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RESUMEN

La flor de cempasuchil es originaria de México, es uno de los elementos mas tradicionales
dentro de las festividades mexicanas del Dia de Muertos, sin embargo son sus propiedades
la que la hacen aun mas valiosa, pues la concentracion de diferentes compuestos bioactivos
como los 4cidos fendlicos y flavonoides, han demostrado actividad antioxidante, por lo que
el objetivo del proyecto fue extraer compuestos bioactivos a partir de la flor de
cempasuchil, mediante diferentes métodos de extraccion evaluando los compuestos
polifenolicos, y su capacidad antioxidante, para emplear los extractos como antioxidantes
y de esta manera evitar la oxidacion lipidica en un aceite de semilla de pepita verde de
calabaza. Para la obtencion de los compuestos antioxidantes de la flor de cempasuchil se
emplearon dos métodos de extraccion con diferentes condiciones como fue maceracion a
10, 25 y 70°C por 1, 3 y 6 h y la extraccion asistida por ultrasonido a 25 y 70°C por 30, 60
y 90 min. Una vez obtenidos los extractos se procedid a evaluar el contenido de fenoles
totales, flavonoides y capacidad antioxidante, para poder seleccionar las mejores
condiciones con mayor concentracion. De acuerdo a los resultados obtenidos se encontro
que el método que ofrece mejores rendimientos hasta el 30.3% fue la extraccion asistida
por ultrasonido reduciendo el tiempo de forma considerable, a una 1h y 70°C comparada
con la extraccion por maceracion que resultod similar pero con tiempos de proceso de 3h a
la misma temperatura. Posteriormente, ya seleccionadas las condiciones para la obtencion
de los extractos de flor de cempasuchil se procedid a evaluar el efecto como antioxidante
aplicado en aceite vegetal de semilla verde de calabaza, en concentraciones de 0.1, 0.3, y
0.5%, comparado con el antioxidante sintético BHT a una concentracion de 200 ppm. Los
aceites con los antioxidantes fueron sometidos a temperaturas de 250°C por tiempos de 2 y
4h, para obtener una cinética de degradacion en condiciones aceleradas, con el objetivo de
provocar la oxidacion lipidica en el aceite y con ello evaluar el efecto antioxidante de los
extractos, y se observo que a medida que se aumentaba la concentracion de extracto de flor
de cempasuchil a 0.5%, sé favorecid la reduccion en los indices de calidad (indice de
peroxidos, acidez y de Kreis) mostrando ser eficientes. Los resultados obtenidos se
compararon de acuerdo a lo que establece la normatividad Codex Alimentarius (2001),
encontrando que podria ser una posible alternativa en el control de la oxidacion lipidica en

los aceites vegetales.
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1. INTRODUCCION

La flor de cempasuchil es una flor tipica de México perteneciente a la familia de las
Asteracea, caracteristica por su color y aroma, el principal uso que se le da a nivel nacional
es ornamental, puesto que es el adorno mas popular en las tumbas y ofrendas de Dia de
Muertos, celebrados durante los dias 1 y 2 de noviembre, por lo que la produccion asciende
a 17 mil 163 toneladas de flor con un valor comercial superior a los 89.7 millones de pesos
anuales (SAGARPA, 2015); una vez pasada las festividades, la flor es desechada sin
importar las propiedades fitoquimicas que contiene, sin embargo, diversos estudios han
demostrado que es una flor rica y pura en xantofilas (Tsao et al., 2004; Sowbhagya et al.,
2013). El carotenoide principal encontrado en los pétalos es trans luteina (C49 Hss O3)
(Goémez 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
Quercitina, Mirecitina, Apigenina, Kaempferol (Faizi y Naz, 2004) en mayor proporcion,
asi mismo, los acidos fenodlicos detectados en el extracto etanodlico, fueron los acidos
sinapico, cimarico, clorogénico, principalmente, aunque se han detectado 7 compuestos
mas, si bien en menor proporcion (Kaisoon et al., 2012). Muchos de estos compuestos
tienen la capacidad de donar electrones, retrasando mecanismos como lo es la auto-
oxidacion en lipidos, mediante la inhibicion de la formacion de radicales libres o mediante
la interrupcion de la propagacion del radical en uno (o mas) de varios mecanismos (Nawar,

1996).

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 por ser ricos en acidos
grasos poli insaturados son susceptibles a sufrir 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), de acuerdo a diversos estudios, se ha encontrado que el aceite de semilla
verde de calabaza presenta una composicion rica en acidos grasos insaturados,
destacandose el linoleico (43-56 %) y el oleico (24-38 %), tocoferoles beta y gamma
(vitamina E) y carotenoides (Younis et al., 2000), no obstante al sufrir oxidacion lipidica
da lugar a la generacion de compuestos altamente toxicos, provoca sabores y aromas

desagradables, causando una disminucion del tiempo de vida util, y por supuesto la pérdida




1. INTRODUCCION

de la calidad nutricional del alimento provocando dafios nocivos en la salud (Navas, 2010).
Ante dicha necesidad la Industria alimentaria ha implementado la adicion de antioxidantes
a fin de extender la vida comercial de los mismos (Guiotto et al., 2014; Bodoroina et al.,
2017) principalmente se basa en el uso de antioxidantes sintéticos, pues son relativamente
econdmicos y bastante eficientes. Sin embargo, dichos compuestos sintéticos han sido

juzgados en cuanto a sus efectos nocivos sobre la salud.

Debido a la exigencia que presenta el reemplazar productos quimicos por productos
naturales, y del mismo modo el aprovechamiento de residuos organicos, nace la
importancia del estudio y la evaluacion de los mismos; principalmente de los extractos
naturales, siendo una mezcla compleja en cuanto a los diferentes compuestos bioactivos
(antioxidantes en su mayoria) que presenta, haciéndolos valiosos aun mads para el mercado,
sin embargo, existen factores como su contenido y calidad para presentar efectividad

adecuada, comparada con los antioxidantes quimicos (Guiotto ef al., 2014).

Con base en lo anterior se propone entonces, extraer compuestos bioactivos a partir de la
flor de cempasuchil, mediante diferentes métodos de extraccion evaluando el contenido de
fenoles y flavonoides, asi como la capacidad antioxidante, empleando los extractos como
antioxidantes para evitar de esta manera la oxidacion lipidica en el aceite de semilla de

pepita verde de calabaza.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Generalidades de la flor de cempasuchil

2.1.1. Origen v distribucion

Conocida como clavelo, copetuda, tlapayola, flor azteca, clavel de la india, entre otros, el
nombre cientifico para la flor de cempasuchil es Tagefes erecta; en México, mejor
conocida como la flor de los muertos o cempaxuchitl, proveniente del nahuatl que significa
“flor de veinte pétalos”. Es nativa de Centro América-México y Guatemala. En México se
encuentra en estado silvestre en los estados de San Luis Potosi, Chiapas, México, Puebla,
Sinaloa, Tlaxcala y Veracruz principalmente. Es cultivada para fines mercantiles
(colorantes) en América Latina, Africa en menor escala, Zambia y Sudafrica, en los

tropicos y subtropicales es ampliamente cultivada para fines ornamentales (Tim, 2012).

2.1.2. Agroecologia, descripcién botanica y taxonomia
e Agroecologia

Se encuentra en estado silvestre en zona boscosa de pino-roble de México en climas
calidos y de baja humedad. En los tropicos, crece bien hasta 2.000 m de altitud como en los
Andes. Se desarrolla mejor en lugares soleados, en suelos arcillosos y arcillosos bien

drenados de pH variable (Tim, 2012).

e Boténica
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. 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 (Figura 1).

Figura 1. Flor de cempastichil Figura 2. Morfologia de la flor de cempastichil
Fuente: Hernandez (2017) Fuente: Hernandez (2017)
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Inflorescencia: Presenta un capitulo terminal solitario sobre el pedinculo (3-12 cm de
largo) provistos de bracteas; flores liguladas generalmente presentes (200 hasta 400
pétalos), sus corolas en tipos silvestres, presentan coloraciéon amarillo, amarillo limon,

naranja a rojo marrén oscuro, (Figura 1 y 2) (Tim, 2012).

e Taxonomia
A continuacion en la Tabla 1 se muestra la clasificacion Taxonomica de la flor de
cempasuchil.

Tabla 1. Taxonomia de la flor de cempasuchil

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Familia Asteraceae
Tribu Tageteae
Genero Tagetes
Especie Erecta
Nombre cientifico Tagetes erecta L.

Fuente: Rzedowski (2001)

2.1.3. Importancia cultural v economica en México

Originaria de México, la flor de cempasuchil (7Tagetes erecta) es junto al pan de muerto y
las calaveritas de azucar uno de los elementos mas tradicionales dentro de la festividad
mexicana del Dia de Muertos, en la cual se utiliza para adornar los altares dedicados a los
fieles difuntos. Dicha costumbre se origina en el México prehispénico con el culto a los
difuntos y mas especificamente con los rituales mortuorios destinados a encaminar el
"alma" del occiso hacia el espacio-tiempo de la muerte que le correspondia, a asumir
culturalmente la degradacion organica del cadaver, y a disminuir catarticamente el dolor de
los vivos. La relacion siembra/cosecha remite quizas a la relacion fecundacion/muerte, con

una muerte previa del grano en la tierra que antecede el nacimiento de la flor (Giunte,
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1979). Convirtiéndose desde entonces en una tradicidon mexicana y reconocida a nivel

internacional.

2.1.3.1. Principales estados productores a nivel nacional

De acuerdo con estadisticas revisadas del Servicio de Informacién Agroalimentaria y
Pesquera, se producen alrededor de 17 mil 163 toneladas de flor anuales, 415 mil 462 de
manojos y mas de dos millones de plantas, en una superficie de 1,450 hectareas, alrededor
del pais. Lo anterior, con un valor comercial superior a los 89.7 millones de pesos, en
beneficio de la floricultura mexicana; de esta suma, 32 millones de pesos correspondientes
a las toneladas producidas. Si la distribucion no es abundante, el precio puede llegar hasta
los 60 pesos por manojo, en tanto que si la oferta es grande la cotizacién puede caer hasta
los 25 pesos. Por tratarse de un cultivo con fines industriales y de ornato, éste se divide en
produccion por planta y manojo (para ornato) y en toneladas para fines industriales,
principalmente. Las principales entidades productoras se muestran en la Figura 3

(SAGARPA, 2015).
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Figura 3. Principales Estados productores de flor de cempasuchil
Fuente: SAGARPA (2015)

Dentro de las flores de ornato, el Cempastchil ocupa el cuarto lugar en superficie

sembrada, le antecede la gladiola, el crisantemo y la palma a nivel nacional. Generalmente
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se cultiva a cielo abierto y en macetas de plastico, se les riega con agua de los canales por
medio de motobombas, su cultivo se realiza solo una vez en el afo y se vende

principalmente para esta celebracion (SAGARPA, 2015).

2.1.4. Empleo en diferentes sectores

En México, el principal uso que se le da a la flor de cempastchil es ornamental, puesto que
es el adorno mas popular en las tumbas y ofrendas de Dia de Muertos. Sin embargo, y de
acuerdo con la Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, la flor de
cempasuchil ha sido empleada en padecimientos digestivos (como el dolor de estomago,
empacho, diarrea, colicos e indigestion y para eliminar pardsitos intestinales); para
afecciones respiratorias (como el catarro, la gripa y el mormado); en afecciones de la piel
(como salpullidos, llagas y verrugas); en problemas ginecobstétricos (inflamacion del
vientre, colicos menstruales); en alteraciones nerviosas (como el insomnio, nervios, la
epilepsia) y en enfermedades culturales (como el espanto, el mal aire y el susto). En el
ambito agricola, la flor de cempasuchil se reconoce como una planta antagonista, debido a
sus propiedades, ya que al rotar e incorporar residuos de cempasuchil o al asociarlo con

cultivos de chile y jitomate, se reducen especies de nematodos y fitoparasitos (SA, 2009).

A nivel industrial, se destaca por la obtencion de colorantes, a partir de los carotenos
presentes en las flores, se utiliza principalmente como pigmento para la piel de aves y

huevos (Del Villar et al., 2010).

En productos horneados y mezclas de hornear (cereales y barras energéticas, galletas y
panes crujientes), bebidas y bases de bebidas (agua embotellada, bebidas carbonatadas),
goma de mascar, analogos de productos lacteos (leches de imitacion, leche de soja),
ovoproductos (liquidos, congelados o secos), grasas y aceites (pastas alimenticias de
margarina, mantequilla, queso, aderezos para ensaladas), postres y mezclas de lacteos
congelados (yogur congelado), productos lacteos (leche seca, bebidas fermentadas, leche
aromatizada y bebidas lacteas, reemplazos a base de leche, yogur), frutas procesadas y
jugos de frutas (bebidas isotonicas, jugos de frutas, néctares, jugo de verduras), dulces

blandos (caramelos masticables y de turrén) (Green 1995; Cantrill 2004).
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En el mundo de la gastronomia, se emplea para hacer guisos como crema de flor de
cempasuchil, pollo en salsa de cempasuchil y hasta postres, como helado de cempasuchil

(Cantrill, 2004).

2.1.5. Principales compuestos quimicos

La flor de cempastchil es una planta rica en compuestos fitoquimicos entre ellos se

encuentran:

e Acidos grasos

Los 4cidos grasos dominantes presentes en flor es el acido linoleico (> 26,41%), el 4cido
palmitico (> 24,22%) y el 4cido oleico (> 20,12%). Los ésteres de luteina, a-tocoferol, -
tocoferol, y-tocoferol y d-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 (Tsao et al.,
2004, Sowbhagya et al., 2013). El carotenoide principal encontrado en pétalos de Tagetes
erecta es trans luteina (C49 Hsg O2), que se produce en forma libre o esterificado a uno o
dos acidos grasos (Gomez et al., 1978). Se informd que el 95% de la luteina presente en los
flujos esta en forma de ésteres de palmitato de luteina como pigmento principal (Gau ef al.,
1983). Los carotenoides totales en flor fresca es 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 4.397mg/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 el linalol (22,5%), 2-hexil-I-decanol (18,3%),
piperitona (13,4%), terpinil acetato (7,8%) y cariofileno (6,6%) como componentes

principales (Martinez et al., 2009).
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e Acidos fendlicos

Los 4cidos fenolicos detectados en el extracto etandlico de la flor de cempasuchil en

mg/100g, se observan en la Figura 4 resultando un total de 942.25mg/g.

Ac. Sinépico

Ac. fertlico

p - 4cido cumarico,
Ac. Siringico

I Ac. Cafetinico

Ac. Vanilico

Tipo de Fenoles

u Ac. Clorogénico

Ac. p - hidroxibenzoico

0 100 200 300 400 500 600
mg/100 mg peso seco

Ac. Protocatecutico
Ac. Galico

Figura 4. Fenoles encontrados en la flor de cempasuchil
Fuente: Kaisoon (2012)

e Flavonoides

Los compuestos flavonoides que se encuentran en los extractos de las flores (mg/100g peso

seco) se muestran en la Figura 5, reportando un total de 165.3 mg.

5% Rutina
51% Miricetina
24% Quercitina
Apigenina
8% Kaempferol
12%

Figura 5. Compuestos flavonoides identificados en el extracto de la flor de cempastichil
Fuente: Faizi y Naz (2004)
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2.2. Compuestos fenolicos

2.2.1. Generalidades de los polifenoles

Los compuestos fenolicos 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,

encontrandose mas de 8000 compuestos fenolicos ya identificados (Nazk y Shahidi 2004).

Los polifenoles se clasifican por las clases y subclases que existen, quimicamente se
definen en funciéon del numero de anillos fendlicos que poseen y de los elementos
estructurales que presentan estos anillos, originando una de las clases més importantes de
metabolitos secundarios en plantas, en su mayoria derivados de la fenilalanina y en menor
cantidad de la tirosina (Lopez, 2008). Los principales grupos de polifenoles se muestran a

continuacion en la Figura 6.

Acidos fendlicos

» Acido hidroxi-benzoico
*acido hidroxi-cindmico

*Flavonoles
*Flavonas
*Flavanoles
*Flavanonas
*isoflavonoides
e Antocianinas

Figura 6. Clasificacion de los compuestos polifendlicos en la dieta
Fuente: Lépez (2008)

De forma general los polifenoles se clasifican en acidos fenolicos que a su vez son
derivados del 4cido hidroxi-benzoico, entre ellos se encuentran el &cido para-
hidroxibenzdico, acido protocatético, acido vanilico, acido galico, &cido siringico, acido

hidroxi-cinamico, &c. ferrilico, 4c. cumarico, 4c. sinapico y caféico considerados como

10



2. ANTECEDENTES

antioxidantes primarios, pues al contener hidrogenos fenolicos hacen que tengan caracter
acido, lo que los hace que sean aceptores de radicales libres, y de acuerdo al pH en que se
encuentran pueden actuar como agentes quelantes de metales ya sea manteniendo o
incrementando su actividad catalitica o reduciéndolos, se basan en las propiedades redox,
absorcion y neutralizacion de radicales, debido a la capacidad para donar sus atomos de
hidrégeno transformando al radical libre en un radical debil no téxico (Posada et al., 2003).
Los acidos cindmicos, son mas activos que los benzoicos respectivos; debido al grupo
C=C, puesto que aumenta la conjugacion del radical fenoxilo (Pokorny, 2006; y Marinova,
2008). Aunque la presencia de mas de 3 grupos hidroxilos sobre un nucleo aromatico, no
garantiza ni mejora la eficiencia antioxidante, puesto que siguen siendo inestables con

respecto a otros compuestos como lo son los flavonoides (Cuvelier et al., 2002).

Por su parte los flavonoides, nombre que deriva del latin “flavus”, cuyo significado es
“amarillo”, constituyen la subclase de polifenoles méas abundante dentro del reino vegetal,
son compuestos de bajo peso molecular que comparten un esqueleto comun difenilpirano
(C6 -C3 -C6’), compuesto por dos anillos fenilo (A y B) ligados a través de un anillo C de

pirano heterociclico como se muestra en la Figura 7A (Hassing, 2008).

Figura 7. Estructuras principales de los flavonoides
Fuente: Hassing (2008)
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En funcién de sus caracteristicas estructurales los flavonoides se pueden clasificar en cinco
principales grupos, la diferencia entre ellos radica principalmente en el grupo —OH y en el

grado de saturacion que presenta el anillo C como se mostrd en la Figura 7.

1. Las isoflavonas, representados por la Genisteina que tiene dos grupos -OH
unidos en la posicion 1 y 3 del anillo C. Ver Figura 7B

2. Los flavanos, como la catequina, con un grupo -OH en posicion 3 del anillo C.
Ver Figura 7C

3. Los flavanoles, representados por la quercetina, que posee un grupo carbonilo en
posicion 4 y un grupo -OH en posicion 3 del anillo C. Ver Figura 7D

4. Las flavonas, como la diosmetina, que poseen un grupo carbonilo en posicion 4
del anillo C y carecen del grupo hidroxilo en posicion C3. Ver Figura 7E

5. Las antocianidinas, que tienen unido el grupo -OH en posicion 3, pero ademas
poseen un doble enlace entre los carbonos 3 y 4 del anillo C. Ver Figura 7F

(Hassing, 2008).

De acuerdo a la estructura quimica que presentan los flavonoides hacen que tengan un
amplio rango de efectos biologicos y antioxidantes, incluido el antibacterial, antiviral,
antiinflamatorio, antialérgico, etc. (Heim et al., 2002), este efecto estd determinado por la
estructura que presentan pues contienen un numero variable de grupos hidro-fendlicos, que
son quelantes del hierro y otros metales de transicion e incluso presentan una gran
capacidad antioxidante que depende de las propiedades redox de sus grupos
hidroxifendlicos y de la accidn inhibitoria de radicales hidroxilo y superéxido, altamente

reactivos como lo son en la cadena de peroxidacion lipidica (Formica y Regelson, 1995).

Tres son las caracteristicas estructurales importantes para su funcion: (1) La presencia de
grupos hidroxilo en posicion o-dihidroxi en el anillo B, que confiere una mayor estabilidad
a la forma radical y participa en la deslocalizacion de los electrones, (2) la presencia de un
doble enlace en la posicion 2,3 en el anillo C y (3) la presencia de un grupo 4-carbonilo en

el anillo C, posicion 3,5; que son necesarios para ejercer el maximo potencial antioxidante

12
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(Heim et al., 2002; Bors et al., 1990), también dependera de la interaccion que exista entre

ellos, por lo que puede provocar sinergismo o bien antagonismo (Bocco ef al., 1998).

La quercetina y la catequina son los flavonoides que presentan una mayor actividad
antioxidante, debido a sus propiedades estructurales, sin embargo el flavonoide quercitina
es el que mejor retune los requisitos para ejercer una efectiva funcion antioxidante, pues su
actividad medida como Trolox es de 4,7 mM, lo que resulta 5 veces mayor al demostrado
por las vitaminas E y C (Merck, 2000), seguido por el kaempferol y la mirecitina
(Charalambous y Bruckner, 2002). Dicha estructura hace que ejerzan una accidén
inhibitoria contra los radicales hidréxilo y superéxido, que son los principales inductores

de la peroxidacion de lipidos (Formica y Regelson, 1995).

Lo anterior ha generado el interés de estudiar y cuantificar los compuestos polifendlicos,
por lo que la extraccion por diferentes métodos que permitan la mayor productividad ha
cobrado gran importancia en diferentes sectores de la industria tales como la alimenticia

(Palma y Barroso, 2001).

2.2.2. Métodos de extraccion

La extraccién de compuestos polifenodlicos a partir de diferentes fuentes naturales es una
operacion comun en la industria alimenticia, llevada a cabo por diferentes métodos tales
como: la extracciébn con solventes, destilacion a vapor, maceracion, por microondas,
ultrasonido, etc., siento estos principalmente los mas utilizados. Dependiendo del método a

emplear, seran los rendimientos a obtener (Rodriguez-Riera, 2014).

e Maceracién
La maceracién es un proceso de extraccion solido-liquido, donde la materia prima posee
una serie de compuestos solubles en el liquido de extraccion que son los que se pretende
extraer. Dicho proceso genera dos productos que pueden ser empleados dependiendo de las
necesidades de uso, el solido ausente de esencias o el propio extracto (Fernoli, 1975).
Existen dos métodos de maceracion de acuerdo a la temperatura en la que se lleva acabo

como se muestra a continuacion en la Tabla 2.

13
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Tabla 2. Tipos de maceracidn con respecto a la temperatura

Maceracion con calor

Maceracion en frio

Consiste en el contacto entre las fases el
producto a macerar y el solvente; con la
diferencia de las variaciones en la temperatura
que va desde 30 a 70°C. El tiempo que se desea
macerar varia con respecto a la maceraciéon con
frio ya que al elevar la temperatura se acelera el
proceso de extraccion. Sin embargo presenta
desventajas  tales puesto que algunos
compuestos son termolabiles y son afectados
significativamente por condiciones bruscas de

temperaturas.

Consiste en sumergir el producto a macerar en
un recipiente con suficiente solvente para cubrir
totalmente el material a una temperatura menor
a los 10°C. Esto se lleva a cabo por lapsos
largos de tiempo dependiendo del material a
macerar, presentando como ventaja principal la
reduccidén en los requerimientos minimos de
energia, sin embargo el tiempo es prologando
con respecto al de maceracion con calor.

Fuente: Fernoli (2015)

e Extraccidn asistida por ultrasonido (UAE)

La extraccion asistida por ultrasonido utiliza sonido de alta frecuencias, con el fin de

desprender el compuesto buscado del material vegetal. Las particulas solidas y liquidas

vibran y se aceleran ante la accion ultrasénica, como resultado el soluto pasa rapidamente

de la fase solida al solvente como se observa en la Figura 8 (Gao y Liu, 2005). De acuerdo

a algunos autores esta técnica es mas econdomica y tienen los requerimientos instrumentales

mas bajos entre las tltimas técnicas de extraccion desarrolladas (Rostagno et al., 2003).

Figura 8. Fendmeno de cavitacion en la extraccidn asistida por ultrasonido (UAE)
Fuente: Xinfeng Cheng (2015)
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La UAE a diferencia de la extracciéon por maceracion, acelera la transferencia de calor y
masa haciendo que haya una reduccion en el tiempo considerable, debido al fenomeno de
cavitacion 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 de forma considerable,
dichas ondas de ultrasonido después de la interacciébn con el material alteran Ias
propiedades fisicas y quimicas de este, asi mismo el efecto cavitacional facilita la
liberacion de compuestos extraibles deseables, y de esta manera mejora el transporte de

masa mediante la ruptura de las paredes celulares (Chemat et al., 2011).

2.2.3. Aplicacion de compuestos fendlicos como antioxidantes

En los ultimos afos se ha demostrado que una dieta rica en polifenoles vegetales puede
mejorar la salud y disminuir la incidencia de enfermedades cardiovasculares y
degenerativas (Schroeter ef al., 2006), ademds de retardar el proceso de oxidacion lipidica
en alimentos ricos en grasas extendiendo el periodo de auto-oxidacion; y por lo tanto, su

vida util, debido a las caracteristicas que presentan (Perez-Vizcaino et al., 2009).

Dentro de los alimentos funcionales, un sector importante corresponde a los que utilizan
compuestos fenodlicos, como aditivos con funcion antioxidante (European Comission,
2010). Es decir, compuestos capaces de prevenir o retardar la oxidacion de otra u otras
moléculas, usualmente de sustratos de origen biologico como los acidos nucleidos o lipidos

(OMCE, 2011).

Existen varios estudios que han demostrado el efecto antioxidante de los flavonoides en
diferentes materias grasas, tales como: aceite de palma (Pereira y Das, 1990), aceite de
canola (Su et al., 2004; Wanasundara y Shahidi, 1994), aceite de linaza (Russin et al.,
2006), aceite de algodon (Tsimogiannis y Oreopoulou, 2007), aceite de maiz (Naz et al.,
2008), grasas animales (Antoshina ef al., 2005) y aceites marinos (Huber et al., 2009),
entre otros. Los estudios se resumen en la Tabla 3, encontrando una actividad antioxidante
alta, moderada y baja para un mismo flavonoide. En la mayoria de los estudios, los

flavonoides se incorporaron directamente en el aceite, algunos factores como la estructura
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y concentracion del flavonoide, insaturaciéon de los acidos grasos de la matriz lipidica,
temperatura y el método para determinar la oxidacidon de la materia grasa influyen sobre
los resultados obtenidos ademas de que la capacidad antioxidante de un alimento

dependera de la naturaleza y concentracion de los compuestos antioxidantes (Echevarria,

2009).

Tabla 3. Efecto de la adicién de poli fenoles en la oxidacién de diferentes aceites

Tipo de Matriz Compuesto polifendlico ant]izoi::;:nle Referencia

* Quercetina (Q)
Aceite depescado | » Quercetina-3-O-glicésido (Q-G) Alto Q-G=Q Huber et al., (2009)
01,05v1mM
» Pelargonidina (P)
» Cianidina (C)
. ) ] Alto
A ceite de maiz * Quercetina (Q) GA>Q>M>C > Naz et al., { 2008)

® Miricetina (M)
» Acido glico (GC).
(10° M) Apigenina, Luteolina,

Aceite de girasol L . Pro-oxidante Skerget et al, (2003)
Kempferol, Miricetina v Quercetina

(0,5 mM) Catequina, epicatequina v Alta
A ceite de canola . Su et al., (2004)
Teaflavinas Moderada

Quercetina, fisetina

. . L Alto Tsimogiannis v
Aceite de algod6én | Catequina luteolina. taxifolina.
Moderado Oreopoulou, (2007)
eriodictiol
(30 pm) Miricetina=morina=kaempf
Aceite depalma | erol> quercetina
Alra Pereira v Das, (1990)

Morina=kaempferol=miricetina>=

quercetina

Los aceites vegetales constituyen un componente basico en algunos alimentos ya que son
fuente de energia y 4cidos grasos altamente insaturados (PUFA) ademas de ofrecer
diversos beneficios a favor de la salud (Gogus y Smith, 2010), un ejemplo de aceite de
origen vegetal es el de semilla verde de calabaza el alto nivel de insaturaciones que
presentan los acidos grasos que conforman su composicion, lo hacen particularmente

susceptible a la oxidacion, dando cambios significativos a la calidad y por ende a la
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reduccioén de la nutricion del alimento, de acuerdo a ello en los Gltimos afios se ha dedicado
una atencion especial al implemento de antioxidantes naturales de estos compuestos

fenolicos que permitan un control mas efectivo en el proceso de oxidacion (Navas, 2010).

2.3. Aceite de semilla de pepita verde de calabaza (Cucurbita pepo L).

De acuerdo a la norma del CODEX para aceites vegetales especificados (CODEX STAN
210-1999) los aceites vegetales comestibles son productos alimenticios constituidos
principalmente por glicéridos de 4cidos grasos obtenidos unicamente de fuentes vegetales.
Podran contener pequefias cantidades de otros lipidos, tales como fosfatidos, de
constituyentes insaponificables y de 4cidos grasos libres naturalmente presentes en la grasa

o el aceite.

2.3.1. Generalidades del aceite de pepita verde de semilla de calabaza

Desde la antigiiedad, los aceites de origen vegetal son consumidos por los seres humanos
con fines muy diversos, que van desde la cosmetologia hasta la alimentacion, actualmente
los aceites vegetales han cobrado gran importancia, debido a los requerimientos
alimentarios con respecto a la nutricion, de acuerdo a diferentes estudios la semilla de
calabaza ayudan a mantener niveles Optimos de triacilglicéridos y colesterol manteniendo
un mejor balance en la salud (Juarez et al., 2016), debido a que es un alimento rico en
nutrientes principalmente proteinas y acidos grasos poliinsaturados del 35 al 54%,
fundamentalmente compuestos por acido linoleico (43-56%), oleico (24-38%), estearico y
palmitico, fitosteroles, ademds de contener tocoferoles beta y gamma (vitamina E) y
carotenoides: luteolina y beta-caroteno (Younis et al., 2000), por lo que ha sido utilizado
ampliamente en el tratamiento de la hiperplasia benigna de prostata (HPB) por sus

propiedades antiandrogénicas, antiinflamatorias y diuréticas reportadas (Menéndez, 2006).

En investigaciones recientes Judrez et al., (2016) encontraron que los principales 4cidos
grasos contenidos en el aceite de semilla verde de calabaza extraida por UAE fueron los
siguientes: miristico (17.13%), palmitico (24.1%), estearico (34.84%) y el acido oleico
(23.89%); a su vez son similares al trabajo reportado por El-Adaway y Taha (2001) que
fue de acido palmitico (4 a 14%), esteérico (5 a 6%), oleico (21 a 47%) y linoleico (35 a
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59%), la diferencia entre las concentraciones es atribuida a diversos factores tales como: la
variedad, suelo, clima, origen, entre otros. En cuanto a la estabilidad oxidativa, se han
reportado valores de aceites extraidos por UAE se encuentran dentro del intervalo
permitido con un valor de 20 meq O,/g, Hernandez (2007) indica el indice de peroxidos del
aceite de calabaza siendo de 2.76 meq O,/g de aceite, cantidad similar que indico la
muestra de 2.584+0.03. meq O,/g. El porcentaje de acidos grasos libres de los aceites
fueron similares comparados con lo reportado por Hernandez (2007) donde indicd que
contiene 2.55% de 4cido oleico mientas que la muestra resulté ser de 2.74-2.92% (Juérez et

al., 2016).

2.3.2. Proceso de obtencion

La extraccion de aceite puede realizarse por diferentes métodos prensado y extraccion con
solventes son los mas usuales (Peredo, 2009). A continuacion en la Figura 9 se puede

observar los métodos mas usuales en la industria alimenticia.

Métodos de
extraccion
Extraccion Extraccion con
mecanica solventes
Expresiones . . .
. Discontinua Continua
Incisiones
Maceracion, digestion, Decoccion Soxleth, Percolacion y
e Infusion UAE

Figura 9. Métodos de extraccion para la obtencion de aceite vegetal
Fuente: Peredo (2009)
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2.3.3. Principales cambios quimicos durante el almacenamiento de los aceites.

2.3.3.1. 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 fenomeno se debe a que el enlace éster de los triacilglicéridos es
susceptible a la hidrolisis quimica y enzimatica, y que los acidos grasos insaturados son

sensibles a las reacciones de oxidacion (Navas, 2010).

2.3.3.2. 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 Lipolisis o rancidez hidrolitica

Se debe basicamente a la accion de lipasas que liberan 4cidos grasos de los

triacilglicéridos.

e Autoxidacidn 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 oxidacién 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
sintetizados se encuentran algunos de bajo peso molecular, que le 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 estos son de naturaleza lipidica formada por wuna 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

(Figura 10a) (FAO, 2010).
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ESTRUCTURA DE UN ACIDO GRASO 0
H3C/\/\N\/\m OH
Cadena hidrocarbonada Grupo Carboxilo
Cola apolar (hidrofébica) Cabeza polar (hidrdfila)

Figura 10a. Estructura general de un acido graso
Fuente: (Gogus y Smith, 2010)

Por su parte los acidos grasos poli-insaturados (PUFAs) como lo es el acido a-linolénico
que pertenece a la familia ®-3 de acidos grasos esenciales, son acidos grasos que poseen
mas de un doble enlace entre sus carbonos (Figura 10b) que ofrecen importantes
beneficios para la salud y nutricion, como la proteccion contra enfermedades
cardiovasculares, prevencion de artritis, cancer, enfermedades coronarias, diabetes, entre

otros (Gogus y Smith, 2010). Sin embargo difieren segun el grado de insaturacion (Figura

10c).

Figura 10b. Estructura de un acido graso poli-insaturado
Fuente: (Gogus y Smith, 2010)

Sin embargo la presencia de PUFAs en los alimentos determina en gran medida la
estabilidad oxidativa del aceite. Debido a que son mds susceptibles a la peroxidacion
debido a que sus hidrogenos bis-alilicos son facilmente “extraibles” (E°= +600 mV)

comparados con los hidrégenos alifaticos (E°= +1900 mV). De esta manera, cualquier
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especie oxidante cuyo potencial de reduccidon se encuentra por encima del de los PUFA-H
puede dar inicio a la oxidacién (Gogus y Smith, 2010).
Una vez iniciado el proceso, éste prosigue como una reaccioén en cadena, involucrando las

etapas de propagacion, ramificacion y terminacion (Gutteridge, 1995)

Grado de
Insaturacion

I
| |
Saturados (SFA) Insaturados

no poseen dobles  Poseen uno o mas
enlaces dobles enlaces

Trans Cis

Polinsaturados (PUFA) Monoinsaturados
Poseen dos o0 mas de un (MUFA)
doble enlace Poseen un doble enlace
®-3 ®»-9
acido linolénico acido oleico
-6

acido linoleico

Figura 10c. Clasificacién de acidos grasos de acuerdo al grado de insaturaciones
Fuente: FAO (2010)

2.3.3.3. Mecanismo de auto-oxidacion

El mecanismo se ocasiona por la produccion de radicales libres (¢) los cuales son 4&tomos o
moléculas que contienen uno o mas electrones desapareados, son generalmente mas
reactivos que los no-radicales debido a este electron. La molécula de oxigeno (O,) califica
como un radical libre porque contiene dos electrones desapareados, pero no es

particularmente reactiva debido a una distribucion electronica especial (Berbel, 2010). El
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mecanismo de auto-oxidacion se identifica por tres etapas: iniciacién, propagacion y

terminacion como se muestra en la Figura 11.

En el inicio, un 4&tomo de hidrogeno (He) es abstraido de un 4cido graso insaturado (R: H)

formando un radical alquilo (Re).

R R
H,O
/ + "OH —L- i Lipido radical
H . .
Iniciacion
Lipido insaturado 0,
Propagacion
v v + W
OOH H oo*®
Lipido perdxido Lipido peroxil radical

Figura 11. Mecanismo de auto-oxidacion lipidica
Fuente: Berbel (2010)

La generacion de este radical lipidico es termodindmicamente desfavorable y se inicia por
. P . . , . 1
la presencia de un iniciador como los radicales libres, el oxigeno singlete ('O;) o

pigmentos que actuan como foto sensibilizadores (Ec. 1).

Con el fin de estabilizar, el radical alquilo (Re), por lo general se somete a un cambio en la

posicion del doble enlace (cis a trans) y la produccion de un sistema disefio conjugado.

(Ec.1) R: H+ O: O + Iniciador — Re+ HOO-

El Re puede reaccionar con O, para formar el radical peroxilo (ROO¢) de gran energia, el

que puede entonces abstraer un (He) de otro 4cido graso insaturado para formar un
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hidroperéxido (ROOH) y un nuevo radical (Re) (Ec. 2 y 3). Este proceso se propaga

entonces a otro acido graso (Srinivasan et al., 2008).

(Ec.2) R+ + O: O— ROO-
(Ec.3) ROO- + R: H— ROOH + Re

El hidroperoxido forma los radicales alcoxi (RO¢) e hidroxilo (HO*) que pueden abstraer
He de los acidos grasos insaturados o reaccionar con sistemas conjugados continuando la

reaccion en cadena descrito en la ecuacion 4 y 5 (Decker, 2002; Srinivasan et al., 2008).

(Ec.4) RO: OH— RO* + HO»
(Ec.5) R: R + HO*— R: R-O¢

Finalmente, las reacciones 6, 7 y 8 indican la terminacion de la reaccion, cuando 2 especies

de radicales se combinan para formar una especie no radical (ROOR).

(Ec.6) R+ + R*—R: R
(Ec.7) R+ + ROO*— ROOR
(Ec.8) ROO- + ROO*— ROOR +0,

Durante la etapa de propagacion de la oxidacion se generan hidroperoxidos, que por ser
muy reactivos, propician otras transformaciones, como su ruptura y la consecuente
produccion de nuevos radicales, que alimentan la reaccion. Estos mecanismos forman
compuestos como hexanal, heptanal, octanal, nonanal, undecanal, 2-nonenal, 2-decenal, 2-
undecenal, 3-hexenal, 4-decenal, 2,3-nonadienal, 2,4- decadienal, 1-buten-3-ona, y muchos
otros que son los responsables de los olores tipicos de las grasas que han sufrido la

reaccion de auto-oxidacion (Mercedes et al., 2009).
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2.3.3.4. Factores que inciden en la autoxidacion

e Temperatura:

Cuando se superan los 60 °C. La velocidad de autoxidacion se duplica por cada 15 °C de
aumento. Se debe aclarar que la refrigeracion y aun la congelaciéon no necesariamente
inhiben la autoxidacidn, 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 autoxidacion aun cuando se encuentren en
concentraciones menores que 1 ppm, por lo que es muy importante evitar todo contacto
con recipientes o equipo elaborado con estos metales. El cobre tiene més 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 autoxidacion.

e Actividad acuosa:

Se considera que con valores de actividad acuosa cercanos a 0,4 se forma una capa
monomolecular que actia como filtro y no deja pasar oxigeno hacia las partes internas
donde estan los lipidos; si la actividad acuosa es menor, se pierde dicha capa protectora y
la oxidacidn se acelera; cuando 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 aumento de
volumen causado por la hidratacion. A valores mayores de 0.8 la oxidacion se inhibe por
efecto de la hidratacion y dilucion de los metales o bien, por la precipitacion como

hidréxidos (Mercedes et al., 2009).
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2.3.4. Antioxidante

En los ultimos afios se ha implementado la adiciéon de antioxidantes a fin de extender la
vida util de los mismos (Guiotto et al., 2014; Bodoroina et al., 2017), debido a que son
compuestos o sistemas (A:H) que retrasan la auto-oxidacion mediante la inhibicion de la
formacion de radicales libres o mediante la interrupcion de la propagacion del radical libre
en uno (o mas) de varios mecanismos como por ejemplo: el barrido de las especies que
inician la peroxidacidn, la inhibicién de iones quelantes metalicos que no son capaces de
generar especies reactivas o descomponer los peréxidos lipidicos, el bloqueo del <O, para
prevenir la formacion de peroxidos, la ruptura de la reaccion en cadena de la auto-

oxidacion y/o la reduccion de las concentraciones de O, localizadas (Nawar, 1996).

2.3.4.1 Mecanismo de accion

La ecuacion 9 y 10 describen la donacidon de atomos de hidrogeno (He) del antioxidante a
los radicales libres formando un compuesto peroxi-antioxidante (ROOA) que es estable e
inocuo (Brewer, 2011).
(Ec.9) ROO+ + AH — ROOH + A-
(Ec.10) ROO* + A* — ROOA.

A continuacion en la Figura 12 se muestra el mecanismo de accion de un galato de 4cido

galico sobre los radicales libres del 4acido oleico (Badui, 2006).

Figura 12. Mecanismo de accion del acido galico sobre radical libre del acido oleico
Fuente: Badui (2006)
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2.3.4.2 Tipos de compuestos antioxidantes

Los antioxidantes empleados en la preservacion de alimentos pueden ser clasificados,

segun su origen, en dos tipos: naturales y sintéticos.

2.3.4.2.1. Sintéticos

Entre los antioxidantes sintéticos mas empleados por la industria de alimentos destacan:
butil-hidroxitolueno (BHT; E 321), butil-hidroxianisol (BHA; E 320), tert-butil-
hidroquinona (TBHQ), etoxiquina (EQ), galato de propilo (E 310) y quelantes de metales
como EDTA vy acido citricos, sus estructuras estan representadas en la Figura 13 (Shahidi y

Wanasundara, 1992).

Figura 13. Antioxidantes sintéticos mas usados en la industria alimenticia
Fuente: Shahidi y Wanasundara (1992)
El BHT y BHA son los antioxidantes fen6licos monovalentes mas comunes de origen
sintético, fuertemente solubles en grasas e insolubles en agua, el BHA se encuentra en el
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
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la concentracion maxima permitida de 200 ppm; en alimentos y aceites (Codex

alimentarius, 2001).

2.3.4.2.2. Naturales

Entre los antioxidantes naturales que mas se emplean como persevantes se encuentran: el
acido ascorbico, el alfa-tocoferol y diversos derivados del &cido 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 que sus limites maximos permitidos son
superiores al de los sintéticos, por ejemplo, la dosis normal de tocoferoles en aceites que

contienen 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 de chia en rancimat, entre ellos el extracto de romero a
concentracion de 250 ppm ejerce un FP de 1.60 y a 5000 ppm su factor de proteccion se
incrementa a 3.40; el té verde a las mismas concentraciones ejerce un FP de 1.2 y 2
respectivamente, también los tocoferoles a 250 ppm tienen un FP de 1.2 y a 1500 ppm su
FP de 2.1. Finalmente el palmitato de ascorbilo a 250 ppm tiene un FP de 1.1 y a 5000 ppm
un FP de 4.3; por lo tanto, la adicion de antioxidantes naturales aumenta el tiempo de

estabilidad, dependiendo de su tipo y concentracion (Ixtaina et al., 2012).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Extraer compuestos bioactivos a partir de la flor de cempastchil, mediante diferentes
métodos de extraccion evaluando el contenido de fenoles y flavonoides, asi como la
capacidad antioxidante, empleando los extractos como antioxidantes para evitar la

oxidacion lipidica en un aceite de semilla de pepita verde de calabaza.

3.2. Objetivos particulares

Objetivo particular 1

Caracterizacion de la flor de cempastchil a partir de sus propiedades fisicas (color) y
fitoquimicas (fenoles, flavonoides, y capacidad antioxidante) para evaluar su potencial

como aprovechamiento tecnoldgico como antioxidante.

Objetivo particular 2

Obtener el extracto etandlico a partir de la flor de cempasuchil mediante el método de
maceracion a tres diferentes temperaturas (10, 25 y 70°C) con tres tiempos de reposo (1, 3
y 6 h); empleando como solvente mezclas de etanol-agua (70-30%) que permita
seleccionar las condiciones que proporcione el mejor rendimiento en cuanto a la

concentracion de fenoles y flavonoides; asi como mayor actividad antioxidante.

Objetivo particular 3

Obtener el extracto etandlico a partir de la flor de cempasuchil mediante el método de
extraccion asistida por ultrasonido a dos temperaturas (25 y 70°C) con tres tiempos de
residencia (30, 60 y 90 min) empleando como solvente mezclas de etanol-agua (70-30%)
que permita determinar las condiciones que generen mayor rendimiento en la

concentracion de compuestos fenolicos, flavonoides y mayor actividad antioxidante.

Objetivo particular 4

Evaluar el efecto de la aplicacion de extracto natural de la flor de cempastchil (0.1, 0.3 y
0.5%), y un antioxidante sintético (200 ppm de BHT) en el control de la oxidacion lipidica
en aceite de semilla de pepita verde de calabaza, evaluando los pardmetros de calidad
(indice de acidez, indice de Kreis e indice de peroxido) para determinar la efectividad de

los extractos como antioxidantes.
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4. MATERIALES Y METODOS

OBJETIVO GENERAL

Extraer compuestos bioactivos a partir de la flor de cempasuchil, mediante diferentes métodos de extraccion evaluando el contenido de
fenoles y flavonoides, asi como la capacidad antioxidante, empleando los extractos como antioxidantes para evitar la oxidacion lipidica
en un aceite de semilla de pepita verde de calabaza

Objetivo
particular 1

Caracterizacion de la flor
de cempastchil a partir
de sus  propiedades
fisicas (color) y
fitoquimicas (fenoles,
flavonoides, y capacidad
antioxidante) para
evaluar su  potencial
como aprovechamiento
tecnologico como
antioxidante.

Objetivo
particular 2

Obtener el  extracto
etanodlico a partir de la
flor de cempasuchil
mediante el método de
maceracion a tres
diferentes temperaturas
(10, 25 y 70°C) con tres
tiempos de reposo (1, 3 y
6 h); empleando como
solvente mezclas de
etanol-agua (70-30%)
que permita seleccionar
las  condiciones que
muestren el mejor
rendimiento en cuanto a
la  concentracion  de
fenoles y flavonoides; asi
como mayor actividad
antioxidante.

Objetivo
particular 3

Obtener el  extracto
etandlico a partir de la
flor  de  cempasuchil
mediante el método de
extraccion asistida por
ultrasonido a dos
temperaturas (25 y 70°C)
con tres tiempos de
residencia (30, 60 y 90
min) empleando como
solvente  mezclas de
etanol-agua (70-30%) que
permitan determinar las
condiciones que generen
mayor rendimiento en la
concentracion de
compuestos fendlicos,
flavonoides 'y  mayor

f Objetivo

particular 4

Evaluar el efecto de la
aplicacion de extracto
natural de la flor de
cempasuchil (0.1, 0.3 y
0.5%), y un antioxidante
sintético (200 ppm de
BHT) en el control de la
oxidacién lipidica en
aceite de semilla de
pepita verde de calabaza,
evaluando los parametros
de calidad (indice de
acidez, indice de Kreis e
indice de perdxido) para
determinar la efectividad
de los extractos como
antioxidantes.

actividad antioxidante. J
| |

Actividades

Actividades
1) Acondicionamiento de la flor de cempasuchil 1) Acondicionamiento de la pepita verde de calabaza.
2) Obtencion del extracto por diferente método. 2) Extraccion del aceite de pepita verde de calabaza
e Maceracion T: 10,25y 70 °C; t: 1,3y 6 h,EUA por UAE.
T: 25y 70 °C; t: 30, 60 y 90 min 3) Evaluacion de parametros de calidad en el aceite
3) Evaluacion de fenoles (Folin Cilcateu), flavonoides y partir de la adicion de extracto natural de
capacidad antioxidante (Por ABTS*) cempasuchil asi como del sintético BHT.

Resultados

Analisis estadistico

Analisis y discusion

Conclusiones

Hil
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4.2. Material de estudio

La flor de cempasuchil que se empled es originaria del estado de Puebla y Estado de
México, la cual fue transportada al laboratorio de Pos-cosecha del Centro de Asimilacion
Tecnologica de la FESC-UNAM. Una vez obtenida se procedié a realizar su

acondicionamiento.

4.2.1. Acondicionamiento de la flor de cempasuchil

Fue necesario un tratamiento previo, para poder llevar a cabo la extraccion etanolica. Por

lo que se realiz6 el procedimiento que se observa en la Figura 14.

Flor de cempasichil Recepcién
|
Caracterizacion del color
|
I f A
Flor (t‘;“'?s’ pétalos, Seleccion de la parte aérea Tallos y hojas
0jas) de la flor -
rd \ J rd
|
T: 40 °C
Secado Humedad: 10%
|
Molienda
|
. Malla No. 40
Tamizado (0.419mm)
|
Almacenamiento T:25°C +2°C

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

El procedimiento se detalla a continuacion:

1) Recepcion:
La flor de cempasuchil se adquiri6 en forma de manojos en los mercados locales de

Cuautitlan Izcalli, como se observa en la Figura 15. Esta fue separada y clasificada de
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acuerdo al color que present6. Este procedimiento se realizdé de forma subjetiva, para

después caracterizar el color por medio de la instrumentacion adecuada.

Figura 15. Flor de cempasuchil adquirida
en forma de manojo

2) Caracterizacion de color:

Para obtener un rango en la tonalidad de la flor y evitar diferencias entre las mismas, se
procedio a caracterizar el color, haciendo uso del colorimetro, (MINOLTA modelo
CR300) utilizando el sistema Hunter Lab, y analizando los resultados por medio de un
analisis ANOVA, y pruebas Tukey y Duncan (p<0.05), de esta manera se selecciond el

rango en la tonalidad con la que se trabajo (Figura 16).

Figura 16. Colorimetro Minolta CR300

3) Seleccion de la parte aérea de la flor de cempasichil:

La flor de cempastchil se deshojoé de forma manual, para trabajar unicamente con los
pétalos de la flor, y el resto fue desechado, (Figura 17). A los pétalos se les midio la
humedad inicial, mediante termo balanza, asi como las propiedades fitoquimicas
(fenoles, flavonoides y capacidad antioxidante) por medio de las técnicas analiticas

que se encuentran en el apartado 4.5.
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Figura 17. Seleccion de la parte aérea de la flor de cempasuchil

4) Secado por estufa, molienda, tamizado y almacenamiento:

Los pétalos fueron pesados y colocados en charolas de forma uniforme, para someterse
a un secado por estufa durante 28h a 40°C, alcanzando una humedad final del 10+£2%,
se procedio a una molienda para disminuir el tamafo de particula haciéndolo pasar por
una malla No. 40 obteniendo asi un tamafo de particula de 0.419 mm, para después ser
envasado y almacenado en un lugar seco a una temperatura de 25 + 2°C para su

posterior uso (Figura 18).

Figura 18. Procedimiento de acondicionamiento de la flor de cempasuchil

4.3. Obtencion de extractos etanolicos

Una vez secos y molidos los pétalos de la flor de cempasuchil se procedi6 a la obtencion
de los compuestos bioactivos, para ello se aplicaron 2 métodos diferentes: maceracion y
extraccion asistida por ultrasonido (UAE). En ambos métodos se empled una relacion 1:10
muestra: solvente, utilizando como solvente una mezcla de etanol-agua (70:30). Las

condiciones propuestas se presentan en la Tabla 4.
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Tabla 4. Condiciones de proceso para la extraccion de compuestos fendlicos

Método de extraccion Temperatura (°C) Tiempo (h)

Maceracion 70,25y 10 1,3y6

Extraccion asistida por

) 25y 10 05,1,1.5
ultrasonido.(UAE)

A los extractos obtenidos se evaluo el contenido de fenoles totales por el método de Folin-
Ciocalteu, se determinaron flavonoides siguiendo la metodologia de Cornejo (2012) y la
capacidad antioxidante por ABTS". Las técnicas empleadas se detallan en el apartado 4.5.

4.4. Evaluacion de la oxidacion lipidica en aceite de pepita de calabaza

4.4.1. Extraccion de aceite de pepita verde de calabaza

El aceite de semilla de pepita verde de calabaza fue extraido por el método de extraccion

asistida por ultrasonido. El proceso se detalla a continuacion:

1) Antes de extraer el aceite, la semilla verde de calabaza se someti6 a una molienda

(Figura 19).

Figura 19. Molienda de la
semilla verde de calabaza

2) Para la obtencion del aceite de semilla de calabaza se llevd acabo es un bafio
ultrasonico, donde se empled una relacion de soluto-solvente de 2:3, empleando

como solvente hexano, el proceso se llevé a cabo durante 60 min (Figura 20).
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Figura 20. Extraccidon del aceite de semilla de pepita verde de
calabaza por el método de UAE

3) Posteriormente, se llevd a cabo una centrifugacion por 5 min a 3000 rpm con el

objetivo de retirar las particulas sélidas, y recuperar el sobrenadante (Figura 21).

Figura 21. Centrifugacion del aceite de la
semilla verde de calabaza

4) Una vez recuperado el sobrenadante se evapord el hexano con ayuda de un
rotavapor DLAB REI100-Pro (Figura 22), se almacen6é en un frasco dmbar a

temperatura de 4 + 0,5 °C, para su posterior uso.

Figura 22. Rotavapor DLAB RE100-Pro
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4.4.2. Evaluacion del efecto antioxidante de los extractos de cempasuchil aplicado en el

aceite de semilla de calabaza.

Para evaluar el efecto del extracto de flor de cempastchil en el control de la oxidacion
lipidica del aceite de semilla verde de calabaza, se evaluaron diferentes parametros de
calidad (indice de acidez, indice de peroxidos, e indice de Kreis; ver apartado 4.5) en el
aceite de pepita verde de calabaza bajo condiciones de deterioro, es decir induciendo la
oxidacion por medio de la elevacion de temperatura a 250°C durante 120 y 240 min,
comparando la muestra control, una muestra con la adicién del antioxidante natural a partir
de la flor de cempasuchil a concentraciones de 0.01, 0.03 y 0.05% y otra muestra con

antioxidante sintético (BHT) a una concentracion maxima de 200 ppm.

4.5. Técnicas analiticas

e Fenoles totales
Este método se basa en la capacidad de los fenoles para reaccionar con agentes oxidantes.
El reactivo Folin-Ciocalteu contiene molibdato y tungstato sddico, que reaccionan con
cualquier tipo de fenol formando complejos fosfotungstomolibdico, dando una coloracién
azul, esto se debe a la reduccion del acido, por compuestos fendlicos en solucion alcalina.
Estos son detectados por espectrofotometria a una longitud de onda de 765nm (Fogliano et

al., 1999). Los resultados se expresan en mg de 4acido galico/g de muestra.

e Determinacién de Flavonoides

La quercitina, es un citroflavonoide que confiere una coloracién amarillo-verdoso, dentro
de este grupo se encuentran el Kaempferol y mirecitina. En este método el contenido total
de flavonoides (CFT) de los extractos es establecido por este método espectrofotométrico.

(Cornejo-Garcia, 2012). Los resultados se expresan en mg de Quercitina/g de muestra.

e (Capacidad Antioxidante

Este 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 evalua la capacidad antioxidante de la muestra en

funcion de la habilidad para disminuir la concentracion del radical a 734 nm, como
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porcentaje de inhibicion del radical cation ABTS™ (Re et al., 1999). Se usa Trolox como

estandar y los resultados se expresan en mM Trolox.

e Indice de acidez

Es una disolucion de la muestra en una mezcla de disolventes y valoracion de los acidos
grasos libres mediante una disolucion etanolica de hidréxido de potasico.

El procedimiento se efectud por triplicado, consistié en pesar 1 g de muestra dentro de un
matraz Erlenmeyer de 125mL, se afiadié 15mL de alcohol neutralizado (empleando tiras de
indicador de pH) a 60°C, para después titular con KOH 0.0025N, se agitd después de cada
adicion de élcali. El indice de acidez se calculd como mg de KOH por g de muestra y el

indice de acidez como % 4acido oleico (AOAC, 1980 y Kira, 1991).

e Indice de perdxido

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

Para llevar a cabo la determinacion se pesé 1g de muestra dentro de un matraz Erlenmeyer
de 125mL y se agregd6 10mL de solucidén de acido acético glacial y cloroformo 3:2, y
0.16mL de una solucién saturada de KI, una vez transcurrido Imin se le anadié 10mL de
agua destilada y como indicador se le afiadieron 0.16mL de almidén al 1%, se procedid a
titular con una solucion de tiosulfato sodico al 0.1 N (Kira, 1991). Los resultados se

expresan en miliequivalentes de peroxido por Kg de muestra.

e Indice de Kreis

Determina la rancidez, el grado de descomposicién 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 reaccion extremadamente sensible entre la floroglucina y un compuesto
presente en las grasas o aceites rancios: el aldehido epidrinico (Kira, 1991).

Empleado tubos de ensaye, se afiadidé 0.5 g de muestra, a estos se le agregaron ImL de

acido tricloroacético al 30% en 4acido acético glacial y 0.25 mL de disolucion de
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floroglucina, se agit6 la mezcla burbujeando aire entre 2 a 3 segundos, posteriormente se
calentd a bafio Maria a 45°C por 15 min. Se midi6 la absorbancia de la muestra a 545nm
frente a un blanco de reactivos. El indice de Kreis se calculd como la absorbancia a

545nm/g de grasa.

4.6. Tratamiento estadistico.

Los resultados se analizaron con un paquete estadistico IBM SPSS STATICS version 20,
donde se llevé a cabo un andlisis de varianza (ANOVA) y comparacion de medias,

mediante pruebas de rango multiple (Tukey y Duncan) aplicando un nivel de significancia

del p<0.05, para determinar si existe diferencia significativa entre los tratamientos.
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5.1. Caracterizacion del color de la flor de cempasichil

Para la extraccion de compuestos antioxidantes procedentes de la flor de cempastchil, fue
necesario realizar una caracterizacion de la misma, debido a que las flores obtenidas
presentaban diferentes caracteristicas, para ello se evaluo el color de los pétalos y con ello
se pudieron formar 14 grupos, los cuales se presentan en la Figura 23, en donde se muestra
la seleccion y clasificacion que se llevo acabo de forma subjetiva de la flor, con el objetivo
de trabajar con aquella flor que presentara tonos anaranjados, puesto que las flores con
estos tonos tienen una mayor concentraciéon de carotenoides (xantofilas) y luteina que
pueden tener beneficios importantes para la salud debido a sus efectos antioxidantes
(Urango, 2009) y por tanto, se atribuyd en que un tono mas anaranjado, mayor sera el

contenido en compuestos bioactivos presentes en la flor.

Figura 23. Seleccidn y clasificacion de la flor de cempastichil

Una vez clasificadas las flores en estos 14 grupos se procedid a evaluar el color de los
pétalos por medio del colorimetro minolta CR300, dicho parametro representa la
apariencia del color de acuerdo al modelo CIECAMO2, definiéndolo como "el grado en
que un estimulo puede describirse como similar o diferente de los estimulos primarios
dando como resultado final el color o tono de cierta materia (por sus siglas en inglés
°HUE). Posterior se llevdo a cabo un andlisis ANOVA, asi como pruebas de Tukey y
Duncan (p<0.05). En la Figura 24 se muestran los resultados obtenidos con respecto al

tono de la flor de cempasuchil que present6 de acuerdo a cada grupo.
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Figura 24. Tonalidad de la Flor de Cempastichil
A,B,C,D,E F,G,H,1J, K, L My N: Representan los catorce grupos seleccionados de forma subjetiva
Letras diferentes significan diferencias significativas p<0.05 (a, b, c, d, e)

Como se puede observar en la Figura 24 de los grupos “F” a grupo “K” no presentan
diferencia significativa (p=0.05) en el tono, mientras que el resto de los grupos
seleccionados presentaron diferencia significativa entre ellos (p<0.05). De acuerdo a la
clasificacion con respecto al “Hue se clasifican en tonos amarillos cuando el angulo
corresponde a 90°, siendo el grupo “M” que exhibe un resultado cercano a éste, y por lo
tanto concuerda con lo que se observa en la Figura 23 mostrando pétalos amarillos en la
flor, para los grupos “C” y “D” el angulo obtenido fue menor a 90°, lo que indica mayor
tendencia a colores como naranja siendo analogo de la misma forma al color que se
observd de forma subjetiva en los pétalos de las flores, y por ultimo cuando el °Hue
presentd un resultado mayor a 270° de acuerdo a la misma clasificacion, €ste tiende a
presentar colores azules a rojos, por lo que el resultado obtenido en el grupo “B”, también
es semejante al que se observo en los pétalos de la flor presentando un color obscuro, no
caracteristico de la flor, debido a que se encontraba en mal estado, manifestando

marchitamiento.
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La caracterizacion de color tuvo la finalidad de seleccionar el rango de la tonalidad con el
cual se iba a trabajar durante el proyecto, sin embargo el rendimiento que se obtiene
después de un secado de las flores de cempasutchil fue relativamente bajo, puesto que la
humedad inicial que presento la flor fue de 85.76% aproximadamente y se requeria llegar
un porcentaje de humedad del 10+£2%, por lo que existe una reduccién de peso
considerable, cerca del 77.26%. Sin embargo el proceso de secado de las flores es
necesario para la conservacion de las mismas, ademds de que si se controlan de forma
adecuada el proceso de secado (temperatura y tiempo) favorecerd concentracion de

compuestos bioactivos, y a su vez protegiendo algunos pigmentos (Badui, 2006).

Obteniendo finalmente un rendimiento de 227.4 g de flor seca por cada kilogramo de flor
fresca, de acuerdo a esto se tomo la decision de trabajar con todas las tonalidades de flor

que presentaron tonos naranjas excluyendo flores marchitas o flores amarillas.

5.2 Evaluacion del contenido de fenoles totales, flavonoides y la capacidad

antioxidante en la flor fresca de cempasuchil.

Los fenoles quimicamente son sustancias que poseen un anillo aromatico con uno o mas
grupos hidroxilo, incluyendo a sus derivados funcionales, estos a su vez se dividen en
flavonoides, acidos fenolicos y polifenoles, sustancias que son esenciales para el desarrollo
y la reproduccion de las plantas. Debido a que los compuestos fendlicos se presentan
distribuidos ampliamente en las frutas y vegetales, originan una de las clases mas
importantes de metabolitos secundarios en plantas (Lopez, 2008), por lo que la flor de
cempasuchil al pertenecer a este reino, es evidente que los compuestos fenolicos seran un
constituyente principal en su composicion, en la Tabla 5 se muestra los resultados
obtenidos en la cuantificacion de fenoles totales, asi como la capacidad antioxidante en la

flor de cempasuchil.
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Tabla 5. Evaluacion del contenido de fenoles totales, flavonoides y capacidad antioxidante en flor de

cempasuchil.
Contenido de Fenoles totales Contenido de Flavonoides Capacidad Antioxidante
+ +
’54.1.30 £ .2.78 20.99 _'0.71 124.94 + 4.97
mg de acido gélico/g de flor mg de Quercetina/g de flor
TE pmol/g flor fresca
fresca fresca

Como se puede observar en la Tabla 5, el contenido de fenoles totales fue 61.34% mayor
al de flavonoides, lo que indicaria que dentro de la flor de cempasuchil encontramos
diversos compuestos de este tipo, presentando una elevada capacidad antioxidante, lo que
la hace una valiosa fuente, si se compara con algunas plantas comestibles como los son
berros por su contenido en compuestos polifendlicos, resulta que la flor de cempasuchil
contiene 23.14% mas compuestos fendlicos totales que éstos, pues contienen cerca de
41.732 + 0.312 (Gracia, 2007), lo cual da pauta para el aprovechamiento de la flor. Es
importante mencionar que la concentracion de dichos compuestos en las plantas es
compleja, pues los fenoles se asocian con procesos de maduracion de plantas y tejidos,
mecanismos de defensa, y caracteristicas importantes de productos alimenticios derivados
de plantas, de acuerdo a lo anterior, su concentracion dependera del genotipo que presente
(Niemenak, 2006); de esta forma también la accion antioxidante de cada fenol dependera

de la cantidad de grupos hidroxilos que presente en su estructura (Rastija y Medic, 2009).

5.3. Extraccion de compuestos bioactivos de la flor de cempasuchil por el método de

maceracion.

5.3. 1. Cuantificacion de fenoles totales

Una vez caracterizada la flor de cempasuchil, se procedi6é analizar los extractos de los
mismos en diferentes condiciones de tiempo y temperatura, en primer lugar se realizo la
extraccion por el método de maceracion. En la Figura 25 se presentan los resultados
correspondientes al rendimiento de compuestos fenolicos en el extracto de flor de

cempasuchil obtenido por el método de maceracion.
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Figura 25. Cuantificacion de fenoles totales presentes en los extractos de la flor de cempasuchil obtenidos por el
método de maceracion. 12 letra indica: Temperatura y la 22 letra indica: Tiempo. Letras diferentes significan
diferencias significativas p<0.05

En la Figura 25 se observa que los extractos obtenidos a una temperatura de 70°C durante
lh, presentaron el mayor contenido de fenoles: 935.74 mg de acido galico/g de flor de
cempasuchil, presentando diferencia significativa (p<0.05) con respecto al contenido de
fenoles en los extractos obtenidos en las otras dos temperaturas (10 y 25°C), en donde la
primera condicién (10°C) present6 un contenido de alrededor de 350.12 mg de 4cido
galico/g de flor de cempasuchil, siendo estos extractos los que presentaron 50% menor
concentracion en contenido de fenoles, por lo que se deduce que al incrementar la
temperatura durante la extraccion la obtencion de compuestos fendlicos resulta ser mas
eficiente con el 62,58%, por su parte si se comparan temperaturas de 10 y 25 °C entre si,
no presentan diferencias significativas (p>0.05) los resultados obtenidos pueden ser
explicados de investigaciones anteriores, donde se ha establecido que el incremento de
temperatura favorece las reacciones de division y el rompimiento de la pared celular,
debido a que la energia térmica aumenta la vibracion molecular y por 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. Mientras que el factor tiempo afectd de forma inversa la extraccion de los
compuestos fendlicos, observandose que al aumentar el tiempo de residencia de extraccion,

disminuye la concentracion de compuestos fendlicos. Por lo que exponer a los extractos
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durante 6h en maceracion presenta diferencia significativa (p<0.05) cuando se reduce el
tiempo durante 1 y 3h, habiendo una reduccion del contenido de fenoles por lo menos de
un 10% en cada condicién. Esto corresponde a lo que reportan Naczk y Shahidi (2004) que
a largos periodos de extraccion que varian de 1 min a 24 h, incrementan la oportunidad de
oxidacion de los compuestos y que a medida que pasa el tiempo hay posibilidad de una

degradacion.

5.3.2. Cuantificacion de flavonoides

Los flavonoides son un grupo que estan presentes en muchos vegetales y son los mas
comunes; pues estan ampliamente distribuidos en las plantas, dando lugar a pigmentos
principalmente amarillos, estos a diferencia de los fenoles poseen en su estructura mayor
grupos hidroxilo (Zheng y Wang, 2001), otorgando mayor estabilidad durante los procesos

de extraccion y oxidacion.

En la Figura 26 se muestran los resultados obtenidos en la cuantificacion de flavonoides en

los extractos de flor de cempasuchil a partir del método de maceracion.
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Figura 26. Cuantificacion de flavonoides presentes en los extractos de la flor de cempastichil obtenidos por el método
de maceracion. 12 letra indica: Temperatura y la 22 letra indica: Tiempo. Letras diferentes significan diferencias
significativas p<0.05
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En el caso del contenido de flavonoides, se observa una tendencia similar a lo obtenido en
el contenido de fenoles totales, en donde la mayor concentracion de estos compuestos se
observa en los extractos obtenidos a una temperatura de 70°C, debido al aumento de la
temperatura favoreciendo la ruptura de la pared celular del material, logrando mayor
extraccion de compuestos, resultando ser diferentes significativamente (p<0.05) en la
concentracion de compuestos en el extracto cuando se somete a una temperatura de 10°C y

25°C, presentando una concentracion de flavonoides del 37.18% mayor.

Mientras que el factor tiempo no afectd dicha concentracion de los flavonoides en los

extractos.

De acuerdo a 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 de 300°C, a su vez pueden ser
extraidos inicialmente con solventes organicos sin perder sus propiedades estructurales,
ademads de ser muy estables al calor, pues se observa que conforme transcurre el tiempo,
dichos compuestos parecen tener mayor estabilidad, si se comparan con los fenoles,
puesto que no existio diferencia significativa (p<0.05) entre estas condiciones, de la misma
forma Badui (2006) argumenta que los flavonoides también son compuestos que son
estables a las reacciones de oxidacion, resistiendo la mayoria de los diferentes tratamientos
que se puedan llegar a emplear en la manufactura de alimentos, por lo que emplear cortos o

largos periodos no alteran la estabilidad de los compuestos.

5.3.3. Evaluacion de la capacidad antioxidante.

Es necesario mencionar que compuestos fenolicos tales como flavonoides y derivados del
acido cindmico (4c. ferrilico, ac. cumadrico, 4c. sindpico y caf€ico), son considerados
antioxidantes primarios, pues al contener hidrogenos fenolicos hacen que tengan caracter
acido, lo que los hace que sean aceptores de radicales libres, y de acuerdo al pH en que se
encuentran pueden actuar como agentes quelantes de metales; ya sea manteniendo o
incrementando su actividad catalitica o reduciéndolos (Decker 1997), pues estos se basan

en las propiedades redox, absorcion y neutralizacion de radicales, debido a la capacidad
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para donar estos atomos de hidrogeno y de esta forma transformar al radical libre en un

radical debil no toxico (Posada et al., 2003).

En la Figura 27 se presentan los resultados obtenidos de capacidad antioxidante de los

extractos de flor de cempastchil obtenidos por el método de maceracion.
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Figura 27. Evaluacion de la capacidad antioxidante de los extractos de la flor de cempasutchil obtenidos por el método
de maceracion. 12 letra indica: Temperatura y la 22 letra indica: Tiempo. Letras diferentes significan diferencias
significativas p<0.05

En la Figura 27 se observa una relacion proporcional en la capacidad antioxidante con
respecto al aumento de temperatura durante el proceso de extraccion, mostrando el efecto
que tiene la temperatura sobre la respuesta de la actividad antioxidante, lo cual se relaciona
con la cantidad de compuestos fendlicos y flavonoides, de esta forma el extracto que
presenta la mejor capacidad antioxidante es cuando es sometido a una temperatura de 70°C
durante 1h, dando como resultado 1455.20 + 127,30 TE umol/g de flor de cempasuchil, si
se compara con los resultados que se obtuvieron con temperaturas de 10 y 25°C, muestran
diferencia significativa (p<0.05) entre estas, donde al llevar a cabo la extraccion a 10°C
presentd un contenido en torno a los 1069.50 + 127,30 TE umol/g de flor de cempasuchil

representado el 20% menos a lo que se obtiene cuando se aumenta la temperatura, de esta
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forma existe una relacion proporcional con los resultados anteriores puesto que a menor

contenido de compuestos fenolicos menor sera la capacidad antioxidante y viceversa.

Del mismo modo que sucedio en el contenido de flavonoides, el tiempo de extraccion no
fue un factor importante que interviniera en la capacidad antioxidante, por lo que no

mostraron diferencia significativa (p=0.05) en esta condicion.

De acuerdo a los resultados obtenidos las mejores condiciones que se emplearon para
obtener la mejor respuesta en la capacidad antioxidante, fueron durante 1h y 70°C, se
observo que el incrementar la temperatura durante la extraccion por maceracion aumenta la
cantidad de compuestos bioactivos tale como los flavonoides, que exhiben un amplio
rango de efectos biologicos y antioxidantes, incluido antibacterial, antiviral,
antiinflamatorio, antialérgico, etc. (Heim et al., 2002), este efecto es debido a la propiedad
antioxidante de algunos flavonoides y esta determinada principalmente por la estructura
que presentan. La presencia de grupos hidroxilo en posicidon o-dihidroxi en el anillo B, que
confiere una mayor estabilidad a la forma radical y participa en la deslocalizacion de los
electrones, (2) la presencia de un doble enlace en la posicion 2,3 en el anillo C, (3) la
presencia de un grupo 4-carbonilo en el anillo C, posicion 3,5; que son necesarios para

ejercer el méaximo potencial antioxidante (Heim et al., 2002; Bors ef al., 1990).

También dependera de la interaccion que exista entre ellos, por lo que puede provocar
sinergismo o bien antagonismo (Bocco et al., 1998). Siguiendo estos criterios, el
flavonoide quercitina es el que mejor retine los requisitos para ejercer una efectiva funcion
antioxidante, pues su actividad medida como Trolox es de 4,7 mM, lo que resulta 5 veces
mayor al demostrado por las vitaminas E y C (Merck, 2000), seguido por el kaempferol y
la mirecitina (Charalambous, y Bruckner, 2002). De este modo se encuentra que dentro de
la composicion fitoquimica de la flor de cempasuchil, la quercitina ocupa el 3er lugar total
en contenido, el kampeferol en 2do y la mirecitina en lero (Faizi y Naz 2004), por lo que

la actividad antioxidante podria atribuirse mayormente a los flavonoides.

Por su parte y en general el grupo de los acidos fendlicos se encuentra que los grupos

sustituyentes dadores de electrones mejoran la actividad antioxidante. Los &cidos
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cinamicos, son mas activos que los benzoicos respectivos; porque el grupo C=C, aumenta
la conjugaciéon del radical fenoxilo (Pokorny, 2006; y Marinova, 2008) de acuerdo a
Kaisoon et al.,(2012) reportan que el contenido en la flor de cempastchil de estos acidos
en comparacion con los acidos benzoicos corresponden mas del 50%, por lo que se
esperaria que la capacidad antioxidante estuviera dada por los &cidos fenolicos, sin
embargo Cuvelier et al, (2002) reportan que la presencia de mas de 3 grupos hidroxilos
sobre un nucleo aromatico, no garantiza ni mejora la eficiencia antioxidante, puesto que
siguen siendo inestables con respecto a los flavonoides, esto explica que aunque el
contenido de fenoles sea similar con el contenido de flavonoides el comportamiento en la
actividad antioxidante no corresponde totalmente a estos, aunque también existe influencia

si bien en menor proporcion.

5.4. Extraccion de compuestos bioactivos de la flor de cempastchil por el método de

extraccion asistida por ultrasonido

5.4.1. Cuantificacion de fenoles totales

La extraccion asistida por ultrasonido (UAE) a diferencia de la extraccion por maceracion,
acelera la transferencia de calor y masa haciendo que haya una reduccion en el tiempo
considerable, pues las ondas de ultrasonido después de la interacciéon con el material
alteran las propiedades fisicas y quimicas, asi mismo el efecto cavitacional facilita la
liberacion de compuestos extraibles deseables, y de esta manera mejora el transporte de

masa mediante la ruptura de las paredes celulares (Chemat et al., 2011).

En la Figura 28 se presentan los resultados obtenidos en cuanto al contenido de fenoles

totales de los extractos de flor de cempastchil obtenidos por el método de ultrasonido.
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Figura 28. Cuantificacion de fenoles totales presentes en los extractos de la flor de cempastichil obtenidos por el
método de UAE. 12 letra indica: Temperatura y la 22 letra indica: Tiempo. Letras diferentes significan diferencias
significativas p<0.05

Como se observa en la figura 28, el contenido de fenoles fue 27% mayor en los extractos
obtenidos a 70°C durante 1lh, alrededor de 845.80 mg de 4cido gélico/g de flor de
cempasuchil habiendo diferencia significativa (p<0.05) en el contenido de fenoles si se
contrasta cuando se emplea una temperatura de 25°C, misma tendencia que se observo en
el método de maceracion, por su parte el método de EAU resulto ser efectivo, pues mostrd
una reduccion en el tiempo de extraccion, pues a medida que transcurre el tiempo, el
contenido de fenoles no muestra diferencia significativa (p=0.05), al reducir el tiempo no
se favorece la degradacion de los compuestos fendlicos, por lo que exponer a estos
compuestos relativamente a periodos cortos no hay oxidacion y acelera la obtencion

(Naczk y Shahidi, 2004).

5.4.2. Cuantificacion de flavonoides

En la Figura 29 se presentan los resultados obtenidos en cuanto al contenido de flavonoides

totales de los extractos de flor de cempasuchil obtenidos por el método de ultrasonido.
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Figura 29. Cuantificacion de flavonoides presentes en los extractos de la flor de cempastichil obtenidos por el método
de UAE. 12 letra indica: Temperatura y la 22 letra indica: Tiempo. Letras diferentes significan diferencias significativas
p<0.05

Como se observa en la figura 29 al igual que en el caso de fenoles totales se encontrd
mayor concentracion de flavonoides en un 28% en los extractos obtenidos por el método
de ultrasonido a una temperatura de 70°C siendo de 823.10 mg de quercitina/g de flor de
cempasuchil, comparado con los extractos obtenidos a 25°C en el cual se obtuvo una
concentracion aproximada de 585.10 mg de quercitina/g de flor de cempastchil, mostrando
diferencia significativa (p<0.05), cabe destacar que cuando se modificd el tiempo, no
mostro efecto sobre la concentracion de los flavonoides dentro del extracto, no presentando
diferencia significativa (p=>0.05), esto se le atribuye a la reduccion del tiempo en la que se
sometid la extraccion, por lo que no se favorece la degradacion de los mismos (Nazk y
Shahidi, 2004) ademas de ser compuestos estables debido a la estructura que presentan,

como ya se discutio anteriormente.

Por lo que el mayor contenido de compuestos tanto en fenoles como en flavonoides se
tiene a temperaturas de 70°C correspondientes a lo que se obtuvo por el método de
maceracion; sin embargo, la extraccion asistida por ultrasonido otorga rendimientos del
89.76% cuando se somete a 70°C durante 1h mientras que el método de maceracion da
rendimientos mayores del 91.93% sin embargo este debe ser sometido durante 3h, lo que

implica aumento en el tiempo y en el costo energético, esto sucede debido a que el
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fendmeno de cavitacion que estd presente en el método de UAE, y la alta presion 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, lo que favorece que el tiempo se reduzca de

forma considerable (Chemat et al., 2011).

5.4.3. Evaluacion de la capacidad antioxidante

Anteriormente se discutié que la actividad antioxidante estd dada principalmente por los
flavonoides y que existe también influencia de los compuestos fenolicos y de éstos, los
cinamicos, dicha respuesta esta dada por la estructura que poseen (Rastija y Medic, 2009),

ademas que tienen diferente capacidad unos de otros (Bocco et al., 1998).

En la Figura 30 se muestran los resultados obtenidos de la capacidad antioxidante presente

en los extractos de flor de cempasuchil obtenidos por el método de UAE.
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Figura 30. Evaluacién de la capacidad antioxidante de los extractos de la flor de cempastichil obtenidos por el método
de UAE. 12 |etra indica: Temperatura y la 22 letra indica: Tiempo. Letras diferentes significan diferencias significativas
p<0.05

Los resultados que se obtuvieron se muestran similares a los presentados por los extractos
de flor de cempasuchil obtenidos por el método de maceracion, en donde se observa que al
incrementar la temperatura durante la extraccion se favorece la extraccion y por ende se

obtiene mayor el contenido de compuestos y a su vez dan como respuesta mayor capacidad
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antioxidante, obteniendo para los extractos a 70°C una capacidad antioxidante de 1823.20
+ 254,10 TE umol/g de flor de cempasuchil, mientras que los extractos obtenidos a 25°C
presentaron una capacidad de 985.22 + 72.60 TE umol/g de flor de cempastchil
aproximadamente, si se habla del tiempo, presenta diferencia significativas (p<0.05), en la
capacidad antioxidante los extractos obtenidos con un proceso de 1 h a 70°C comparado
con los extractos obtenidos con tiempos de 30 y 90 min. Cabe destacar que en comparacion
con los resultados obtenidos de los extractos de flor de cempasuchil tratados con el método
de maceracion, fue mas eficiente la extraccion con el método de EAU siendo 30.03%
mayor en la capacidad antioxidante, pues el fendmeno de cavitacion mejora el efecto de
penetracion del solvente en el tejido vegetal y capilar haciendo mas eficiente su extraccion
(Da Porto et al., 2013), de esta forma dicho método podria ser una posible alternativa para
la obtencion de compuestos bioactivos pues ofrece ventajas como: bajo costo,
reproducible, simple y eficiente con respecto al método de maceracion, aunque la
maceracion ha demostrado ser eficiente, implica la exposicion de tiempos relativamente
largos lo que conlleva pérdidas de algunos compuestos, viéndose comprometida la
propiedad antioxidante y a su vez el alto consumo de energia, pues se estima que mas del

70% resulta perdida durante el proceso total.

Aunque el método de extraccion de ultrasonido resultd ser el mejor comparado con el
método de maceracion, existen factores que estan involucrados en el proceso de extraccion
y que los hace de alguna forma eficientes, puesto que si se observa el contenido en la tabla
5, la cantidad de fenoles y flavonoides y la respuesta a la actividad antioxidante que
presenta la flor de cempastchil sin someterse a algin método de extraccion, se ve
favorecida en cuanto al rendimiento cuando se emplean ambos métodos, uno de esos
factores es el tamafio en la dimension de la particula, pues al haber una reduccion en la
superficie, genera una mayor area de transferencia de masa, pues las paredes celulares
constituyen una resistencia adicional a la difusion haciendo més efectiva la extraccion
(Casazza et al., 2010), otro factor involucrado es el solvente que se empled, en este caso
diversos autores (Winkel-Shirley et al., 2001) estudiaron el solvente como una mezcla de
etanol-agua, evaluaron diferentes relaciones, encontrando que la relacion 70:30 es mas

eficiente en la extraccion, debido a que al ser el vehiculo principal de extraccion en el
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proceso, debe ser muy selectivo el soluto, es decir, su efectividad se ve reflejada en la
extraccion de compuestos y estos a su vez por presentar en su estructura grupos hidroxilo,
permiten mayor solubilidad en solventes organicos debido a la polaridad que presentan,
tales como el etanol por ser préticos, tienen la capacidad de ceder electrones asi como la
capacidad de formar puentes de hidrogeno permitiendo de esta forma ain mas la

extraccion de dichos compuestos (Da Porto et al., 2013).

De acuerdo a los resultados obtenidos y por medio del andlisis estadistico se tomo la
decision de emplear condiciones de 70°C durante 1h por medio del método de extraccion
asistido por ultrasonido, debido a que el extracto mostro ser mas eficiente en dar respuesta
a la actividad antioxidante aproximadamente de un 30.02% mas, si se compara cuando se
hizo la extraccion por maceracion, la finalidad de escoger un extracto que tuviera mayor
capacidad antioxidante, fue precisamente a la propiedad que exhiben pues se espera que
una vez que se aplique en la matriz lipidica contribuya al control de la auto-oxidacion del

aceite, y de esta forma preservar su calidad.

5.5. Parametros de calidad en el aceite de semilla de pepita verde de calabaza en

condiciones aceleradas

Los lipidos son uno de los principales componentes de los alimentos y son importantes en
la dieta porque son fuente de energia y de nutrientes esenciales. Sin embargo, un consumo
elevado de ciertos componentes lipidicos puede ocasionar dafos en la salud. La reaccion
de oxidacién de lipidos es quizd el proceso mas importante que se lleva a cabo en los
alimentos, y ha sido objeto de un amplio numero de investigaciones. La importancia que
tiene esta reaccion es que ocasiona la pérdida de valor nutrimental de los alimentos y
favorece la formacion de otras moléculas que pueden llegar a ser dafiinas (Scrimgeour,

2005).

Los aceites son susceptibles a diferentes reacciones de deterioro que generan compuestos
volatiles que producen olores y sabores caracteristicos desagradables, y a su vez reducen el
valor nutritivo de forma importante, por lo que es necesario el uso de antioxidantes para

evitar su deterioro (Navas, 2010).
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A continuacidon se presentan los resultados obtenidos en los diferentes parametros que
permitieron medir la calidad del aceite de semilla verde de calabaza, como lo fue el indice

de acidez, indice de perdxidos asi como el indice de Kreis.

5.5.1. indice de acidez

El indice de acidez indica los 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 acidos grasos debida a una hidrolisis quimica o enzimatica (Gogus y Smith, 2010).

A continuacion en la Figura 31 se muestran los resultados obtenidos en los diferentes

tratamientos aplicados al aceite de semilla de calabaza en respuesta al indice de acidez.
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Figura 31. Evaluacion del indice de acidez en el aceite de semilla de calabaza tratado con flor de cempasuchil como
antioxidante sometido a condiciones aceleradas. Letras diferentes significan diferencias significativas p<0.05

En la figura 31 se observa que conforme aumenta la concentracion de extracto de flor de
cempasuchil a 0.5% se obtiene mayor efecto inhibitorio en el proceso de la liberacion de
acidos grasos dentro del aceite de semilla de calabaza, si se compara con las demas
concentraciones (0.1y 0.3%), estos presentaron diferencia significativa entre si (p<0.05) en
el indice de acidez, siendo esta mdaxima concentracion, la que presenté los mejores

resultados aproximadamente de 0.48% de acidez, cuando es sometido durante 2h, si se
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compara con el tratamiento donde se empled el antioxidante sintético BHT (terbutil
hidroxitolueno) los resultados no presentaron diferencia significativa (p>0.05), por lo que
emplear el extracto de cempasuchil fue competitivo evitando la degradacion de los acidos
libres presentes en el aceite vegetal debido a que la composicion se encuentra rica en
compuestos polifenolicos que se le atribuyen propiedades antioxidantes, puesto que son
capaces de donar un atomo de hidrogeno (He) a los radicales libres formando un
compuesto peroxi-antioxidante (ROOA) que es estable e inocuo (Brewer, 2011), logrando
de esta forma retrasar la auto-oxidacion mediante la inhibicidon de la formacion de radicales
libres 0o mediante la interrupcion de la propagacion del radical en uno (o mas) de varios

mecanismos (Nawar, 1996).

Ahora bien si observamos los resultados que se obtuvieron cuando se sometieron los
tratamientos durante 4h se observa que no existe diferencia significativa (p>0.05), entre las
concentraciones 0.1 y 0.3% de extracto de flor de cempasuchil, comparandolo con el
tratamiento control, aun cuando la concentracion méaxima de 0.5% muestra un mejor efecto
inhibitorio que éstos, el antioxidante sintético (BHT) resultd presentar mejores resultados
antioxidantes alrededor del 13.5%, esto puede explicarse debido a que la concentracion que
se empleo en el estudio de este tratamiento fue aquella concentracidn maxima que permite

el Codex Alimentarius (2001) de 200 ppm siendo mas eficaz en su funcion.

5.5.2. indice de peroxidos

El indice de peroxidos indica el estado de oxidacion inicial del aceite en miliequivalentes
de oxigeno activo por kilo de grasa, permitiendo detectar la oxidacion de los aceites y
grasas. De acuerdo a las normas establecidas por el Codex Alimentario (2001), se debe
considerar un valor méximo de perdxido en aceites refinados de 5 meq O, a 20 meq O,,

valores superiores a estos, se debe considerar al aceite de mala calidad.

A continuaciéon en la figura 32 se muestran los resultados obtenidos en los diferentes

tratamientos aplicados al aceite de semilla de calabaza en respuesta al indice de peroxidos.
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Figura 32. Evaluacion del indice de perdxido en el aceite de semilla de calabaza tratado con flor de cempastichil como
antioxidante sometido a condiciones aceleradas. Letras diferentes significan diferencias significativas (p<0.05)

En la Figura 32 se observa que al aumentar la concentracion de extracto de flor de
cempasuchil aplicado al aceite de semilla de calabaza repercute en el resultado del
contenido de perodxidos, existiendo una disminucion si se compara con el tratamiento
control, este comportamiento se observa en ambos casos cuando el factor tiempo se ve
modificado se observa que el extracto natural en concentraciones de 0.1 y 0.3% no
muestran diferencias significativas (p>0.05) resultando reducir la concentracion hasta un
30% cuando el tratamiento es sometido durante 2h y cerca del 48% cuando lo es a 4h, cabe
destacar que al igual que en el caso del indice de acidez se observa que el tratamiento mas
efectivo fue el de BHT en donde se ve que el indice de peroxidos es menor
aproximadamente de 5 a 11.6 meq O,/Kg de grasa respectivamente de acuerdo al tiempo
en el que fue tratado, presentando diferencia significativa con respecto a los demas
tratamientos (p<0.05), sin embargo esto no descarta la sustituciéon del antioxidante
sintético, acorde a los resultados obtenidos, si se observo un efecto inhibitorio con la
aplicacion de los extractos de flor de cempastchil disminuyendo el indice de calidad
estando dentro de los valores conforme a lo que ya esta establecido en la normatividad, lo

que podria ofrecer una alternativa natural.
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5.5.3. Indice de Kreis

El indice de Kreis indica el estado de oxidacion en el aceite, puesto que hace evidente la
formacion de diferentes compuestos tales como el aldehido epidrinico, derivado de la
oxidacioén del acido linoleico, por lo que valores altos demuestran oxidacion en la muestra,
los resultados son obtenidos por medio de espectrofotometro, pues se basa en la
producciéon de color rojo debido a la reaccion extremadamente sensible entre la

floroglucina y un compuesto presente en los aceites rancios (Kira, 1991).

A continuacion en la figura 33 se muestra el efecto del tiempo-temperatura con respecto a
la degradacion del aceite de semilla de calabaza 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 oxidacién lipidica del aceite de

semilla de calabaza.
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Figura 33. Evaluacion del indice de Kreis en el aceite de semilla de calabaza tratado con flor de cempastchil como
antioxidante sometido a condiciones aceleradas. Letras diferentes significan diferencias significativas p<0.05

Se observa en la figura 33 que cuando se adiciona el antioxidante natural a su maxima
concentracion se observa mayor inhibicion de la formacion de compuestos derivados de la
oxidacion lipidica, no presentando diferencia significativa (p=>0.05) en el indice de Kreis,
cuando la concentracion de extracto es de 0.5% y el antioxidante sintético BHT a 200ppm,

de la misma forma emplear concentraciones bajas de extracto de flor de cempasuchil no
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evita la oxidacion no habiendo diferencia significativa (p=>0.05), 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 descomposicion, polimerizacion e hidrolisis que se forman durante la
exposicion del tiempo-temperatura, dependiendo de compuestos minoritarios como los
pigmentos del aceite, por lo que esta diferencia de coloraciéon es un indicativo de la
degradacion sufrida por los aceites, asociada a la formaciéon 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 del aceite.

A continuacion en la figura 34 se muestran los resultados obtenidos en los diferentes
tratamientos aplicados al aceite de semilla de calabaza en respuesta al indice de kreis. De
acuerdo a los resultados que se observaron en la figura 33, si se comparan con los
resultados que se obtuvieron en la figura 34 se observa una relacion entre ellos, ademas de

ser similares a los resultados que se presentaron en el indice de acidez y de peroxidos

Figura 34. Efecto del tiempo sobre la degradacion del color en el aceite de semilla de calabaza en los diferentes
tratamientos

Se observa que al emplear una concentracion de 200ppm de BHT y concentraciones de
extracto de flor de cempastchil a 0.5% muestran un color similar en ambos casos, y si esto
se compara con el aceite sin aplicar tratamiento estos resultan ser analogos entre si,
concentraciones menores tales como el 0.1% de extracto de flor, no muestran de ninguna
manera una inhibicion de la oxidacion en el aceite siendo muy semejante el color que

presentd comparado con el tratamiento control, de acuerdo a los resultados que se
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obtuvieron, pueden ser soportados de forma objetiva, con los resultados que se obtuvieron
cuantitativamente por espectrofotometro. Si bien el antioxidante sintético BHT actiio en
todos los casos de forma eficaz, demostrando ser mejor en todos los parametros analizados,
pues su finalidad es extender la vida comercial ademas de ser relativamente econdomicos lo
hace bastante eficaz, sin embargo, esa eficacia ha sido juzgada en cuanto a sus efectos
nocivos sobre la salud (Guiotto et al, 2014; Bodoroina et al., 2017), segun el
estudio del Dr. Nicolas Olea, Catedratico de Medicina Interna de la Universidad de
Granada,el BHT es wunestrogeno ambiental, es decir, es un contaminante
hormonal que, al tener estructura quimica semejante a los estrogenos naturales, mimetiza la
accion de estas hormonas, alterando el funcionamiento del sistema endocrino, evidenciado
efectos como pérdida de fertilidad, cambios en el desarrollo, dafios a la tiroides o
mutaciones, ademas de ser un aditivo sospechoso en la causa de cancer, de acuerdo a esto
no se debe descartar la posibilidad de reemplazar el uso de un antioxidante sintético por
uno natural, como lo es el extracto de la flor de cempasuchil, pues demostré ser
competitivo y no mostrar diferencia significativa (p>0.05) en los parametros: indice de

peroxidos, asi como el indice de kreis.
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6. CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo se concluye lo siguiente:

1. La caracterizacion del color de la flor de cempasuchil presentd diferentes tonalidades
entre si, debido al estado de maduracion de la flor, asi mismo las propiedades
fitoquimicas permite considerar a la flor de cempastchil como aprovechamiento

tecnologico antioxidante.

2. El extracto etandlico obtenido a partir del método de maceracion variando el tiempo y
temperatura, resulté ser mejor cuando se somete a una temperatura de 70°C durante
periodos cortos como lo fue a 1h, se observéd que decrece la extraccion de compuestos
bioactivos cuando se prolonga el tiempo durante 6h y la temperatura se ve modificada

alos 10 y 25°C.

3. El método de extraccion asistido por ultrasonido mostréd mejor eficiencia del 30.03%
en respuesta a la actividad antioxidante, aunque las condiciones de 1h y 70°C fueron
las mismas que se mostraron en maceracion, este método asegura la obtencion de los
compuestos polifendlicos ofreciendo la ventaja de cuidar su estructura y de esta formar
asegurar la calidad de dichos compuestos, dando como resultado una mejor capacidad

antioxidante, que bien podria ser una alternativa frente a otros métodos.

4. El extracto de la flor de cempasuchil a una concentraciéon maxima de 0.5% resulto ser
eficiente demostrando la preservacion de la calidad en el aceite de semilla de pepita
verde de calabaza, garantizando la calidad del aceite mediante los indices estudiados
(indice de acidez, indice de Kreis e indice de perdxidos). De acuerdo a lo estudiado la
flor de cempasuchil resulté ser una flor con compuestos fitoquimicos valiosos que
deberian ser aprovechados por diferentes sectores industriales, debido a la respuesta
antioxidante y la estabilidad que mostraron tanto fenoles como flavonoides y la
inhibicién en la oxidacion lipidica que presentd en el aceite de semilla verde de
calabaza, por lo que podria ser una alternativa como sustituto del antioxidante sintético

tal es el caso del BHT.
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7. RECOMENDACIONES

Identificar los compuestos presentes en la flor de cempasuichil, por medio de

HPLC, seria util para atribuir la capacidad antioxidante con mayor confiabilidad.

Estudiar y evaluar otras concentraciones de BHT y algunos otros antioxidantes

sintéticos, en comparacion de antioxidantes naturales que estén en el mercado.

El estudio de otras plantas endémicas de México.

Estudiar y evaluar diferentes tipos de aceites que sean susceptibles a la oxidacion

lipidica debido a su composicion.

Estudiar vida de anaquel del aceite una vez adicionado el extracto natural de flor de

cempasuchil.
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