2.2 Tipos de oxidacion

El término rancidez es empleado para describir los diferentes mecanismos a

través de los cuales se alteran los lipidos, pudiéndose identificar dos tipos:

e Lipdlisis o rancidez hidrolitica:
Se debe basicamente a la accion de lipasas que liberan acidos grasos de

los triacilglicéridos.

e Autoxidacion o rancidez oxidativa: Hace referencia a la accion del oxigeno y
de las lipoxigenasas sobre las insaturaciones de los acidos grasos. Es una
de las transformaciones mas habituales en los alimentos que contienen
sustancias insaturadas; consiste esencialmente en la oxidacion de los
acidos grasos con dobles ligaduras. Recibe el nombre de autoxidacion
porque es un mecanismo que genera compuestos que a su vez mantienen
y aceleran la reaccion. Entre los productos sinterizados se encuentran
algunos de bajo peso molecular, que les confieren el olor caracteristico a
las sustancias oxidadas, y otros cuya toxicidad es cuestionada por diversos
autores (Pezzuto y Park, 2002; Siddhuraju y Becker, 2003).

La autoxidacion se favorece a medida que se incrementa la concentracion
de acidos grasos insaturados, pues esto son de naturaleza lipidica formada
por una larga cadena hidrocarbonada lineal, de diferente longitud o nimero
de atomos de carbono, conformado por un grupo carboxilo, por medio de un
enlace covalente sencillo o doble (FAO,2010).

Por su parte los acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) como lo es el acido
a linolénico que pertenece a la familia w-3 de &cidos grasos esenciales, son
gue poseen, es de un doble enlace entre sus carbonos como la Figura que
ofrecen importantes beneficios para la salud y nutricion, como la proteccion

contra enfermedades cardiovasculares, precepcién de artritis, cancer,
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enfermedades coronarias, diabetes, entre otros (Gogus y Smith, 2010). Sin

embargo, difieren segun el grado de instauracion (Figura 13).

COOH

Figura 13. Estructura de un acido graso poliinsaturado
Fuente: Gogus y Smith (2010)

Sin embargo, la presencia de PUFAs en los alimentos determina en gran medida
la estabilidad oxidativa del aceite. De esta manera, cualquier especie oxidante
cuyo potencial de reduccion se encuentra por encima del de los PUFA-H puede
iniciar la oxidacién (Gogus y Smith, 2010).

2.4.2.3 Factores que inciden en la autooxidacion

Los factores que inciden en la autooxidacién de lipidos son: (Mercedes et al.,
2009):

e Temperatura:

Cuando se superan los 60 °C. La velocidad de autooxidacion se duplica por
cada 15 °C de aumento. Se debe aclarar que la refrigeracion y aun la
congelacién no necesariamente inhiben la autooxidacion, ya que la presencia
de catalizadores y la disponibilidad de los reactivos pueden provocar que se

lleve a cabo, incluso en estas condiciones.

e Metales:
El cobre y el hierro promueven el inicio de la autooxidacion, aunque se

encuentren en concentraciones menores que 1 ppm, por lo que es muy
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importante evitar todo contacto con recipientes o equipo elaborado con estos
metales. El cobre tiene mas especificidad para catalizar la oxidacion de las
grasas lacteas, mientras que el segundo favorece la oxidacion de los aceites
vegetales. Los acidos grasos libres solubilizan estos iones y facilitan su accion

catalizadora pues, provocan un mayor contacto con el lipido.

e Luz:
La energia radiante de longitud de onda en el ultravioleta es un importante

agente que favorece el mecanismo de autooxidacion.

e Actividad acuosa:

Se considera que con valores de actividad acuosa cercanos a 0.4 se forma una
capa mono molecular que actia como filtro y no deja pasar oxigeno hacia las
partes interna donde estan los lipidos; si la actividad acuosa es menor, se
pierde dicha capa protectora y la oxidacion se acelera; cuando la actividad
acuosa es menor, se pierde dicha capa protectora y la oxidacién se acelera,
cando la actividad acuosa se encuentra entre 0.4 y 0.8 se favorece la reaccion
debido a que se incrementa la movilidad de los reactivos, se solubilizan los
metales catalizadores y se exponen nuevas superficies del producto por el
volumen causado por la hidratacion. A valores mayores de 0.8 la oxidacion se
inhibe por efecto de la hidratacién y la dilucién de los metales o bien por la

precipitacion como hidroxidos.
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3 Objetivos
3.1 Objetivo general

Extraer compuestos bioactivos provenientes de la flor de cempasuchil (Tagetes
erecta) en diferentes condiciones de extraccion por ultrasonido, asi como la
caracterizacion quimica de los extractos obtenidos para su aplicacion como

antioxidante en una margarina.

3.2 Objetivos Particulares

Objetivo particular 1. Extraer compuestos bioactivos de la flor de cempasuchil por
ultrasonido a 20 y 40 minutos utilizando diferentes mezclas agua-etano (30-70 %y
80-20 % agua) para seleccionar las condiciones que permitan obtener los

compuestos con mayor capacidad antioxidante y altos rendimientos.

Objetivo particular 2. Extraer compuestos bioactivos de la flor de cempasuchil por
ultrasonido variando la temperatura (23 °C y 70 °C) para seleccionar las
condiciones que permitan obtener los compuestos con mayor capacidad

antioxidante y altos rendimientos.

Objetivo particular 3. Identificar los compuestos bioactivos en el extracto obtenido
a partir de las condiciones propuestas, mediante electroforesis capilar del extracto

etandlico para su posterior aplicacion a una margarina.

Objetivo particular 4. Evaluar el efecto de la aplicacion de diferentes
concentraciones de extracto natural de la flor de cempasuchil y un antioxidante
sintético sobre la oxidacién lipidica en margarina evaluando parametros de calidad
(indice de acidez, indice de peroéxidos, indice de Kreis), para establecer la

concentracion de antioxidante natural que evite la rancidez del producto.
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Experimeontal

El éxito no es la clave de la felicidad.
La felicidad es la clave del éxito.

-Herman Cain




OBJETIVO GENERAL:

Extraer compuestos bioactivos provenientes de la flor de cempasuchil (Tagetes erecta) en diferentes condiciones de extraccién por
ultrasonido, asi como la caracterizacién quimica de los extractos obtenidos para su aplicacion como antioxidante en una margarina.

|

Actividad
Preliminar de

la flor de
cempasduchil
*Caracterizacion
*Seleccion
*Secado
*Molienda
*Tamizado

OBJETIVO PARTICULAR 1

Extraer compuestos
bioactivos de la flor de
cempasuchil por
ultrasonido a 20 y 40
minutos utilizando

diferentes mezclas de
solvente etanol-agua (70-
30% y 80-20%) para
seleccionar las condiciones
que permitan obtener los
compuestos con capacidad
antioxidante y altos
rendimientos.
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4 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1 Material de estudio
La flor de cempasuchil (Tagetes erecta) que se empleo es originaria del estado de

Estado de México, la cual fue transportada al laboratorio de Postcosecha del
Centro de Asimilacion Tecnologica de la FESC-UNAM para su posterior

acondicionamiento.

4.2 Acondicionamiento de la flor de cempasuchil
La flor de cempasuchil fue tratada previamente para poder realizar la extraccion de
compuestos, el procedimiento que se llevé a cabo se observa en la Figura 14.

Caracterizacion

Flor (tallos, - Tallos y hojas

- e Seleccion
pétalos, hojas)

v

T:40°C

Pétalos de [a fllor Secado Humedad: 1.0%
de cempasuchil
Molienda
. Malla No.40
Tamizado (0.419 mm)

Almacenamiento BLE:EAE X"

I.I.I‘I.I.I

Figura 14. Diagrama de bloques para el acondicionamiento de la flor de cempasuchil

La flor de cempasuchil se recibi6 en forma de manojos, los cuales fueron

almacenados en la camara de refrigeracidon para evitar el deterioro de éstos.
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Caracterizacion: Se llevo a cabo una caracterizacion en funcion del color, de esta
manera se selecciond un rango de tonalidad de las flores; eliminando las que no
cumplieron con un color amarillo intenso a naranja (Figura 15 A).

Seleccidn: Se realizo la seleccion de la parte aérea de la flor, por lo que se
deshojo de forma manual para trabajar con los pétalos, y el resto fue desechado.
Secado: Se realiz6 el secado en donde los pétalos fueron colocados en charolas
de forma uniforme para someterse a un secado por estufa alcanzando una
humedad final de 10£2 %.

Molienda y tamizado: Se procediéo a una molienda para disminuir el tamafio de
particula haciéndolo pasar por una malla No.40, obteniendo asi un tamafio de
particula de 0.419 mm (Figura 15B).

Almacenamiento: La flor en polvo fue envasada y almacenada en un lugar seco a

una temperatura de 25 £ 2 °C para su posterior uso (Mendoza, 2018).

4.3 Obtencion de los extractos etandlicos de la flor de cempasuchil

Una vez secos y molidos los pétalos de la flor de cempasuchil, se procedi6 a la
obtencién de los compuestos bioactivos mediante el método de extraccién por
ultrasonido en donde se empled una relacion 1:10 muestra: solvente, utilizado
como solvente una mezcla de etanol-agua (70:30) y (80:20), por 20 y 40 minutos.

Posteriormente los extractos se almacenaron (Figura 16).

31



METODOLOGIA EXPERIMENTAL

! 0.5 g muestra
Pesado i 5 ml de solvente (etanol-
i agua)
o .
Agitacion j t=1min ,
1 vortex i
Extraccion por e
i 1 70 watts |
ultrasonido | doknz |
Filtrado

Figura 16. Diagrama de proceso de extraccion asistida por ultrasonido de compuestos
bioactivos de la flor de cempastchil.
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Fignura- 17. Extractos etanélicos de la flor de cempastichil
Posteriormente se evaluo el efecto de la temperatura (25y 70 °C) y el tiempo (20 y
40 min) de extraccion de compuestos bioactivos por el método de ultrasonido.

Para establecer las condiciones idoneas se evalu6 en los extractos el contenido de

fenoles totales, flavonoides y capacidad antioxidante.

4.4 |dentificacion de compuestos polifendlicos mediante electroforesis
capilar

Para poder ser empleado en la industria es necesario tener la certeza de los
compuestos que presentan, su estructura y reactividad para asi asegurar la

produccién de un producto saludable para el consumo humano.

4.4.1 Equipo

Para realizar la identificacién de polifenoles se empled la técnica de electroforesis
capilar utilizando un equipo marca Berckman Coulter, modelo P/ACE ™ MDQ con
detector de arreglo de diodos a 200 nm (Figura 18).

Figura 18. Equipo de electroforesis capilar
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4.4.2. Estandares.

Para la identificacidon de los polifenoles se utilizaron los estandares que se

muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Informacion de estandares empleados para identificacién de polifenoles

Nombre Pureza

Naringina £95.0 %
Acido gélico <97.0%
Catequina hidrato <98.0 %
Acido clorogénico <95.0 %
Acido siringico <95.0 %
Tirosol <95.0 %
Kaempferol <90.0 %
Epicatequina <90.0 %
Arbutina <95.0 %
Quercetina hidrato £95.0 %
Apigenina <97.0 %
Acido dihidroxibenzoico <96.0 %
Rutina <94.0 %

4.4.3. Condiciones para la Identificacion de polifenoles por electroforesis
capilar

La identificacion de compuestos se llevé a cabo segun las etapas descritas por

Granados Lopez en 2014 (Figura 19).

En la tabla 6 y 7 se muestran los procedimientos de lavado inicial del capilar y

para la separacion de compuestos fenélicos por electroforesis capilar.
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Tabla 6. Procedimiento de lavado al inicio del capilar

ENUAGUE 20 5 Agua desionizada
INYECCION 20 10 NaOH (0.1 M)
SEPARACION 20 5 Agua desionizada
ENUAGUE 20 10 Buffer boratos pH 9.4
30 mm

Fuente: Granados Lépez (2014)

Figura 19. Proceso de separacion por electroforesis capilar

Tabla 7. Procedimiento de separacion de compuestos fendlicos por electroforesis

capilar
Operacion Solucién

1 Enjuague Presion 15 min Buffer

(boratos 50 mM)
2 Inyeccién Presion 5s Muestra
3 Espera - 0.2s Buffer

(boratos 50 mM)
3 Separacion Voltaje 25 min Buffer

(boratos 50 mM)

Fuente: Granados Léopez (2014)
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4.4.4 Hidrdlisis del extracto para identificacion de compuestos

Para identificar compuestos que suelen encontrarse unidos a azucares o0

polimerizados, se llevo a cabo la hidrélisis del extracto etandlico.

4.4.4.1 Preparacion de solucién hidrolizante

La solucion hidrolizante debe contener los siguientes reactivos, para ello fue
necesario realizar los calculos correspondientes para obtener la cantidad de
reactivo a agregar (Granados, 2014).

e NaOH1.8N

e 10mM EDTA 98 %

e Acido ascorbico 1 %

Para hidrolizar el extracto fue necesario agregar en partes iguales solucion
hidrolizante y extracto etandlico, calentar a bafio maria a una temperatura de 60
°C durante 30 minutos con agitacion constante, posteriormente se centrifugé

durante otros 30 minutos y se filtré la solucion resultante (Figura 20).

Figura 20. Muestra del extracto para identificacion de compuestos

El extracto se concentr6 por evaporacion controlada del disolvente utilizando un
evaporador con un flujo de nitrégeno a 20 psi de presion y 35 °C de temperatura
durante 30 minutos para disminuir el volumen del extracto, posteriormente se

adicionaron 5 ml de solucion hidrolizante.
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La solucion anterior fue puesta en bafio de agua con agitacion constante a una
temperatura de 60 °C durante 30 minutos, el hidrolizado se trasvaso a tubos de
centrifuga de polisulfona y se centrifugé a 8000 rpm durante un periodo de 15
minutos; el sobrenadante fue filtrado a través de acrddiscos milipore de 0.45 um
de tamafio de poro, posterior a ello se llevé a un volumen de 10 ml y fue sometido

al proceso de separacion por electroforesis capilar (Figura 21y 22).

Figura 21. Hidrélisis del extracto

Figura 22. Identificacion de compuestos por electroforesis capilar

4.4.5. Identificacion de polifenoles en extracto etandlico hidrolizado a partir
de electroforesis capilar.

La solucion hidrolizada se identific6 mediante electroforesis capilar obteniendo el

siguiente electroferograma (Figura 23).
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4.5 Formulacion de la margarina

Los aceites utilizados para la elaboracion de la margarina fueron aceite de coco y
aceite de oliva (Figura 23). La formulacién propuesta se presenta en la tabla 8.

Tabla 8. Formulacién para la elaboracion de la margarina

Ingredientes Porcentaje (%)
Aceite de coco 52.80
Aceite de oliva 19.44
Yema de huevo 13.88

Leche 1111
Saborizante (vainilla) 2.77

Figura 23. Aceite de oliva (A) y aceite de coco (B)

* Aceite de coco INCRIS e sel T=40°C

* Aceite de oliva Mezclado T=15°C
t=2 min

* Yema de huevo Batido T=40"°C
* Leche

Moldeado

Enfriado T=4°C

Figura 24 Diagrama de proceso para la elaboracion de una margarina sabor vainilla
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ATEMPERADO MEZCLADO BATIDO

MOLDEADO ENFRIADO

Figura 25. Diagrama de elaboracion de la margarina

4.6 Evaluacién de la oxidacion lipidica en la margarina

Para la evaluacion del efecto antioxidante de los extractos de cempasuchil,
primero fue necesario realizar una margarina, ya que las existentes en el mercado

ya contienen antioxidantes.

4.6.1 Evaluacion del efecto antioxidante de los extractos de cempasuchil
aplicado en la margarina

Para medir el efecto antioxidante del extracto de flor de cempasuchil en el control
de la oxidacion lipidica, se evaluaron diferentes parametros de calidad (indice de
acidez, indice de peroxidos e indice de Kreis; en la margarina elaborada con
aceite de coco y aceite de oliva bajo condiciones de deterioro, es decir, induciendo
la oxidacion por medio de la elevacion de la temperatura a 150 °C durante 10 y 20
minutos, comparando con una muestra control, una muestra con la adicion del

antioxidante natural a partir de la flor de cempasuchil a concentraciones de 0.05,
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0.8 y 0.1 % y otra muestra con antioxidante sintético (BHT) a una concentracion

méaxima permitida de 75 mg/kg; en alimentos como una margarina.

4.7 Técnicas analiticas

e Fenoles totales

Los compuestos fendlicos reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteu (SIGMA-
ALDRICH), a pH basico, dando lugar a una coloracion azul susceptible de ser
determinada espectrofotométricamente, lo cual se realiz6 en un espectrofotometro
marca VELAB modelo VE-5600UV a 765 nm. Este reactivo contiene una mezcla
de wolframato sodico y molibdato sédico en acido fosférico y reacciona con los
compuestos fendlicos presentes en la muestra. ElI acido fosfomolibdotingstico
(formado por las dos sales en el medio acido), de color amarillo, al ser reducido
por los grupos fendlicos da lugar a un complejo de color azul intenso, cuya
intensidad es la que medimos para evaluar el contenido de polifenoles (Garcia-
Martinez et al., 2016). En cuanto mas contenido de fenoles tenga una sustancia,
los quimicos haran que el color azul tenga una mayor intensidad, como se muestra
en la Figura 27. Donde la curva tiene diferentes concentraciones de acido galico,
provocando las diferentes tonalidades de azul. Por esto los resultados se reportan
en g o mg AG/ 100 b.h.

Figura 26. Curva patron empleado para la cuantificaciéon de fenoles
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e Flavonoides
La quercetina, es un citroflavonoide que confiere una coloracion amarillo-verdoso,
dentro de este grupo se encuentran el Kaempeferol y miercitina (Figura 27). El
contenido total de flavonoides (CFT) de los extractos es establecido por

espectrofotometria (Cornejo-Garcia, 2012). Los resultados se expresan en mg de

.\ :

Quercetina/ mg de muestra.

1A o R

L T\ j y

Figura 27. Evaluacion del contenido de flavonoides

e Capacidad antioxidante

El método se basa en la capacidad para atrapar radicales presentes en el medio.
El radical cationico de color verde azulado ABTS+ se genera por la interaccion del
ABTS con persulfato de potasio, por lo que se evalla la capacidad antioxidante de
la muestra en funcion de la habilidad para disminuir la concentracion del radical a
734 nm, como porcentaje de inhibicién catibon ABTS+ (Re et al.,1999). Para la
determinaciéon se empeld Trolox como estandar y los resultados se expresaron en
mM Trolox.

La capacidad antioxidante se reporta como equivalente de Trolox, se basa en la
decoloracién del radial catiénico ABTS+ como resultado de la transferencia de un
atomo de hidrégeno de un compuesto antioxidante (Borrelli et al., 2002).

Los extractos se obtuvieron mediante la extraccion por ultrasonido con una mezcla
etanol-agua (70-30 %) a 70 °C durante 40 minutos con una relacion 1:400. El

radical libre fue producido mediante la reaccion con persulfato de potasio y el
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reactivo ABTS. La solucidn se ajusté a una absorbancia de 0.700+0.2 a 734 nm.
Para la curva patron se llevaron a cabo ensayos con cada una de las soluciones
preparadas del estdndar Trolox (200, 400, 600, 800, 1000 y 1200 pl) de la solucién
del radical coloreada de ABTS y agitar y una vez que transcurrieran 7 min. Se
midio la absorbancia a 7834 nm y registro la lectura AF (sefial inhibida). Por cada
solucién del estdndar Trolox, se prepard una celda a la que se le afiadié 100 ul de
metanol a 1900 ul de la solucion del radical coloreado ABTS. La absorbancia se
midié a 734 nm y se registro la lectura como Ao (blanco o sefal no inhibida). Los
resultados se expresaron en mmol equivalentes de Trolox / g de muestra (Figura
28).

w A

Figura 28. Determinacion de la curva estandar para determinacion de la capacidad

antioxidante

e Indice de acidez

Es una disolucién de la muestra en una mezcla de disolventes y valoracion de
acidos grasos libres mediante una disolucion etandlica de hidréxido de potasio.

El procedimiento se efectud por triplicado, consistio en pesar 1 g de muestra
dentro de un matraz Erlenmeyer de 125 mL de alcohol neutralizado (empleando
tiras de indicador de pH) 60 °C, para después titular con KOH 0.0025 N, se agitd
después de cada adicion de alcali (Figura 29). El indice de acidez se calcul6 como
mg de KOH por g de muestra y el indice de acidez como% acido oleico (A.O.A.C,
1980 y Kira, 1991).
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Figura 29. Evaluacion de acidez

e Indice de Perdxido

Indica los miliequivalentes de perdxido por kg de muestra, que oxidan al yoduro de
potasio, el yodo liberado se valora con solucion de tiosulfato soédico bajo
condiciones establecidas, determinando todas las substancias, en términos de
perdxidos, existentes en la solucion de la muestra.

Para llevar a cabo la determinacién se pesé 1 g de muestra dentro de un matraz
Erlenmeyer de 125 mL y se agregd 10 mL de solucion de &acido glacial y
cloroformo 3:2, y 0.16 mL de una solucién saturada de KI, una vez transcurrido 1
min se le afiadid 10 mL de agua destilada y como indicador 0.16 mL de almidén al
1 %, se procedio a titular con una solucion de tiosulfato sédico al 0.1 N (Kira,
1991). Los resultados se expresan en miliequivalentes de peréxido por kg de

muestra (Figura 30).

Figura 30. Evaluacion de indice de peroxido
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e Indice de Kreis
Determina la rancidez, el grado de descomposicion comun de las grasas, el cual
se debe al ataque del oxigeno a los centros no saturados, se basa en la
produccion de color rojo debido a la reaccién extremadamente sensible entre la
florglucina y un compuesto presente en las grasas o aceites rancios: el aldehido
epidrinico (Kira, 1991).
Empleando tubos de ensaye, se afiadi6é 0.5 g de muestra, a estos se le agregaron
1 mL de &cido tricloroacético al 30% en &cido acético glacial y 0.25 mL de
disolucién de floroglucina, la mezcla se agitdé burbujeando aire entre 2 a 3
segundos, posteriormente se calenté a bafio Maria a 45 °C por 15 minutos. Las
muestras fueron medidas en un espectrofotometro a una longitud de onda de 545
nm frente a un blanco de reactivos. El indice de Kreis se calcul6 como la

absorbancia a 545 nm/g de grasa (Figura 31).

Figura 31. Determinacion de indice de kreis

e Color

El color de las muestras se determin6 con ayuda de un colorimetro Minolta Modelo
CR300, el cual es un instrumento diseflado para dirigir un haz de luz paralela
monocromatica a través de una muestra y medir la intensidad del haz luminoso
emergente. La fraccidon de luz incidente absorbida por la muestra a una longitud de
onda esta relacionada con el paso Optico y con la concentracion de la especie
absorbente (X-rite, 2002).
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Para la determinacion de color se coloco el colorimetro en la superficie del objeto
al cual se le determin6 este pardmetro, como se muestra en Figura 33. Una vez
realizada la medicion, se obtendran las coordenadas L, a y b con las cuales se
calculo, luminosidad, tonalidad y croma.
La tonalidad del angulo Hue (°Hue) se calcula con los valores ay b

H= arctan (b/a)
En caso de que sea negativa y b positiva se calcula de la siguiente forma:

H= 180+arctan(b*/a*)

El croma que indica la intensidad o saturacion de color, se calcula mediante la
ecuacion: C= (a?+b?)12
Con base a estos atributos del color se derivan varios indicadores que ayudan a
conocer el deterioro o cambio de color en un material en particular teniendo como

restriccion las caracteristicas de este y los procesos a los que le han sometido.

Luminosidad 100

Figura 32. Representacion del espacio cromatico cilindrico CIE-L*C*h°
Fuente: Padron-Pereria et al. (2012)

4.8. Anadlisis estadistico

Para el desarrollo de este experimento se propuso un disefio factorial completo de
dos factores a dos niveles (22) con tres réplicas del punto central. El disefio
propuesto se realizé en el programa DX5.

El disefio experimental se realiz6 para la medicion de todos los parametros.

Las variables de respuestas fueron analizadas mediante un ANOVA.
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5. Resultados y Discusién

5.1. Evaluacién del contenido de fenoles totales, flavonoides y capacidad
antioxidante de extractos de flor de cempasuchil

Para la extraccion de los compuestos bioactivos de la flor de cempasuchil se

cuantificaron los fenoles totales, los flavonoides y la capacidad antioxidante.

5.1.1. Cuantificacién de fenoles totales

Las numerosas investigaciones quimicas, biolégicas y farmacologicas llevadas a
cabo sobre los fenoles estan ampliando el conocimiento e importancia de estos
compuestos en la vida humana (Okude e Ito, 2011). Es dificil encontrar un sector
en el que los fenoles no tengan cabida, bien de forma natural o como aditivos.
Esta gran aplicabilidad se debe a sus variadas propiedades antioxidantes (Sochor
et al., 2010; Motilva et al., 2013; Tuyen et al., 2017).

La alimentacién como actividad industrial o comercial de productos alimenticios, es
donde mas valor se da a los compuestos fendlicos, diferenciando dos grupos
principales: 1) Alimentos cuyo contenido fendlico es intrinseco al propio producto

y, 2) productos a los que se les incorpora o incrementa este tipo de compuestos

(Arapitsas, 2012).
a.b
a.b =
a.b
a.a I

20 min 40 min 20 min 40 min

Contenido de fenoles (mg de

acido galico/ml de extracto)
= N w H (9] [<2] ~N
o O O o O O O

o

Etanol 70% Etanol 80%

Figura 33. Contenido de fenoles totales presentes en los extractos de la flor de cempasduchil
obtenidos por el método de UAE bajo diferentes condiciones. La primera letra representa que
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diferencia significativa (p<0.05) por la solucion, mientras que la segunda letra representa
diferencia significativa (p<0.05) por el tiempo de extraccion.

En la Figura 33 se presentan los resultados obtenidos del contenido de fenoles
totales de los extractos de la flor de cempasuchil obtenidos por el método de

ultrasonido a temperatura ambiente (25 °C).

Como se observa en la Figura 33, el contenido de fenoles fue 8.6 % mayor en los
extractos obtenidos con una mezcla etanol-agua (80-20) durante 40 min, alrededor
de 59.41 mg de &cido galico / ml del extracto de flor de cempasuchil no habiendo
diferencia significativa (p<0.05) por la mezcla de la solucién cuando se emplea una
mezcla etanol-agua 70-30 % y una de 80-20 % durante 40 minutos, a diferencia de
lo que se observdO en el tiempo de extraccion donde muestra diferencia
significativa (p<0.05) observando que al aumentar el tiempo de 20 a 40 minutos, la

extraccion por ultrasonido aumenta el contenido de fenoles en un 56.8 %.

90 )
= b:b
£ 80
©
e
PR 70 .
S 3 60 i
£ E 50 b:a
8%
o 2 40
T ®
c W30 a:a
23
§ S 20
g 10
g o
= 20 min 40 min 20 min 40 min
25°C 70°C

Figura 34. Contenido de fenoles totales presentes en los extractos de la flor de cempasiichil
obtenidos por el método de UAE empleando una mezcla etanol: agua en una proporcion
70:30 bajo diferentes condiciones de temperatura y tiempo. La primera letra representa que
diferencia significativa (p<0.05) por la solucion, mientras que la segunda letra representa

diferencia significativa (p<0.05) por el tiempo de extraccion.
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En la Figura 34 se muestra el efecto de la temperatura en la extraccion de los

compuestos bioactivos.

La temperatura es una de las variables mas importantes durante la extraccion por
ultrasonido, ya que resulta ser mas eficiente la obtencion de compuestos al
incrementar la temperatura. Se observa que los extractos obtenidos a una
temperatura de 70 °C durante 40 minutos presentaron el mayor contenido de
fenoles totales: 80.85 mg de acido gélico/ ml de extracto en la flor de cempasuchil,
con respecto al contenido de fenoles en el extracto obtenido a temperatura
ambiente (23 °C). Los resultados obtenidos pueden ser explicados de
investigaciones anteriores, donde se ha establecido que el incremento de
temperatura favorece las reacciones de division, el rompimiento de la pared
celular, y debido a que la energia térmica aumenta la vibracién molecular y por lo
tanto la division y separacion de los compuestos, lo que favorece la ruptura de
fuerzas intermoleculares y de algunos enlaces (Duque, 2005), dando como

resultado mayor contenido de fenoles en el extracto.

5.1.2 Cuantificaciéon de flavonoides

Los flavonoides que pertenecen al vasto grupo de compuestos fendélicos son de
interés particular ya que parecen pertenecer en todas las funciones que se les
atribuyen a los metabolitos secundarios de las plantas. Los flavonoides son
pigmentos naturales que se encuentran distribuidos en plantas, frutas, verduras y
diferentes bebidas (Lock, 1994).

Los flavonoides son compuestos fendlicos con una alta capacidad antioxidante
gue estan presentes en la mayoria de las plantas, especialmente en las frutas y
las hortalizas. Su actividad antioxidante ha atraido fuertemente la atencion de las
industrias de procesamiento de alimentos y de las compafiias de pigmentos,
cosmeéticas y farmacéuticas por lo cual la importancia de su cuantificacion y las

aplicaciones de los flavonoides.
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En el caso del contenido de flavonoides, se observa en la figura 35 que hay mayor
concentracion de estos compuestos con la mezcla de disolvente etanol-agua (70-
30 %), presentando diferencia significativa con respecto a los datos obtenidos en

el extracto con 80 % etanol.
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Figura 35. Contenido de flavonoides presentes en los extractos de la flor de cempasuchil
obtenidos por el método de UAE a mezclas etanol-agua (70:30) % y (80-20) % por 20 y 40
minutos. La 1ra letra indica que hay diferencia significativa (p<0.05) por la solucion mientras
que las 2das letras indican que hay diferencia significativa (p<0.05) por el tiempo de
extraccion.

Por otro lado, para 70 % de etanol también se presentd efecto por el tiempo de
extraccion en donde a 20 minutos se obtuvieron 30.90 mg de quercetina/ ml de
extracto y al aumentar el tiempo de extraccibn a 40 min también aumenta el
contenido de flavonoides obteniéndose 35.92 mg de quercetina/ml de extracto, es

decir que el tiempo también presenta diferencia significativa (p<0.05).

En el caso del contenido de flavonoides, se observa que hay mayor concentracion
de estos compuestos es con una mezcla etanol-agua (70:30 %) por 40 minutos a
70 °C, lo que sucede es que al aumento del tiempo favorece la ruptura de la pared
celular del material, logrando mayor extraccién de compuestos, resultando ser

diferentes significativamente (p<0.05) en la de compuestos en el extracto cuando
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se somete a una temperatura de 25 °C y 70 °C por 40 min , presentando una

concentracion de flavonoides del 35.93 mg de quercetina/ml de extracto.

45
40 -+

35 +
30 +
25 +
20 +
15 +
10 +
5 -+
0

20 min 40 min 20 min 40 min
25°C ‘ 70°C ‘
Etanol-Agua(70-30)

Contenido de flavonoides
(mg de quercetina/ml de
extracto)

Figura 36. Contenido de flavonoides presentes en los extractos de la flor de cempasuchil
obtenidos por el método de UAE a 25 °C y a 70 °C, durante 20 y 40 min. La primera letra
representa que hay diferencia significativa (p<0.05) por la temperatura, mientras que la
segunda letra representa que hay diferencia significativa (p<0.05) por el tiempo de
extraccion.

Como se observa la Figura 36 se encontr6 mayor concentracion de flavonoides en
los extractos obtenidos por ultrasonido a 70°C y 40 minutos siendo de 38.86 mg
de quercetina/ml de extracto, comparado con los extractos obtenidos a una
temperatura de 25°C siendo 35.93 mg de quercetina/ ml de extracto, esto debido a
que la temperatura pudo ayudar a mejorar la extraccibn de los compuestos
flavonoides esto debido a que el fendmeno de cavitacion que esta presente en el
método de UAE , y la alta presién junto con la temperatura que se genera,
destruye las paredes celulares de la planta matriz y el contenido es puesto en
libertad en el medio (Chemat et al., 2011).

De acuerdo con Badui (2006), la resonancia que le confieren los anillos
bencénicos presentados en la estructura de los flavonoides; hace que la
estabilidad molecular sea mayor, soportando tanto bajas y altas temperaturas,

hasta 300 °C, a su vez pueden ser extraidos inicialmente con solventes organicos
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sin perder sus propiedades estructurales, ademas de ser muy estables al calor,
pues se observa que mientras transcurre el tiempo, dichos compuestos parecen

tener mayor estabilidad.

5.1.3 Capacidad antioxidante

En diferentes estudios se han reportado la capacidad de ciertos compuestos para
retrasar la oxidacion de aceites vegetales, asi como de grasa de origen animal
(Eskin 'y Przybylski, 2000) estudiaron antioxidantes sintéticos y naturales
aplicandolos en aceite para observar que compuestos retrasaban la oxidacién con
mayor efectividad. Sin tomar en cuenta los compuestos sintéticos, el kaempferol,
la quercetina y mirecetina presentaron 56.70 y 80 % de inhibicién de la formacién

de los peroxidos (Eskin y Przybylski, 2000).

Es necesario mencionar que compuestos fendlicos tales como flavonoides y
derivados del acido cindmico (acido ferudlico, acido cumarico, &cido sinapico y
caféico), son considerados antioxidantes primarios, pues al contener hidrogenos
fendlicos hacen gque tengan un caracter acido, lo que hace que sean aceptores de
radicales libres, y de acuerdo con el pH en que se encuentran pueden actuar

como agente quelante de metales (Decker, 2002).
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Figura 37. Contenido de capacidad antioxidante en los extractos de la flor de cempasuchil
obtenidos por el método de UAE a mezclas etanol-agua (70:30), (80:20) por 20 y 40 minutos.
La primera letra representa que no hay diferencia significativa (p<0.05) por la solucién
mientras que la segunda letra representa que hay diferencia significativa (p<0.05) por el
tiempo de extraccion.
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La capacidad antioxidante de la flor de cempasuchil fue determinada ya que
presenta el patron encontrado en el contenido de fenoles totales, debido a que

esta propiedad estéa relacionada con el tipo de compuestos fendlicos contenidos.

Como se puede observar en la Figura 38 la capacidad antioxidante tiene la misma
tendencia que la de flavonoides, de tal manera que el extracto que presenta la
mayor capacidad antioxidante es con una mezcla etanol-agua (70:30) a 40
minutos dando como resultado 163.22 TE pmol/g de flor de cempasuchil
representando que no hay diferencia significativa (p>0.05) por la solucién, pero si

por el tiempo de extraccion (Figura 37).
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Figura 38. Capacidad antioxidante de los extractos de la flor de cempasuchil obtenidos por el
método de UAE a temperatura ambiente y a 70°C con diferentes tiempos. La primera letra
representa que no hay diferencia significativa (p<0.05) por la temperatura mientras que la
segunda letra representa que hay diferencia significativa (p<0.05) por el tiempo de
extraccion.

Como se puede observar en el caso de capacidad antioxidante, evaluando tiempo
y temperatura se observa una tendencia similar a lo obtenido en el contenido de
fenoles totales, en donde la mayor concentracién de estos compuestos se observa
en los extractos obtenidos a una temperatura de 70 °C durante 40 minutos
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alrededor de 163.32 TE pmol/g de flor de cempasuchil aproximadamente (Figura
38), si se habla del tiempo, presenta diferencia significativa (p<0.05), en la
capacidad antioxidante los extractos obtenidos con un proceso de 40 min a 70 °C,
debido a que el aumento de la temperatura y el tiempo se vio favorecida la ruptura
de la pared celular del material, logrando mayor extraccibn de compuestos
fendlicos y por lo tanto también aumentando la capacidad antioxidante en un 52.53
% cuando se somete a una temperatura de 20 a 40 min. Es decir, en este caso la
actividad antioxidante esta dada principalmente por los compuestos fendlicos y de
éstos, dicha respuesta esta dada por la estructura que poseen (Rastija y Medic,
2009).

5.2 Identificacion de polifenoles en extracto etandlico hidrolizado a partir de
electroforesis capilar.

La principal razén para realizar la identificacion de polifenoles presentes en un
extracto etanodlico de flor de cempasuchil fue que estos polifenoles se pretenden
utilizar como una fuente alternativa de conservadores para la produccion de
aceites y mantequillas organicos, logrando asi la disminucion en el uso de
reactivos nocivos para la salud y por ende la disminucién de contaminacién. Pero
para antes poder ser empleado en la industria es necesario tener la certeza de los
compuestos que presentan, su estructura y reactividad para asi asegurar la
produccion de un producto saldable para el consumo humano.

La solucion hidrolizada se identific6 mediante electroforesis capilar obteniendo el
siguiente electroferograma (Figura 39). Una vez obtenido el electroferograma de la
misma forma que se hizo anteriormente se compararon las sefiales con los
estandares para darse una idea de que compuestos se trataban en funciéon de su

tiempo de migracién.
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Figura 39: Electroferograma extracto etanélico sin estandar

Se obtuvieron distintas sefales, lo que indica que el extracto contiene diversos
polifenoles los cuales presentan diferentes tiempos de retencion, en funcion de
estos tiempos se comparo con una base de datos.

Se comenzaron a hacer distintas corridas afiadiendo diferentes estandares con la
finalidad de identificarlos por el aumento en su sefial en el extracto problema tales
como Arbutina, (-) Epicatequina, (+) Catequina, Kaempferol, Apigenina, Tirosol y
Acido Galico trataban en funcién de su tiempo de migracion. Una vez que se
realizaron las corridas con los estandares mencionados anteriormente no se
obtuvo ningln resultado satisfactorio, ya que ninguna sefial aumenté su
intensidad, por lo que no se trataba del compuesto en si consultando la bibliografia
(Xu-I-Wei, 2014). Donde se descubri6 que, en efecto, el extracto contiene
polifenoles como la arbutina, kaempferol, apigenina, etc, pero estos contienen
diversos carbohidratos (polifenoles glucosilados) afiadidos a su cadena por lo cual
no presentan la misma estructura que los compuestos estandares y esto influye en
el tiempo de migracién.

Conociendo este problema se tomo la decision de hidrolizar el extracto para asi
eliminar las cadenas de carbohidratos esto a partir de una solucién hidrolizante

obteniéndose el siguiente electroferograma (Figura 40).
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Figura 40: Electroferograma extracto etanélico hidrolizado

Tras la obtencion del electroferograma del extracto hidrolizado y el analisis de las

sefales se hicieron pruebas afiadiendo distintos estandares (Figura 41).
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Figura 41. Electroferograma extracto etanélico hidrolizado con naringina

En la Figura 41 se observa que al afadir naringina la sefial que se obtuvo a un
tiempo de 5.9 minutos, la sefial aumenta por lo que se puede confirmar la

presencia de naringina como compuesto bioactivo presente en el extracto de la flor
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de cempasuchil. De igual forma al agregar arbutina (Figura 42) es evidente el
aumento en la sefal presente a los 4.2 minutos, lo que nos indica presencia de

arbutina en el sistema.

En funciéon de lo encontrado en la literatura se agregaron estandares de &cido
galico, acido cafeico, kaempferol, apigenina, tirosol, rutina y quercetina; pero
ninguno de ellos arrojo buenos resultados, es decir que las sefiales aumentaron al
agregar los estandares al extracto por lo cual nos indicaba que no habia presencia
de estos compuestos, por lo que para continuar con la identificacion se realizé
una lectura de los espectros de absorcion de todas las sefiales que se presentan
para asi poder comparar los espectros con los reportados en la literatura como
luteina, luteolina, glucopiranosido, quecetagetina, mirecetina, crisocriol,
kaempferitrina (Xu, 2012)
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Figura 42. Electroferograma extracto etanélico hidrolizado con arbutina
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5.3 Parametros de calidad de la margarina en condiciones aceleradas

Los lipidos son uno de los principales componentes de los alimentos y son
importante en la dieta porque son fuente de energia y de nutrientes esenciales.
Sin embargo, un consumo elevado de ciertos componentes lipidicos puede
ocasionar dafos a la salud (Scrimgeour, 2005).

La oxidacién lipidica es uno de los principales mecanismos de deterioro de los
alimentos. Los problemas de calidad se manifiestan por cambios adversos en el
sabor, color, textura y valor nutritivo, y la posible produccion de compuestos
toxicos (Gray et al.,1996). Esto se ve reflejado en pérdidas econdémicas y
problemas de salud (Insani et al.,2008).

Variados esfuerzos han sido hechos para proporcionar estabilidad a los lipidos
presentes en los alimentos. Para disminuir la rancidez de aceites y grasas, se han
usado antioxidantes sintéticos como ter-butil-4-hidroxianisol (BHA) y ter-butil-4-
hidroxitolueno (BHT), y antioxidantes naturales como tocoferoles. Sin embargo, en
varios paises esta restringido el uso de BHA y BHT, como aditivos en los
alimentos, porque estos antioxidantes parecen causar un efecto indeseable
(Inatani et al., 1983). Por eso se ha centrado la atencion en plantas comestibles
como fuentes de antioxidantes naturales seguros y mas efectivos. Se ha
enfatizado la investigacion en el efecto antioxidante y en la estructura quimica de
los compuestos activos (Chang et al., 1977; Schmidt-Hebbel, 1980; Inatani et al.,
1983; Cuvelier et al., 1994; Giese, 1994; Frankel et al., 1996).

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos en los diferentes
pardmetros que permitieron medir la calidad en los aceites usados en la margarina
(aceite de coco y aceite de oliva), como el indice de acidez, indice de peroxidos,

asi como el indice de Kreis para asi analizar el efecto del extracto en el alimento.
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5.3.1 Indice de acidez

El indice de acidez indica los acidos grasos libres que estan presentes en un

aceite, siendo una de las caracteristicas quimicas que mejor definen la calidad de

éstos, pues indica la alteracion de los &cidos grasos debida a una hidrdlisis

tica (Gogu y Smith, 2010).
El modelo obtenido del analisis de superficie de respuesta para el indice de acidez
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indica el comportamiento de las variables como la concentracion y tiempo. A

continuacion, en la Figura 43 se muestran los resultados obtenidos en los
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diferentes tratamientos aplicados a la margarina en respuesta al indice de acidez.

Figura 43. Efecto de la presencia de los extractos de cempasiichil sobre el indice de acidez de

la margarina.

Como se observa en la Figura 43, hay mayor indice de acidez en la margarina con

una menor concentracion de extracto de flor de cempasuchil, expuestas a 20 min

de tratamiento a 150 °C (2.11 mg KOH/g de aceite), ya que conforme aumenta la

concentracion de extracto de flor de cempasuchil a 0.1 % se obtiene mayor efecto

inhibitorio en el proceso de la liberacion de acidos grasos dentro de la margarina

presentando valores de 0.759 mg KOH/g de aceite con 10 minutos de tratamiento,
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obteniendo diferencia significativa (p<0.05) en el indice de acidez de la margarina,
es importante sefialar que también se observé efecto por el tiempo de tratamiento,
por lo que la interaccion de los dos factores afecta en la cantidad de acidos grasos
liberados bajo las condiciones propuestas, demostrando que a mayor
concentracion del extracto y menor tiempo de degradacion de los aceites (coco y
oliva) presentes en la margarina, se obtiene un menor indice de acidez, lo cual
posee un efecto positivo importante para la margarina mostrando resultados

favorables.

Por otra parte, es importante sefialar aplicando un antioxidante sintético (BHT) el
indice de acidez obtenido en la margarina es de 0.675 mg KOH/g de aceite
expuesta al 150 °C por 10 min, mientras que para la margarina tratada con 0.1 %
de extracto con tiempo de tratamiento de 10 min a 150 °C el valor de indice de
acidez fue de 0.759 mg KOH/g de aceite. Por lo que emplear el extracto de
cempasuchil fue competitivo evitando la degradaciéon de los acidos libres
presentes en los aceites vegetales (aceite de coco y aceite de oliva) si se compara
con el tratamiento empleado con el antioxidante sintético BHT (terbutil
hidroxitolueno) debido a la composicion rica en flavonoides y compuestos
fendlicos mayormente, logrando de esta forma retrasar la auto oxidacién mediante
la inhibicién de la formacién de radicales libres o mediante la interrupcién de la

propagacion del radical en uno ( 0 mas) mecanismos (Nawar,1996).

5.3.2 Indice de peréxidos

El indice de peroxidos indica la calidad de la grasa en un alimento. Este indice nos
permite apreciar los compuestos per oxidados que se forman en las fases iniciales
de la rancidez (iniciacién y propagacion) donde los valores tienden a disminuir si la
oxidacion lipidica se encuentra en estado avanzado. El estado de oxidacion inicial
del aceite se encuentra en miliequivalentes de oxigeno activo por kg de grasa,
permitiendo detectar la oxidacién de los aceites y grasas. De acuerdo con las

normas establecidas por el Codex Alimentario, se debe considerar un valor
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méaximo de peroxido en otras grasas y aceites 10 miliequivalentes de oxigeno
activo/kg de aceite valores superiores a estos, se debe considerar al aceite de
mala calidad. A continuacion, en la Figura 44 se muestra el efecto del tiempo y la
temperatura con respecto a la degradacion de la margarina en los diferentes

tratamientos.
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Figura 44. Efecto de la presencia de los extractos de cempastichil sobre el indice de

peroxidos.

En la Figura 44 se observa que al incrementar la concentracion de extracto (0.1 %)
en la formulacién de la margarina con un tratamiento de 10 min a 150 °C hay una
menor generacién de peréxidos en el producto, presentando valores de 314.88
mequivalentes de peréxido/Kg de aceite, seguido del tratamiento a 20 min, en
donde la presencia de peroxidos fue de 362.48 mequivalentes de peroxido/Kg de
aceite, en el caso de las margarinas adicionadas con 0.05 % de extracto de flor de
cempasuchil tratada a 10 y 20 min obtuvieron valores de perdxidos en un intervalo
de 371.51 a 590 mequivalentes de peroxido/Kg de aceite, en donde el efecto en
los peroxidos estuvo dado por la interaccion de los factores (concentracion de

extracto y tiempo de tratamiento).
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Comparando los resultados obtenidos de perdxidos de la margarina adicionada
con extracto de flor de cempasuchil y los perdxidos obtenidos con la margarina
adicionada con BHT, se observo que hay al menos 36 % menos incidencia de
peroxidos en la margarina con extracto de cempasuchil con respecto a la
margarina adicionada con BHT. Mostrando mayor efectividad por lo que los
extractos de flor de cempasuchil podrian considerarse una alternativa natural para
su aplicacion como antioxidantes. Al igual que en un estudio donde utilizaron un
extracto de Crataegus mordenensis como antioxidante y mostré inhibir la
formacion de hidroperoxidos en aceite de girasol a 65° C (Aladedunye et al.,
2014). Encontrando mejores resultados que con el aceite de oliva donde los
resultados si mostraron cierta reaccion por parte de la fraccion polar del aceite,

pero esta fue inferior a la de BHT (Papadopoulos & Boskou, 1991).

5.3.3 indice de Kreis (IK)

El indice de Kreis al igual que el indice de peroxidos, es un indicador de la
evolucion de la autooxidacion que se basa en la deteccion de compuestos
carbonilicos producidos en el deterioro del material lipidico como productos
secundarios de esta, los cuales son mas estables que los peréxidos. Indica el
estado de oxidacion en la margarina, los valores altos demuestran oxidacion en la
muestra, los resultados son obtenidos por medio de un espectrofotometro, pues se
basa en la produccion de color debido a la reaccion extremadamente sensible
entre la floroglucina y un compuesto presente en los aceites rancios (Kira, 1991).

A continuacion, en la Figura 45 se muestra el efecto del tiempo-temperatura con
respecto a la degradacion de la margarina en los diferentes tratamientos
empleados donde se observd que después de someterlos a condiciones de
cinética acelerada se hace aun mas evidente el deterioro, asi como la inhibicion de

la oxidacion lipidica de la margarina.
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Figura 45. Evaluacion del indice de Kreis en la margarina de aceite de coco y aceite de
oliva agregando el extracto de flor de cempasuchil como antioxidante sometido a

condiciones aceleradas.

En la Figura 45 cuando se adiciona el antioxidante natural a su maxima
concentracion (0.1 %) en la margarina hay mayor inhibicion de la formacion de
compuestos derivados de la oxidacion lipidica, de la misma forma emplear
concentraciones bajas de extracto de flor de cempasuchil no evita la oxidacion,
presentando efecto por la concentracién de extracto de flor de cempasuchil, no asi
para el tiempo de tratamiento. La margarina adicionada con 0.1 % de extracto de
flor de cempasuchil tratada por 10 min presentd 0.456 ABTS a 595 nm. Mientras
qgue la margarina adicionada con 0.05 % tratada por 10 y 20 min presenté valores
de 1.299 a 1.368 ABTS a 595 nm, respectivamente sin diferencia significativa
(p=0.05).

5.4.4 Color

La evaluacién de los descriptores fisicos, en este caso el color, se tomd como un
factor de calidad, debido a que esté puede sufrir un cambio por efecto del tiempo y

temperatura. Para describir las diferencias en distintos tiempos y temperaturas de
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degradacion de la margarina. Debido a que el color es una propiedad
organoléptica que indica de cierta manera el estado en el que se encuentra un
aceite, es importante no descartarla, pues la variacion de esta propiedad es
debida a productos de descomposicién, polimerizacion e hidrdlisis que se forman
durante la exposicidn del tiempo-temperatura, dependiendo de compuestos
minoritarios como los pigmentos del aceite, por lo que esta diferencia de
coloracién es un indicativo de la degradacién sufrida por los aceites, asociada a la
formacién de aldehidos, cetonas y alcoholes, productos de la oxidacion de los
triglicéridos (Rivera et al., 2014), por lo que un aumento en la concentracion de
dichos compuestos se vera involucrada esta propiedad dando como resultado un
cambio importante en la coloracion de la margarina.

A continuacién, en la Figura 46 se muestran los resultados obtenidos en los
diferentes tratamientos aplicados a la margarina en respuesta al color.

Figura 46. Color de la margarina

Se realiz6 una comparacion entre la margarina con el extracto natural y el
antioxidante sintético a diferentes tiempos y temperaturas de calentamiento. Los

resultados y la variacion de color se muestran en la Figura 47.
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Figura 47. Efecto de la presencia de los extractos de cempastchil sobre el color la margarina
de aceite de coco y aceite de oliva agregando el extracto de flor de

cempaslchil como antioxidante sometido a condiciones aceleradas.

Se observa que al someter la margarina a tiempos largos (15 y 20 min) no existe
diferencia significativa en el tono por efecto del tiempo teniendo una pendiente =0,
pero si presenta diferencia significativa (p<0.05) en la concentracion. Los
resultados obtenidos indican que la concentracion a la que es mas resistente y
gue presentd mayor estabilidad a una concentracion del extracto mas alta al 0.1 %
ya que presentaron valores de L (luminosidad) a y b, incluso mas bajos que con el
BHT. Segun los datos recabados podemos ver que la luminosidad (L*), asi como
los demas factores analizados en los cambios de color (a*, b*) se vieron reducidos
en las diferentes tiempos y concentraciones, por lo que la margarina presentando
una notable degradacion de los 10 min, 15 min y 20 min y a concentracion de 0.5
%.
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Con base en los resultados obtenidos se concluye los siguiente:

1. El extracto etandlico de cempasuchil obtenido a partir del método por
ultrasonido variando la mezcla de solvente etanol-agua y el tiempo de extraccion
pudo ayudar a establecer la relacion (70-30) % durante 40 min ya que presento

mayor contenido de fenoles totales, flavonoides y capacidad antioxidante.

2. La temperatura a 70 °C favorece la extraccion, por lo tanto se obtiene un mayor
contenido de compuestos antioxidantes o especificamente polifenoles y a su vez
dan como respuesta mayor capacidad antioxidante, lo que indica que, al
incrementar la temperatura de forma moderada, podemos lograr una mayor

eficiencia en la extraccion de compuestos del cempasuchil.

3. Mediante la identificacion por electroforesis capilar se pudieron determinar
aquellos compuestos que se encuentran en la flor de cempasuchil. Para realizar la
identificacion de polifenoles con estandares puros fue necesario realizar la
hidrolisis del extracto ya que es muy costoso utilizar y encontrar estandares
glucosilados.

Los polifenoles que fue posible identificar por electroforesis capilar fueron
naringina y arbutina a las condiciones de secado para el almacenamiento de los

petalos

4. Los extractos de cempasuchil aplicados en la margarina inhiben la oxidacion
lipidica esto en concentraciones de 0.1%, teniendo resultados similares a los
obtenidos con antioxidantes artificiales como BHT, siendo una opcion viable para
la aplicacion en productos lipidicos para evitar en cierta medida el deterioro

ocasionado por la oxidacion lipidica.
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RECOMENDACIONES

1. Debido a que el tiempo ayudoé a la extraccion de compuestos bioactivos con
capacidad antioxidante como fenoles y flavonoides se recomienda realizar
ma&s investigaciones con tiempos superiores a los propuestos en este
proyecto.

2. En cuanto a la identificacidon de compuestos debido a que Unicamente fue
posible identificar dos polifenoles naringina y arbutina, es necesario verificar
gue solo narigina y arbutina son los que se preservan con el tratamiento de
secado de los petalos ya que pudieron perderse los polifenoles mas
pequefios con el procesado.

3. Continuar con la identificacion de los compuestos bioactivos mediante la
identificacion de las sefales restantes con la lectura de los espectros de
absorcién de todas las sefales que se presentan para asi poder comparar
los espectros con los reportados en la literatura como luteina, luteolina,
glucopiranosido, quecetagetina, mirecetina, crisocriol, kaempferitrina (Xu,
2012)

4. Se recomienda complementar la investigacién realizando vida de anaquel
de la margarina ya con el extracto para saber los dias de vida util con y sin
el antioxidante y asi compararlo con los antioxidantes que ya se encuentran

en el mercado.
5. Se sugiere realizar alguna otra formulacion cambiando los aceites utilizados

para verificar si el antioxidante reacciona de la misma manera con otros

ayudando igualmente a evitar la oxidacion lipidica.

6. Realizar el estudio con una margarina organica.



“La inteligencia consiste no sélo en el conocimiento, sino también en
la destreza de aplicar los conocimientos en la practica’

-Aristételes
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