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RESUMEN

El chilacayote (Cucurbita ficifolia Bouché) es un fruto que contiene compuestos
fitoquimicos que al ser consumidos actuan como antinflamatorios, antioxidantes y
antivirales. Ademas, contiene azucar D-quiro inositol, el cual nivela los efectos de
insulina en conjunto con otros elementos obtenidos (flavonoides, flavononas,
flavonas) que han contribuido para prevenir o disminuir el riesgo de ciertas
enfermedades como: cancer, padecimientos cardiovasculares, sobrepeso, entre
otras. Por lo anteriormente mencionado, el objetivo de la investigacion fue evaluar
y cuantificar el contenido de compuestos bioactivos como fenoles totales,
capacidad antioxidante, flavonoides totales: catequina, miricetina, kaempferol,
quercetina y acido galico y azucares reductores. La cuantificacién de compuestos
fendlico totales, la capacidad antioxidante, azucares reductores y flavonoides se
realizé por el método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu; DPPH (radical 2,2-
Difenil-1-picrilhidrazil), DNS (Acido 3,5-dinitrosalicilico) y por espectrofotometria
NaNO2-AICI>-NaOH; respectivamente. El analisis estadistico indicé diferencia
significativa (P < 0.05) en contenido de compuestos bioactivos entre los
tratamientos con fruto seco y fresco de chilacayote. Fruto seco presenté mayor
contenido de compuesto bioactivos seguida de fruto fresco, capacidad antioxidante
total en % inhibicion fue de 92.64 y 76.95, respectivamente, en mg Eq. Trolox de
554 y 472 mg Eq. Trolox/g p, respectivamente. Compuestos fendlicos totales
(296.51 y 72.26 mg EAG/g p, respectivamente). Azures reductores (254.47 y 74.10
mg G/100 g p, respectivamente). Flavonoides totales: quercetina (5.05 y 0.85 mg
Eq/100 g p, respectivamente), catequina (12.31 y 2.76 mg Eq/100 g p,
respectivamente), acido galico (29.67 y 4.07 mg Eq/100 g p, respectivamente),
miricitina (0.49 y 0.11 mg Eqg/100 g p, respectivamente), Kaempferol (2.3 y 0.51 mg
Eq/100 g p, respectivamente). Los resultados obtenidos mostraron que el
chilacayote posee compuestos bioactivos, que pueden ser aprovechados para
elaborar productos dirigidos a personas que cuidan su salud, peso y aquellas que

padecen diabetes.

Palabras clave: Azucares reductores, Capacidad antioxidante, compuestos

fendlicos, flavonoides.
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ABSTRACT

The chilacayote (Cucurbita ficifolia Bouché) is a fruit that contains phytochemical
compounds that when consumed act as anti-inflammatory, antioxidants and
antivirals. In addition, it contains D-chiro inositol sugar, which levels the effects of
insulin in conjunction with other elements obtained (flavonoids, flavonones,
flavones) that have contributed to prevent or reduce the risk of certain diseases such
as cancer, cardiovascular diseases, overweight, among others. Therefore, the
objective of the research is to evaluate and quantify the content of bioactive
compounds such as total phenolic compounds, antioxidant capacity, total
flavonoids: catechin, myricetin, kaempferol, quercetin and gallic acid and reducing
sugars. For the quantification of total phenolic compounds, the spectrophotometric
method of Folin-Ciocalteu was used; for the antioxidant capacity the DPPH method
(radical 2,2-Diphenyl-1-picrilhidrazil); for reducing sugars, the DNS method (3,5-
dinitrosalicylic acid), and for the flavonoids, the spectrophotometric method NaNO--
AICI3 -NaOH was used. Among the results, the statistical analysis indicated that
there is a significant difference (P <0.05) in the content of bioactive compounds in
the dry and fresh fruit treatments of chilacayotes evaluated. Dry fruit showed higher
content of bioactive compounds followed by fresh fruit, total antioxidant capacity in%
inhibition was 92.64 and 76.95, respectively, in mg Eq. Trolox of 5.54 and 4.72 mg
Eq Trolox / g p, respectively. Total phenolic compounds (296.51 and 72.26 mg EAG
/ g p, respectively). Reductive azures (254.47 and 74.10 mg G / 100 g p,
respectively). Total flavonoids: quercetin (5.05 and 0.85 mg Eq / 100 g p,
respectively), catechin (12.31 and 2.76 mg Eq / 100 g p, respectively), gallic acid
(29.67 and 4.07 mg Eq / 100 g p, respectively), myricetin (0.49 and 0.11 mg Eq /
100 g p, respectively), Kaempferol (2.3 and 0.51 mg Eq/ 100 g p respectively). With
which we can conclude that the consumption of chilacayote represents an

alternative for the use of bioactive compounds for human consumption.

Key words: Reductive sugars, antioxidant capacity, phenolic compounds,

flavonoids.
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I INTRODUCCION

La produccion del chilacayote (Cucurbita ficifolia) se da principalmente en paises
como: Chile, Argentina y Estados Unidos. En México su produccion es de 3,323
toneladas, dieciséis entidades producen chilacayote; siendo los estados de Morelos
con 33%, Oaxaca con 21%, Michoacan con 17%, Guanajuato con 12%, Chiapas
con 9%; los que destacan por los altos volumenes de produccién y participacion
equivalente al 92% del total de chilacayote en el pais. Las once entidades restantes
aportaron el 8% de la produccion total del pais. En el distrito de Tlaxiaco (114,171
habitantes), Oaxaca; la produccion de chilacayote es comun, cada integrante de
familia produce 61 piezas en promedio de chilacayote al afio; la mitad de esta
cosecha se descompone o se destina para los animales, ya que se desconocen las
propiedades del fruto (INEGI, 2010).

Las enfermedades son un conjunto de trastornos en la salud, en las que se incluyen
principalmente enfermedades cardiovasculares como: el cancer, vias respiratorias
y la diabetes entre otras. Estas representan el 63% de muertes en el mundo; 9
millones de estas muertes cobran la vida de personas menores de 60 anos (OMS,
2013). Entre otras medidas, estd comprobado que aumentar el consumo de
productos que contienen compuestos bioactivos como antioxidantes, compuestos
fendlicos, carotenoides, flavonoides, taninos entre otros fitoquimicos pueden
ayudar a reducir el riesgo de padecer alguna de estas enfermedades (Martinez,
2010). Por lo anterior el interés principal de esta investigacion es realizar un analisis
fisicoquimico y evaluar el contenido de compuestos fendlicos totales (CFT),
capacidad antioxidante total (CAT), flavonoides totales (FT) y azucares reductores
(AR) en pulpa fresca y seca de chilacayote producido en las comunidades rurales

de la region Mixteca Alta, Distrito de Tlaxiaco, Estado de Oaxaca, México.


http://en.wikipedia.org/wiki/Chile
http://en.wikipedia.org/wiki/Argentina
http://en.wikipedia.org/wiki/Estados_Unidos

Il OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1 Objetivo general

Realizar analisis fisico-quimico y evaluacion de compuestos bioactivos en extractos

de chilacayote (Cucurbita ficifolia Bouché).

2.2 Objetivo especifico

Caracterizar fisicoquimicamente (pH, grados Brix, Acidez titulable, color) del
Chilacayote (Cucurbita ficifolia Bouché).

Determinar la capacidad antioxidante total en extractos de chilacayote por el
método espectrofotométrico DPPH (radical 2,2 difenil-1-picrihidraxil).
Determinar compuestos fendlicos totales (CFT) presentes en extractos de
chilacayote por el método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu.
Determinar la capacidad de retencion de glucosa en extractos de chilacayote
por método DNS (Acido 3,5-dinitrosalicilico).

Cuantificar Flavonoides (Quercetina, Catequina, Miricetina, Kaempferol y
Acido galico) por el método espectrofotométrico NaNO2-AlCI3-NaOH en

extractos de chilacayote.

2.3Hipotesis

El contenido de compuestos bioactivos del extracto etandlico de chilacayote en fruto

seco, es igual al contenido de compuestos bioactivos del extracto de chilacayote en

fruto fresco.



Il REVISION DE LITERATURA

3.1 Origen de Chilacayote (Cucurbita ficifolia)

El chilacayote (Cucurbita ficifolia Bouché), es de la familia Cucurbitaceae, alcanza
cerca de 90 géneros y 750 especies. El género mas importante es el de Cucurbita
que cuenta con 27 especies. Las especies de este género forman un grupo
conocido como calabazas, de las cuales cinco se cultivan comercialmente:
Cucurbita pepo L. (calabacin), Cucdurbita ficifolia Bouché (chilacayote), Cucurbita
moschata (Duchesne ex Lam.) Duchesne ex Poiret (calabaza de castilla); Cucurbita
maxima Duchesne ex Lam (calabaza kabosha) y Cucurbita argyrosperma Huber

(ayote o pipian) (Cerén et al., 2010).

El nombre cientifico del chilacayote (Cucdurbita ficifolia Bouché) proviene del latin
ficifolia, “hojas de higuera”. Desde mediados del presente siglo existe consenso
respecto a que se trata de un cultivo de origen americano, no obstante, su centro
de origen y domesticacion son todavia desconocidos. Algunos autores han
propuesto como lugares de origen América Central o el Sur de México, mientras
que otros sugieren América del Sur, y mas especificamente los Andes. El cultivo
del chilacayote o calabaza blanca en Ecuador, no se encuentra ampliamente

difundido, razén por la cual su cultivo es de forma artesanal (Quinteros, 2010).

Figura 1. Planta de chilacayote.

Fuente: Agusti, 2008.



Cucurbita ficifolia es conocida en México como chilacayote, nombre que procede
del nahuatl. Los frutos del chilacayote se caracterizan por su similitud con las
sandias por la forma ovalada y la presencia de semillas negras (Figura 1). Estos
poseen una ligera variacion en el color de la corteza, que puede ser de color blanco-
cremoso y verde uniforme, reticulado o rayado. Normalmente presenta una capa

gruesa fibrosa de pulpa blanca con semillas negras o blancas (Delgado, 2013).

3.1.1 Taxonomia

La clasificacion taxondmica del chilacayote (Cucurbita ficifolia Bouché) es
perteneciente a la familia cucurbitdcea y del género cucurbita como se muestra en

el siguiente cuadro.

Cuadro 1. Taxonomia del chilacayote (Cucurbita ficifolia B.).

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Violales
Familia: Cucurbitaceae
Género: Cucurbita
Especie: cucurbita ficifolia Bouché

Fuente: Agusti, 2008.

3.1.2 Morfologia.

Es una planta rastrera o trepadora, anuales; perteneciente a la familia de plantas

dicotiledéneas. Resisten bajas temperaturas (Ortega, 2013).

El fruto es globoso; de 20 cm de diametro, y el peso promedio es de 5-6 kg. La
cascara, verde o blanquecina, protege una pulpa conformada basicamente por

mesocarpio, seca, fibrosa, de color claro y dulce. Puede contener hasta 500



semillas de forma aplanada y color oscuro, parduzcas o negras segun las
variedades. Una planta puede dar hasta 50 frutos en condiciones favorables
(Quinteros, 2010).

3.1.3 Descripcion botanica

Planta perenne, resistente a las temperaturas extremas, excepto a la nieve.
Ligeramente pubescente. Tiene cinco tallos angulares y hojas pecioladas. Con o
sin manchas blancas en la superficie verde. Las flores masculinas son largas con
una calidez en forma de campana de 5 a 10 mm de largo y aproximadamente 5 a
15 mm de ancho, sépalos lineales y corola tubular en forma de campana, la cual es
mas ancha en la base de 6 a 12 cm. Las flores femeninas tienen pedunculos fuertes
de 3 a 5 cm de largo, su forma va de ovoide a eliptica, sépalos ocasionalmente
foliaceos y una corola poco mas grande que las flores masculinas. Fruta globosa,
cuya forma va de ovoide a eliptica, el color va de verde claro a verde oscuro con o
sin lineas blancas longitudinales o rayas hacia el apice, el endocarpio es dulce y la

semilla son ovaladas de 7 a 12 mm color castafio oscuro o negro (Ortega, 2013).

3.1.4 Distribucién geografica

Los paises como Chile, Argentina y Estados Unidos son los principales
distribuidores del fruto de chilacayote (Cucurbita ficifolia), sin embargo Europa y

Japon se han convertido en los principales productores (FAO, 2007).

El cultivo de chilacayote (Cucurbita ficifolia), se extiende desde México, Argentina
y Chile. La aparicion de chilacayote en Europa, Francia, Portugal, Asia, India
comenzo en los siglos XVI y XVII, desde entonces su cultivo se ha extendido a

muchas otras partes del mundo como: Alemania, Francia, Japén y las Filipinas.

En algunas regiones de México, como la Mixteca alta de Oaxaca, se ha encontrado
que, el cultivo se establece durante las estaciones de lluvias, crece y se cosecha

durante la estacion seca (Xia y Wang, 2006).


http://en.wikipedia.org/wiki/Europa

3.1.5 Composicion quimica

El chilacayote (Cucurbita ficifolia Bouché) posee principalmente los siguientes
compuestos: lecitinas en tallos y raices. Xia y Wang (2006), afirmaron que en el
extracto acuoso del chilacayote se encuentra en mayor proporcion el compuesto D-
quiro-inositol (DQI) mediador de los efectos de insulina (Figura 2), ademas de

catequina, L- acido ascorbico, acido p-cumarico, acido galico y nicotinamida como

compuestos antioxidantes en el extracto.

OH

HO,,

HO “OH

OH

Figura 2. D-quiro inositol.

Fuente: Andrade —Cetto y Heinrich, 2005

3.1.6 Composicion fisicoquimica

La FAO (2007) indicoé que la composicién fisicoquimica del chilacayote (Cucurbita
ficifolia) varia dependiendo del area geogréfica, las condiciones de cultivo y el tipo
de tierra. El fruto de chilacayote (Cucdrbita ficifolia) contiene 90% de humedad,
6.5% de fibra y 1.2% de proteinas. También contiene 1.7 mg de Ca, 0.6 mg de Fe,
7 mg de acido ascoérbico y 0.03 mg de tiamina, por kilogramo de peso seco (Saeed
et al., 2007).

Los componentes principales del chilacayote (Cucurbita ficifolia) es el agua y los

carbohidratos, como se muestra en el cuadro 2.



Cuadro 2. Composicion fisicoquimica del chilacayote

Tierno Maduro
(%) (%)
Humedad 94.5 91.4
Proteina 0.3 0.2
Grasa 0.1 0.5
Carbohidratos 4.4 6.9
Fibra cruda 0.5 0.6
Ceniza 0.2 0.4

Fuente: Lopez y Tamayo, 2013.
*En base fresca

3.1.7 Composicion quimica y nutrimental de la semilla

Delgado (2013) afirmé que las semillas de chilacayote (Cucdurbita ficifolia) ademas
de ser un alimento muy nutritivo y sabroso, poseen propiedades extraordinarias
para tratar ciertas enfermedades; entre las principales tenemos las siguientes:
enfermedades reumaticas, diarrea y fortalecimiento del cerebro. Estas semillas
representan un aporte considerable de lipidos y proteinas que son muy apreciadas
en la elaboracion de dulces, barras energéticas y granolas con un alto contenido de

fibra que es consumida en dietas nutricionales (Ortega, 2013).

Cuadro 3. Composicion quimica y nutrimental de la semilla de chilacayote.

Concepto Cantidad
Calorias 321.0
Agua % 5.9
Proteina (Q) 21.6
Fibra 1.7
Grasa (g) 32.6
Calcio (mg) 31.2
Fosforo (mg) 0.077
Hierro (mg) 6.8



Vitamina B1(Tiamina) (mg) 0.19
Vitamina B2 (Riboflavina) (mg) 0.17

Fuente: Gonzalez y Yanez, 2012.

3.1.8 Vitaminas y Minerales

En el contenido de vitaminas y minerales totales del chilacayote tierno como
maduro, se observa que en estado tierno es mayor el contenido de calcio (24 mg)
al compararlo con el maduro. Esto es uno de los minerales basicos que forma parte
de los acidos nucleicos DNA, RNA y de los fosfolipidos que participan en la

emulsificacién y transporte de grasa (FAO, 2007).

Cuadro 4. Contenido de vitaminas y minerales en chilacayote.

Constituyente Tierna Madura
Calcio 24 21
Fosforo 13 6
Hierro 0.3 0.5
Caroteno 0.04 -
Tiamina 0.02 0.01
Riboflavina 0.01 0.02
Niacina 0.26 0.22
Acido ascorbico 18 4

Fuente: FAO, 2007.

El chilacayote (Cucurbita ficifolia) contiene principalmente vitaminas del grupo B; la
mas abundante es la Niacina. También se observa que el aporte del acido ascorbico
se eleva a medida que el chilacayote alcanza su grado de maduracion éptimo (46
mg). Dando su poder antioxidante, el acido ascorbico neutraliza los radicales libres

y evita asi el dafio que los mismos generan al organismo (Arévalo y Arias, 2008).

3.1.9 Produccién nacional

Los principales Estados productores del chilacayote (Cucurbita ficifolia) son

Morelos, Michoacan, Guanajuato, Oaxaca, Chiapas, entre otros. La forma



tradicional de siembra del chilacayote es en combinacion con el maiz y
generalmente en tiempos de lluvia, de sequia y ultimamente en huertos familiares.
La principal caracteristica que hay que considerar, es la humedad ya que la planta
se adapta facilmente bajo condiciones de humedad. La produccion de chilacayote
(Cucurbita ficifolia) en México, es de 3,323 toneladas y representa el 92%. Se
cultiva en dieciséis entidades, de las cuales destacan cinco por los altos volumenes
de produccion: Morelos con 33%, Oaxaca con 21%, Michoacan con 17%,
Guanajuato con 12%, Chiapas con 9%. Las once entidades restantes aportaron el
8% de la produccion total del pais (INEGI, 2010).

3.1.10 Importanciay usos

En nuestro pais el consumo de Chilacayote es en sopas (Sopa Mixteca del estado
de Oaxaca), mermeladas (Compota del Estado de Puebla), también forma parte
como ingrediente de un plato tradicional de nuestra cultura como es el Pepeto
(Estado de México). Para la preparacion de estos platos, es necesario utilizar el
chilacayote tierno y en la elaboracién de dulces (Figura 3) se utilizan el chilacayote

maduro (Gémez y Navas, 2007).

Figura 3. Dulce tipico de chilacayote.

Fuente: Gébmez y Navas, 2007

3.1.11 Informacién Econémica

En México, el chilacayote se encuentra entre las especies comestibles de menor
importancia econdmica por la reducida superficie cosechada y el valor de la
cosecha (Cuadro 5) (SIAP, 2012). A pesar de ello, las flores y los frutos forman

parte de la alimentacion en varias regiones del pais. Se consume en pequenas



porciones como complemento del plato fuerte o como platillo especial para dias

festivos, principalmente en el Valle de México (Molina et al., 2006).

Cuadro 5. Produccién de chilacayote en México.

Chilacayote Morelos Edo. de Ciudad de Nacional
(Cucurbita ficifolia) México México

Superficie sembrada (Ha) 18 145 6 169
Superficie cosechada (Ha) 18 145 6 169
Produccién (Ton) 223.20 3526.35 81 3830.55
Rendimiento (Ton/ Ha) 12.40 24.32 13.50 22.67
PMR($/Ton) 5800 4172.69 5018.52 4285.49
Valor de la produccion 1294.56 14714.37 406.50 16415.43

(miles de pesos)

Fuente: SIAP, 2012

3.2 Compuestos bioactivos

Un alimento con componentes bioactivos (CB) es aquel que aporta un beneficio
para la salud mas alla de las consideraciones propias de la nutricion basica. Estos
componentes se encuentran en general en pequenas cantidades en los productos
de origen vegetal. Se puede considerar como componentes bioactivos, tanto
algunas vitaminas o minerales, como a otros compuestos fundamentales en las
plantas (fitoquimicos) que inducen efectos metabdlicos derivados de su actividad
biolégica constatada en modelos de laboratorio y asociadas a efectos beneficiosos
sobre la salud humana, como por ejemplo mejora de funciones fisiolégicas o
reduccion de riesgos de padecer enfermedades cardiovasculares, cancer,
hipertensiéon arterial, Diabetes, sobrepeso, obesidad entre otras (Olmedilla y
Granado, 2007).

Dentro de los compuestos fitoquimicos beneficiosos para la salud humana se
podrian destacar a las vitaminas C, E, K, vitaminas del grupo B, el acido fdlico;
minerales, como el hierro, zinc, calcio, selenio; carotenoides (tanto los que poseen
actividad provitamina A como las que no las poseen); compuestos fendlicos

(flavonoides, cinamatos y taninos), glucosinolatos y fitoesteroles. Muchos de los
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compuestos mencionados son capaces de actuar por diversos mecanismos (quizas
el mas conocido sea como antioxidantes), asi como actuar de forma sinérgica o

antagonica entre si (Olmedilla y Granado, 2007).

Los alimentos ademas de aportar nutrientes, contienen una serie de sustancias que
pueden ser protectores contra enfermedades cronicas, cancer, enfermedades
cerebrovasculares y cardiovasculares, e incluso de la enfermedad de Alzheimer, a
los que genéricamente se han denominado como fitoprotectores, compuestos
bioactivos o fitoquimicos. Estos compuestos con capacidad bioldgica, se
encuentran abundantemente en frutas, verduras y en productos lacteos obtenidos

por fermentacién acido lactica (Aponte et al., 2011).

En definitiva, el termino fitoquimico o compuesto bioactivo significa tipo de
sustancia quimica que se encuentra en pequefias cantidades en las plantas y
ciertos alimentos (como frutas, verduras, nueces, aceites y granos integrales). Los
compuestos bioactivos cumplen funciones en el cuerpo que pueden promover la

buena salud (Aponte et al., 2011).

3.21 Compuestos bioactivos en el reino vegetal

El consumo de frutas y hortalizas frescas cubren un elevado porcentaje de los
requerimientos diarios de algunas vitaminas y minerales, pero sus efectos
beneficiosos no se deben unicamente a la presencia de un solo componente, sino
al efecto sinérgico de los distintos componentes presentes en las mismas. Estas
interacciones pueden ser positivas, favoreciendo la absorcion de determinados
nutrientes (por ejemplo, la presencia de vitamina C mejora la absorcién intestinal
del hierro; tocoferoles y tiene un efecto sinérgico con el acido félico y con la vitamina
B12) o negativa (el acido oxalico disminuye la absorcién del calcio). Por ello es
conveniente seleccionar frutas y verduras lo mas diversas posibles para poder
obtener asi todos los nutrientes necesarios para nuestro organismo en cantidades
suficientes (Lampe, 1999; Chew, 1995).
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Como se menciond en el apartado anterior, los compuestos bioactivos se
encuentran en general en pequefias cantidades en los productos de origen vegetal
(Figura 4).

< Compuestos bioactivos de los alimentos vegetales >

Compuestos

y derivados fenolicos y derivados Terpenoides lipidicos

Compuestos J

Aminoacidos J ’ Isoprenoides J

Carbohidratos i
Minerales

Ly

Carotenoides
Saponinas
Tocoferoles
Tocotrienoles
Terpenos
Simples

Péptidos
Proteina
Capsaicinoides
Isotiocianatos

Indoles
Folato
Colina

Acidos grasos
Insaturados
Esfingolipidos
Fosfolipidos
fitoesteroles

Ca enoles simples
Oligosacaridos Se Polifenoles
Polisacaridos K Compuestos
Acido ascdrbico Cu Derivados
Zn

Figura 4. Compuestos bioactivos de los alimentos vegetales

Fuente: Lampe, 1999.

Se puede considerar como componente bioactivo, tanto algunas vitaminas y
minerales, como a otros compuestos no nutrientes presentes fundamentalmente en
plantas (fitoquimicos) que inducen efectos metabdlicos derivados de su actividad
biolégica constatada en modelos de laboratorio y asociada a efectos beneficiosos
sobre la salud humana como por ejemplo mejoria de las funciones fisioldgicas o

reduccion de riesgo de padecer enfermedades (Olmedilla y Granado, 2007).

En el reino vegetal, se pueden distinguir 4 grandes grupos de compuestos
bioactivos, entre los que se incluyen sustancias de diversas familias quimicas,
como son las sustancias nitrogenadas, las azufradas, las terpénicas y, las mas

ampliamente estudiadas, las fendlicas (Martinez, 2010).

Los polifenoles representan un grupo extremadamente variado de metabolitos
secundarios en las plantas que son los antioxidantes mas abundantes en nuestra
dieta. La cuantificacion de polifenoles presentes en la naturaleza mencionan hasta

8,000 compuestos individuales. Su sintesis coincide con periodos de estrés
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ambiental como fuerte radiacion UV, calor o frio excesivo, sequia, infestacion y
depredacion. Se divide en cuatro clases principales: los flavonoides y los acidos
fendlicos son las dos clases principales; los estilbenos y los lignanos representan
el resto (Howard et al., 2001).

La clase mas grande esta compuesta por los flavonoides, que representa mas de
diferentes moléculas bioactivas muy extendidas en el reino vegetal. Los flavonoides
son conocidos como los modificadores de la respuesta biolégica por su capacidad
de alterar las reacciones del cuerpo a los alérgenos, virus y agentes carcindbgenos
y de proteger los tejidos celulares contra ataques oxidantes. Los flavonoides, grupo
de pigmentos altamente coloridos encontrados en la pulpa comestible de muchas
frutas y verduras, imparten un sabor agrio cuando se les aisla. Los citricos como
naranjas, limones, toronjas y kiwis son fuentes particularmente ricas de flavonoides
(Beal, 2002).

En particular las frutas pertenecen a los 2 ultimos grupos: sustancias terpénicas y
fendlicas. Entre los terpenos se encuentran el d-limoneno, los carotenoides y los
fitoesteroles. Los carotenoides agrupan a compuestos como el alfacaroteno vy
betacaroteno, la luteina, el licopeno, la B-cryptoxanthina y la zeaxanthina, y son
abundantes, entre otras frutas, en citricos, cerezas, albaricoque, nispero, ciruela

amarilla, mango, melocotdn y papaya (Martinez, 2008).

3.3 Estrés oxidativo y sistema de defensa antioxidante

Este lado obscuro del oxigeno tiene relacion con el hecho de que cada molécula de
oxigeno tiene dos electrones impares en su capa de valencia. En efecto, el oxigeno
birradical, no obstante, no es particularmente uno reactivo. Si bien casi todos los
organismos vivos (incluyendo las plantas) necesitan oxigeno molecular para vivir,
el simple acto de vivir crea otras especies reactivas de oxigeno mucho mas
dafinas, incluyendo el superdxido, el radical hidroxil (OH) y el perdxido de
hidrogeno (H202), que pueden ser el medio para nuestra propia muerte (Figura 5).
Al final, el envejecimiento y la muerte pueden ser nada mas que la ultima

consecuencia el eterno conflicto entre la quimica y la biologia (Pauling, 2016).
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Figura 5. Formacion de radicales libres en las mitocondrias
Fuente: Pauling, 2016.

La generacién de especies reactivas de oxigeno y otros radicales durante el
metabolismo celular aerdbico es proceso normal y necesario que generalmente se
encuentra compensado por los sistemas de defensa antioxidante enddgenos, los
cuales ayudan a mantener el equilibrio redox. No obstante, ciertas condiciones
ambientales, estilo de vida o situaciones patolégicas pueden derivar en un exceso
de radicales libres que conduzca a una situacién de estrés oxidativo (Pauling,
2016).

Harman (1997) propuso que los radicales libres generados por las fuerzas
metabdlicas dentro de la célula eran los principales culpables que inducian este tipo
de dafio. Su tesis central era que el aumento de desechos moleculares en las
células era responsable de la inevitable decadencia de la salud fisiolégica que
acompanfa al envejecimiento. Sin embargo, diversos estudios clinicos no lograron
proporcionar evidencia de su propuesta en torno a que la expectativa de vida podria
aumentar a través del consumo de suplementos a base de antioxidantes comunes.
Harman (1997) en consecuencia concluyé que debido a que la mayoria de los
antioxidantes provenientes de los alimentos no entran a las mitocondrias, debian
ser las mitocondrias mismas las que estan produciendo los radicales libres y siendo

dafadas por estos.

Este equilibrio entre especies oxidativas y antioxidantes, debido por otro lado a la
sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno, o por otra parte al déficit de
antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos, se conoce como estrés oxidativo, el

cual esta asociado a numerosas enfermedades (carcinogénesis, enfermedad
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cardiovascular, hipertension, diabetes, enfermedades neurodegenerativas
(Alzheimer, Parkinson y artritis reumatoide) y al proceso normal de envejecimiento
(Valko et al., 2006).

En este punto, la dieta juega un papel importante en la prevencién de enfermedades
relacionadas con el estrés oxidativo, fundamentalmente a través del aporte de
compuestos bioactivos de origen vegetal, los cuales presentan efectos sinérgicos o

aditivos (Liu y Gutterman, 2004; Devalarajas et al., 2011).

Estudios epidemiolégicos han demostrado que, efectivamente, el consumo de
frutas tiene un efecto beneficioso en la salud y contribuye a la prevencion de
procesos degenerativos, particularmente aterosclerosis y cancer. Estos efectos
beneficiosos, han sido atribuidos en parte a la presencia de componentes bioactivos
con actividad antioxidante, cuyo mecanismo de accién es inhibir la iniciaciéon o
impedir la propagacion de las reacciones de oxidacion, evitandose asi el dafo
oxidativo (Shah y Channon, 2004).

3.31 Actividad antioxidante

El concepto de actividad antioxidante hace referencia a las especies reactivas de
oxigeno y a los antioxidantes; es decir, una especie reactiva de oxigeno es
cualquier atomo o molécula con electrones desapareados (Gonzalez-Laredo et al.,
2010). Quimicamente la oxidacion de un compuesto es la pérdida de electrones de
hidrégenos o la ganancia de oxigeno en una molécula. La reduccion de compuestos
es exactamente lo contrario; es decir, la ganancia de electrones de hidrogenos o la

pérdida de oxigeno (Calderén y Maldonado, 2008).

Las principales especies reactivas del oxigeno o sustancias providentes estan
representadas por el radical hidroxilo (HO)+, perdxido de hidrogeno (H202), anién
superoxido (Oz), oxigeno singlete (102), oxigeno nitrico (NO); perdxido (ROO);

semiquinona (Q) y el ozono (Venereo, 2002).

El antioxidante es una sustancia que forma parte de los alimentos de consumo

cotidiano y que puede prevenir los efectos adversos de especies reactivas sobre
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las funciones fisioldgicas normales de los humanos. Las propiedades antioxidantes
no solo se estudian para funciones por su interaccién quimico bioldgico si no que
se estudia el deterioro oxidativo que afecta los alimentos puesto que se utilizan en
la industria alimentaria en grasas y otros productos para retrasar el proceso de

oxidacién (Coronado et al., 2015).

3.3.2 Flavonoides como antioxidante

La actividad de los flavonoides en la funcionalidad como antioxidante depende de
las propiedades de REDOX puesto que son grupos hidroxifendlicos y de la reaccion
estructural entre las diferentes partes de la estructura quimica, es decir los
compuestos fendlicos se destacan por poseer actividad antioxidante; ya que cada

polifenol tiene una cierta actividad antioxidante (Abeysinghe et al., 2014).

Los compuestos antioxidantes poseen la facultad de proteger a las células contra
el dafio oxidativo, es decir, provoca envejecimiento y enfermedades degenerativas,
por ejemplo el cancer, enfermedades cardiovasculares y diabéticos, se producen
reacciones de oxidaciones cuando el atomo o grupos de atomos ceden electrones
para cada oxidacion, existe la correspondiente reduccién que da lugar a adicion de
electrones, la actividad antioxidante es la que permite neutralizar los atomos de
oxigeno, el oxigeno en estado libre tiene cuatro pares de electrones y se torna

inestable cuando este pierde un electron(Figura 6) (Escobar et al., 2010).

OH

o

Figura 6. Quercetina oxidada
Fuente: Escobar et al., 2010.
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El radical libre es un atomo de oxigeno con siete electrones, al quedar libre esta
toma un electron de la membrana del tejido corporal y se produce otro radical libre,
de manera que un radical libre es una molécula que en su estructura atomica
presenta un electron no apareado, siendo altamente reactivo, generando una
reaccion REDOX, ademas los radicales libres son altamente inestables y generan

una reaccion en cadena (Escobar et al., 2010).

La oxidacion en los alimentos, son responsables de la pérdida del sabor debido a
la formacion de compuestos que reducen la calidad sensorial y nutricional de estos,
para evitar dichos cambios en los alimentos, en la industria se utilizan antioxidantes
sintéticos, un ejemplo es el butil hidroxianisol (BHA) y butil hidroxitolueno (BHT),
pero estos han sido limitados debido a que son toxicos y tienen efecto cancerigeno
para el ser humano por esta razéon se ha despertado el intereses en los
antioxidantes naturales, puesto que tiene la capacidad de remover o atrapar los

radicales libres (Escobar et al., 2010).

3.3.3 Estructura del antioxidante flavonoide

El creciente interés en los flavonoides se debe a la apreciacion de su amplia
actividad farmacolégica. Pueden unirse a los polimeros bioldgicos, tales como
enzimas, transportadores de hormonas, y ADN; quelar iones metalicos, tales como
Hierro (Fe?*), Cobre (Cu?*) y Zinc (Zn?*), catalizar el transporte de electrones, y
depurar radicales libres (Figura 7). Debido a este hecho se han descrito efectos
protectores en patologias tales como diabetes, cancer, cardiopatias, infecciones

viricas, Ulcera estomacal e inflamaciones (Garibay y San Martin, 2006).
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Flavonoide

Figura 7. Estructura de un flavonoide.
Fuente: Garibay y San Martin, 2006.

3.4 Compuestos fendlicos

Ramos et al.,, (2007), indicaron que los compuestos bioactivos, provienen de
alimentos funcionales que poseen efectos farmacologicos y terapéuticos. Un
alimento funcional puede ser elaborado mediante la aplicacion de algunas
tecnologias al incrementar la concentracion, adicionar, remover o modificar un
componente en particular para mejorar su biodisponibilidad. Los compuestos
presentes en los alimentos funcionales son: polifenoles, conjunto heterogéneo de
moléculas con actividad antioxidante que incluyen a los fenoles acidos y flavonoides
(Villanueva-Tiburcio, 2010).

Los fenoles acidos se caracterizan por tener un anillo aromatico central, los cuales
pueden incluir grupos funcionales como ésteres, glicésidos, entre otros. Dentro de
este grupo se encuentran el acido cumarico, cafeico y ferulico, inhiben la actividad
de agentes mutagénicos, estimulan la actividad de la enzima fenol sulfotransferasa
implicada en la destoxificacion de compuestos metabdlicos potencialmente toxicos
y poseen actividad bactericida, son secretados por las plantas como mecanismos
de defensa ante condiciones de estrés: infecciones, radiaciones UV, entre otros.
(Allende et al., 2007).

En los alimentos los compuestos fendlicos habitualmente se presentan conjugados
con los azucares (glucosa, galactosa, arabinosa, ramnosa, xilosa), los acidos
glucuronico y galacturonico, acidos carboxilicos, acidos organicos, aminas y lipidos,
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mismos que tienen la funcion de actuar como agentes reductores, eliminando
radicales libres o0 como agentes quelantes de metales, ademas que algunos de
estos compuestos pueden regenerar otros antioxidantes y actuar de forma sinérgica
con ellos. La utilizacién de estos antioxidantes naturales permite prolongar la vida
util del producto, evitando en algunos casos cambios de color, manteniendo sus
condiciones organolépticas inalterables, ralentizando procesos oxidativos como el
enranciamiento o pardeamiento, incrementando la resistencia al crecimiento
bacteriano, debido a que los antioxidantes de naturaleza polifénolica poseen

actividad antimicrobiana (Christian y Jackson, 2009).

3.41 Clasificacion de los Compuestos fendlicos

De acuerdo con su complejidad quimica, se han encontrado los siguientes grupos:
fenoles simples, acidos fendlicos, acetofenonas, cumarinas, benzofenonas,
estilbenos, xantonas y flavonoides (Cuadro 6), aunque estos ultimos constituyen el
grupo de mayor relevancia y abundancia en la naturaleza, incluso su identificacion
fue motivo para otorgar premio Nobel en bioquimica, al Dr. Albert Szent-Gyorgi,

quien les denominé como “vitamina P” (Castro- Lépez et al., 2015).

Cuadro 6. Clasificacion de los compuestos fendlicos

Grupo estructural Compuesto fendlico
Flavonoles y flavonas Flavonoles Kaempferol, quercetina,
planares Isorhamnetina y Mirecetina.
Flavonas Epigenina, Luteolina, Crisoeriol

y Diosmetina.

Pigmentos Pelargonidina, Cianidina,

antocianidicos Peonidina, Delfinidina,
Petumidina, Malvinidina.
Flavan-3 oles Epigalocatequin-3-galato,

opticamente activos Galocatequin-3-galato,

Epigalocatequina, Catequina.
Derivativos del acido Acido clorogenico

hidroxicinamico Acido criptoclorogenico,
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Acido neoclorogenico,
Acido isoclorogenico, Acido
cinamico
Acido p-cumarico, acido

ferulico, Acido sinapico, acido

cafeico.
Derivados del acido Acido galico, 4cido vinilico,
benzoico acido siringico.
Otros fenoles Flavanonas citricas
minoritarios Chalconas del tomate

Dihidrochalconas de manzana
Cumarinas citricas
Furocumarinas del perejil
Estilbenos de uvas (resveratrol).
Fuente: Tomas-Barberan & Clifford, 2000

3.4.2 Clasificacion quimica de fenoles

Quimicamente, esta familia de compuestos presenta una gran diversidad
estructural pero todos ellos tienen en comun la presencia de un anillo aromatico
unido a uno o mas grupo hidroxilo (-OH). Una primera clasificaciéon de los
compuestos fendlicos podria basarse en el numero de unidades de fenol que
constituye la molécula: fenoles simples y de las diferentes variaciones estructurales
que pueden formar parte de su esqueleto base, se pueden clasificar, a su vez, en

diferentes clases o familias, como se muestra en la figura 8.
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Figura 8. Clasificacion quimica de los flavonoides
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3.5 Flavonoides

3.5.1 Generalidades de flavonoides

Flavo proviene del latin flavus y significa de color entre amarillo y rojo, como el de
la miel o el del oro; flavonoide, se refiere a un grupo aromatico, pigmentos
heterociclicos que contienen oxigeno ampliamente distribuido entre las plantas,
constituyendo la mayoria de los colores amarillo, rojo y azul de las plantas y frutas
(Escamilla et al., 2009).

Los flavonoides fueron descubiertos en 1930 e inicialmente considerados como
vitaminas (se les denominé vitamina P) por sus efectos en la permeabilidad capilar.
El interés de estos componentes decayd, tras demostrar que no eran requeridos
como micronutrientes para la salud humana, en los afos 40. Sin embargo, una gran
expansion de este campo se llevo a cabo afios mas tarde, en los afnos 90, debido

a la publicacion de varios estudios epidemioldégicos que demostraron una
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correlacién inversa entre el consumo diario de flavonoides, y las tasas de incidencia
y mortalidad de las enfermedades cardiovasculares y el cancer. Hoy en dia, mas
de 30,000 estudios han sido publicados sobre flavonoides y mas de 10,000 tratan

sobre uno solo de ellos: la quercetina (Figura 9) (Rice-Evans, 2006).
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Figura 9. Tendencia de las publicaciones acerca de quercetina.
Fuente: Rice, 2006.

3.5.2 Clasificacion de flavonoides

Los flavonoides constituyen una gran clase de polifenoles encontrados en las
plantas (Figura 10). Concretamente son sustancias producidas como metabolitos
secundarios por las plantas, donde ejercen diversas funciones como antifungicos,
bactericidas, quelantes de metales, protectores de radiacion ultravioleta, colorantes
y controladores de las auxinas reguladoras de crecimiento y de la diferenciacién en
los vegetales, cuyo elemento estructural comun es que todas poseen un esqueleto
de difenilpirano (Cs-C3-Cs), compuestos por dos anillos fenilo ligados a través de un
anillo de pirano. Sobre este esqueleto pueden darse miles de sustituciones, lo que

origina las diferentes clases de flavonoides: flavonoles, flavononas, flavanoles,
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antocianidinas, isoflavonas, dihidroflavonoles y chalconas (Martinez-Flérez et al.,
2002).

Polifenoles

Acidos
fendlicos m
Flavonoides @

Flavonoles — [ —
@ y Dihidroflavenoles

Isoflavonas
Figura 10. Clasificacion de los polifenoles.
Fuente: Martinez, 2006.

3.5.3 Estructura quimica de los flavonoides mas comunes

Entre los flavonoides, los flavonoles (junto con los flavanoles) son las mas
abundantes y estan ampliamente distribuidos en la naturaleza. Los flavonoles estan
presentes, normalmente como diversos glucdsidos, en cantidades considerables
en nuestra dieta normal. A pesar de que los flavonoles pueden encontrarse
practicamente en casi todos los vegetales y las frutas, las fuentes mas ricas son
cebolla, lechuga, repollo, brocoli, judias, manzana, sidra, uva, vino y té. Todos ellos
derivan de la 3-hidroxiflavona, que es el flavonol mas simple. La quercetina es el
flavonol prototipo, el mas abundante en las plantas y el mejor estudiado. Otros
flavonoles comunes son el Kaempferol y la miricetina, la isorramnetina, la
tamarixetina, la morina y la fisetina (Figura 11). El kaempferol y la miricetina estan
también presentes en muchos alimentos. La isorramnetina y la tamarixetina son
metabolitos metilados de la quercetina y se encuentran normalmente en el plasma
o en los tejidos, tras el consumo de quercetina. La ingesta diaria de flavonoles ha
sido estimada sobre 20-35 mg/dia, de los cuales el 65% corresponden con la

quercetina y sus glucdsidos, siendo las principales fuentes de flavonoles las
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cebollas (350-1200 mg/kg), la col rizada, el puerro y los tomates cherrys (Hertog et
al., 1996).

La biodisponibilidad de quercetina depende de la naturaleza del azucar adjunto a
ella y de los componentes de la matriz de los alimentos (etanol, grasa,
emulsionantes, etc.), los cuales pueden afectar a su solubilidad. EI consumo de
cebollas conduce a niveles plasmaticos mas elevados de quercetina que otras
fuentes alimenticias (Aron y Kennedy, 2009). Los glucdsidos existentes en las
cebollas son fuentes de quercetina con mayor biodisponibilidad, que los aglicones

administrados como compuesto puro (Hollman et al., 1995).

Sin embargo, cuando una fuente alimenticia rica en glucésidos (por ejemplo, la
carne de la chalota) fue comparada con una rica en aglicones (la piel seca de la
chalota), esta ultima dio un mayor nivel plasmatico de quercetina, indicando que a
la matriz del alimento es un factor clave para la biodisponibilidad de la quercetina
(Fraga et al., 2010).

R2’ | R¥ R4 | RS | R5 | R7
3-OH-flavona | H H H H H H
Quercetina H OH oH H | OH | OH
Kaenferol H H OH H | OH | OH
Miricetina H OH OH | OH | OH | OH
Isorramnetina | H | OCH; | OH H | OH | OH
Tamarixetina | H OH | OCH; | H | OH | OH
Morina OH H OH H | OH | OH
Fisetina H OH OH H H | OH

Figura 11. Estructura quimica de los flavonoles mas comunes.
Fuente: Fraga et al., 2010.

Los flavonoles muestran una amplia gama de actividades bioldgicas, siendo los
compuestos mas activos dentro del grupo de los flavonoides. Por lo tanto, los
efectos beneficiosos de las dietas ricas en frutas y verduras, sobre la salud
cardiovascular, han sido a menudo atribuidos a los flavonoides, en general, y a los
flavonoles, mas concretamente. Los flavonoles son comercializados como

suplementos dietéticos, en forma de compuestos puros (quercetina), de mezclas
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de flavonoides o como extractos, normalmente de dosis que exceden en gran
medida la ingesta dietética diaria, algunos flavonoides también se utilizan como
drogas venotonicas para el tratamiento de varias enfermedades venosas (Lyseng-
Williamson et al., 2003).

3.54 Efectos antioxidantes de los flavonoides

Los efectos beneficiosos de los flavonoides suelen atribuirse generalmente a su
gran capacidad antioxidante. La quercetina y otros flavonoides son potentes
captadores de ROS, como el Oz, grupos hidroxilos (OH") y H202, a concentraciones
micromolares (Ozgova et al, 2003). También se ha demostrado que los
glucurdnicos de quercetina tienen propiedades antioxidantes (Moon et al., 2001).
Pero aparte de estas propiedades como captadores (escavenger) de ROS, los
flavonoides son capaces de inhibir numerosas enzimas generadoras de estas
especies reactivas, lo que puede ser aun mas importante. Entre estas incluyen la
xantina oxidasa (XO), la COX (Chang et al. 1998; Ferrandiz y Alcaraz, 1991), la
lipooxigenasa, y la NAD(P)H oxidasa existente en la membrana de neutrdfilos, y en
las células del musculo liso vascular (CMLV). También puede estimular otras
enzimas con antioxidantes como la catalasa y la SOD. Al disminuir las
concentraciones celulares de Oz a través de estos mecanismos, los flavonoides

protegen al NO y aumentan su actividad biolégica (Sudheesh et al., 2002).

Sin embargo, también pueden ser pro-oxidantes (paradoja de la quercetina) (Boots
et al., 2008). La quercetina puede auto-oxidarse en soluciones acuosas y generar
radicales libres, ademas de disminuir los niveles de tioles intracelulares, como el
glutation. Pero este efecto pro-oxidante puede ser paraddjicamente beneficioso, ya
que podria jugar un papel positivo en la disfuncién endotelial, porque la generacion
de O en las células endoteliales puede estimular la sefial del Ca?* y aumentar asi
la actividad del 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS, endothelial nitric oxide
synthase) la liberacidon del factor hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHE,

endothelium-derived hyperpolarizing factor) (Duarte et al., 2003).
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3.5.6 Flavonoides e hipertension

La hipertension es una de los factores de riesgo mas importantes para los eventos
cardiovasculares, incluyendo el infarto de miocardio y el accidente cerebrovascular.
El tratamiento con cualquier régimen antihipertensivo comunmente usado reduce
el riesgo de los eventos cardiovasculares totales; una mayor reduccion de presion
arterial, significa una mayor reduccion del riesgo bajo condiciones rigurosamente
controladas, el consumo de frutas y verduras estan asociado a una reduccién de la
presién arterial. Sin embargo, los efectos de frutas y verduras sobre la diabetes
mellitus, el peso corporal y los niveles plasmaticos de lipidos no estan claros
todavia (Dauchet et al., 2009).

La quercetina redujo la presion arterial en modelos animales con resistencia a la
insulina y sindrome metabdlico tales como las ratas Zucker obesas y en ratas

alimentadas con una dieta rica en grasas y sacarosa (Rivera et al., 2008).

El organismo humano no puede producir estas sustancias quimicas protectoras,
por lo que deben obtenerse mediante la alimentacion o en forma de suplemento.
Los flavonoides se denominaron en un inicio vitamina P (por permeabilidad). Los
flavonoides contienen en su estructura quimica un numero variable de grupos
hidroxilo fendlicos y excelentes propiedades de quelacion del hierro y otros metales
de transicion, lo que les confiere una gran capacidad antioxidante (Martinez et al.,
2012).

Los flavonoides pertenecen a un grupo de compuestos naturales arreglados bajo
un sistema C6-C3-C6, en la cual dos anillos aromaticos llamados A y B estan unidas
por una unidad de tres carbonos que pueden o no llamar un tercer anillo, que en
caso de existir es llamado anillo C. Se conocen 10 clases de flavonoides los cuales
pueden encontrarse como aglicona o bajo la forma de glicésidos con una o tres
unidades de azucar, generalmente en los carbonos 3 o 7, siendo los azucares mas
comunes la glucosa, galactosa, ramnosa, xilosa y arabinosa. Es frecuente que
diferentes azucares se hallen unidos a una misma aglicona y en diferentes

posiciones lo que hace mayor el numero de glicosidos conocidos, es también
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comun, que se encuentre en mezclas como agliconas y glicosidos, aun de las
diferentes clases siendo esto ultimo lo mas frecuente. Se hallan presente en todas
las partes de las plantas, algunas clases se encuentran mas ampliamente
distribuidas que otras, siendo mas comunes las flavonas y flavonoles y mas
restringidos en su ocurrencia las isoflavonas, las chalconas y auronas (Martinez,
2012).

Aunque los flavonoides han sido empleados desde mucho tiempo como colorantes
de lana, se les atribuye diversas propiedades en las plantas, entre ellos podemos
citar proteccion a los vegetales contra la incidencia de los rayos ultravioleta y visible,
asi como proteccién contra insectos, hongos virus y bacterias, atrayentes de
animales con la finalidad de polinizacion antioxidantes, control de la accién de las
hormonas vegetales, agentes alelopaticas e inhibidora de las enzimas. Por otro
lado, estos compuestos poseen también importancia farmacoldgica, resultado de
algunas propiedades importantes atribuidas a algunos representantes de las
diferentes clases como, por ejemplo, antinflamatorio, antialérgico, antiulcerogenico,
antiviral, anticarcinogénicas, asimismo, son utilizados para el tratamiento de la
fragilidad capilar, de las diabetes, de las afecciones para el tratamiento de la
fragilidad (Yamamoto y Oue, 2006).

3.5.7 Vitamina P

Vitamina P es el nombre que se le dio a los primeros bioflavonoides, aunque el
nombre ha tenido cambios puesto que se han descubierto muchos mas compuestos
de este tipo. Se trata de una vitamina soluble en agua. Tiene una estructura
cristalina y se comporta como un bioflavonoide. Su funcién principal es la de
mantener los vasos sanguineos fuertes. Una forma en la que la vitamina P actua
es regulando la permeabilidad de los capilares para evitar pérdidas de sangre. Los
bioflavonoides, este tipo de sustancias, son los Antioxidantes celulares o
Biomoleculares, otros compuestos relacionados son un grupo de Polifenoles
naturales, hidrosolubles, presentes en los vegetales superiores, siendo en muchos
casos responsables de la coloracion de flores y frutos, especialmente abundantes

en lauva, en la cebolla o en los citricos, por ejemplo, son esenciales en la absorcion
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y metabolismo de la Vitamina C. se presentan algunos ejemplos de bioflavonoides
(Sebastian, 2003).

¢ Quercetina y Kaempferol los mas ampliamente extendidos en las
plantas.

e Rutina, de la Bergamota (Citrus bergamia) y la Mandarina (Citrus
reticulata).

¢ Naringina, especifica del Pomelo (Citrus paradisi).

e Hesperidina y Tangeretina, de la Naranja dulce (Citrus sinensis).

e Eriodictiol y Eriodictina del Limon (Citrus limén) y la Bergamota (Citrus
bergamia) (Sebastian, 2003).

Entre los beneficios fisiologicos de los bioflavonoides, se encuentran su actividad
Antioxidante y la captacion de Radicales Libres, gran efecto fitoprotector,
disminuyendo el envejecimiento celular, como actividad protectora en el sistema
cardiovascular, el acido ascoérbico (Vitamina C) se efectua como proteccién de la
degradacion y oxidacién natural, la luz y contacto con el aire. De acuerdo con
Sebastian (2003), la asociaciéon de bioflavonoides y Acido Ascérbico muestra
efectos sinérgicos en sus actividades antioxidantes, antimicrobianas,
inmunoprotectoras, antivirales, antiinflamatorias, anticarcinogénicas, protectoras

cardiovasculares e inhibidoras de la peroxidacion lipidica.

3.6 Catequina

Las catequinas y leucoantocianidinas son compuestos incoloros que muestran
similitud, diferenciandose solamente en el numero de grupos hidroxilos presentes.
La catequina y galocatequina son compuestos mas conocidos, se diferencian en el
numero de grupos hidroxilos que poseen en el anillo B. Estos compuestos poseen
dos carbonos asimétricos y cuatro posibles isdmeros. Su estereoquimica es todavia
un poco confusa, hallandose que la (+) y (-) catequina tiene en la posicion 2 y 3
hidrégenos trans, mientras que la epicatequina se encuentra en posicién cis
(Calderon, 2009).
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3.6.1 Estructuras quimicas de las catequinas

Las catequinas tienen una estructura quimica general de Ce-C3-Ce con dos anillos

aromaticos y muchos grupos hidroxilos como se muestra en la figura 12.

Gallocatechin 3-0-gallate ({-)-GCG): Ry=0H R:=G
Gallocatechin ((-)-GC): Ry=0H Ry=H

{-1Epigallocatechin  3-O-gallate ([-EGCG): R:=DH i4-

R:=G (-

{-1-Epigallocatechin {{-)-EGC): Ry=0H Re=H {4-Catechin 3-O-gallate ([-]-CG): Ri=H Re=G
(-

{-}-Epicatechin 3-O-gallate {{-]-ECG): Ri=H Re=G Catechin {{J-C): Ri=Re= H

OH

HO 0 OH OH
Galloyl (G): — co

OH OH
OH OH

(+)-Catechin ((+)-C): R=H
(+)-Gallocatechin ((+)-GC):

Figura 12. Esquemas representativos de la estructura quimica de la familia de
Catequina.
Fuente: Nishitani y Sagesaka, 2004.

3.6.2 Propiedades fisicas de las catequinas.
Las catequinas se constituyen en uno de los componentes mas abundantes de las
hojas de té verde, son solubles en medios acuosos y solventes organicos polares.
Sin embargo, la solubilidad de las catequinas individuales varia y algunas dependen
de la temperatura de extraccion, tiempo de extraccidén o del tipo de solvente. Estos
factores son muy importantes y se deben tener en cuenta para la identificacion y

cuantificacion de la catequina de interés, que depende tanto de la temperatura
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como el tiempo de extraccion. Por otro lado, la absorcién UV de las catequinas, se

encuentran en un intervalo de 269 a 280 nm (Vuong et al., 2010).

3.6.3 Estabilidad de la catequina

Las catequinas son sensibles a la oxidacién por enzimas, Acidos y calor. En
presencia de la enzima polifenol oxidasa (PPO), las catequinas sufren oxidacion y
se convierten en Teaflavinas y Tearubinas (Figura 13). Las hojas de té verde al
someterse a un proceso de calentamiento después de su cosecha, inactiva la
enzima PPO, lo que permite una mayor conservacion de catequinas y una menor

presencia de Teaflavinas.

Catequinas Teaflavinas

\ PPO/O, Catequinas/
>| Gallocatequina v
POD/H;0; / § quinonas Tearubiginas

Gallocatequina

PPO: Palifenol Oxidasa; POD: Peroxidasa

Figura 13. Oxidacion de la Catequina.
Fuente: Vuong et al., 2010.

3.7 Quercetina

La quercetina es un flavonoide amarillo-verdoso presente en cebollas, manzanas,
brécolis, cerezas, uvas entre otros (Figura 14). Tiene una capacidad antioxidante
de 4.7 mM expresada como trolox, la cual es cinco veces mayor que la de las
vitaminas E y C. Ademas, presenta una solubilidad similar a la vitamina E (Sartor
et al., 2002).
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Duercitina

Figura 14. Estructura Quimica de la Quercetina
Fuente: Sartor, 2002.

Debido a que los flavonoides son susceptibles a la degradacién por factores
ambientales o del propio alimento donde es afadido, la microencapsulacion

permitira proteger estos compuestos activos y liberados en forma controlada.

3.8 Acido galico

El acido galico (AG), también conocido como acido 3, 4, 5-trihidroxibenzoico, es un
acido fendlico presente en diversas fuentes naturales como a) plantas: Larrea
tridentata y Turnera diffusa, b) frutas como: uva, granada, nueces, platano, fresa,
limén, arandano, cascara de manzana y mango, c) Verduras: acelgas y espinacas
y d) bebidas: café, vino tinto y té verde (Taitzoglou et al., 2001). Este acido se
obtiene directamente del alimento o por hidrélisis del acido tanico mediante una
reaccion con la enzima tanasa, que cataliza la hidrolisis de los enlaces tipo éster
presentes en los galotaninos (Figura 15) (Aguilar et al., 2007). Asimismo, se le
atribuyen efectos biolégicos, que van desde la actividad antinflamatoria,

antioxidante antibiotico, hasta la proteccidn cardiovascular y anticancerigena.
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HO OH
OH

Figura 15. Estructura quimica del acido galico.
Fuente: Aguilar et al., 2007.

3.8.1 Aplicaciones y actividades biolégicas del acido galico

El acido galico (AG) tiene aplicaciones en diversas areas, principalmente en la
farmacéutica, ya que es un precursor en la manufactura de antibiéticos de amplio
espectro como trimetoprima. Ademas, en el area de alimentos, se ha utilizado como
antioxidante de grasas y aceites, asi como aditivo en algunas bebidas y alimentos,

evitando la oxidacion de los mismos (Hocman, 1988).

También el AG es capaz de regular diversos procesos biolégicos, como proteccion
cardiovascular, evitando la oxidacién de las lipoproteinas de baja densidad (LDL)
que transportan colesterol en la sangre, previniendo asi, enfermedades como
ateroesclerosis. Por su parte, Cowan (1999), mencioné que el acido galico presenta
actividad antibacterial, promoviendo Ila inhibicion enzimatica de algunos
microorganismos, la interaccion sobre las adhesinas (proteinas de la pared celular),
y la capacidad que tiene de unirse a polisacaridos, interviniendo asi, en el desarrollo
microbiano. Ademas, el acido galico también destaca por su actividad antioxidante
y anticancerigena, debido a que es un compuesto donador de electrones, que
neutralizan radicales libres, siendo estos los causantes de algunos padecimientos
como envejecimiento y cardiopatias y en algunos casos cancer (Sharma et al.,
1997).
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3.9 Kaempferol

El flavonoide Kaempferol (3,5,7-trihidroxi-2-(4-hidroxifenol)-4H-1-benzopiran-4-1)
es amarillo compuesto con un bajo peso molecular (p/v: 286,2 g/mol) que se
encuentra comunmente en alimentos derivados de plantas y es usado como
medicina tradicional (ver figura 16). Aunque hay mas de dos mil articulos en
PubMed informando el aislamiento y propiedades bioldgicas de este flavonoide. La
distribucion y actividades de kaempferol se encuentran principalmente en frutas y
hortalizas donde kaempferol y glucésidos de kaempferol han sido identificados. La
evidencia epidemioldgica del consumo de alimentos que contienen kaempferol a la
incidencia de varias enfermedades, presenta propiedades toxicoldgicas de este
polifenol (Bentham, 2011).

s ~
OH
HO O
()
Y ~OH
OH O
Kaempferol

Figura 16. Estructura quimica del Kaempferol.
Fuente: Bentham, 2011.

3.9.1 Kaempferol en el reino vegetal

Al igual que otros flavonoides, Kaempferol tiene difenilpropano estructura (CeC3Cs)
y se sintetizan por condensacion de 4-cumariol-CoA(Ce.C3) con tres moléculas de
malonilCoA (Ce-C3) con tres moléculas de malonilCoA (Cs) esta reaccion, catalizada
por la enzima chalcona sintasa (Winkel-Shirley, 2002), resulta en la formacién de
flavonoide naringenin chalcona (CeC3Cs). Esta chalcona se transforma en la
flavonona naringenin por el enzima chalcona isomerasa, que cataliza el cierre del
anillo Cs. La enzima flavonona 3-dioxigenasa (referencia) introduce un grupo

hidroxilo en naringenina en Cs para formar dihidrokaempferol. Finalmente, la
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enzima sintasa introduce un doble enlace en dihidrokaempferol en C.-Cs para
producir kaempferol por las enzimas involucradas en la biosintesis de Kaempferol
es relativamente comun en el reino vegetal (Figura 17), no es sorprendente que

este flavonoide sea ampliamente distribuido en las plantas (Winkel y Shirley, 2002).

Photosynthesis
Glucose

Glucose-6Bw —= Erytrose-4P

{

' _ o
Phosphoenolpyruvate ™ Shikimate —» —= Chorismate kaempferol-3-(p-coumaroyliriglicoside)
V L
Pymuvate ' EC231.173 T‘
Pheaylalanine EC241240
Acetyl-CoA OH T

EC 1.4.1.239T

kaempferol-3-0-glucoside

¥
0
)J\/ CO-5-CoA
HO CoA-S

Malonyl-CoA (Cq)

\E(’_‘Q.B.I.Ti
x3

o
4-coumaroyl-Co (C5-Cg) EC14.191 ]

o]

I
OH O
Eaempferol

EC 1.14.11.13}

OH OH
HO 0
= 0 ==
EC114119 |
= OH
OH © OH O OH O
Naringenin chalcone (Cg-C5-Cg) Narngenin Dihydrokaempferol

Figura 17. Biosintesis de Kaempferol.
Fuente: Winkel-Shirley, 2002.

3.10 Miricetina

La miricetina esta estructuralmente relacionado con varios compuestos fendlicos
conocidos como quercetina, morfina, Kaempferol y fisetina (Figura 18). El
compuesto a veces se conoce como hidroxquercetina, resultado de su similitud
estructural con la quercetina (referencia). Los nutracéuticos y las propiedades
antioxidantes de miricetina son altamente valoradas. La evidencia cientifica
subraya las afirmaciones de que el compuesto muestra una variedad de actividades
farmacoldgicas, incluyendo antinflamatorio, analgésico, actividades antitumorales,
hepatoprotectoras y antidiabéticas (Winkel-Shirley, 2002).
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Myricetn (1) [R1=R2=R4=Rs=Rs=0H: R3=H]
Myricitrin (2) [Ri=Rham: R;=R4=Rs=Rs=0H; R;=H]|
Quercetn (3) [R1=R:=R4=Rs=0H: R3=Rs=H]
Morin (4) [R1=R>=R3;=Rs=OH: Rs=Rs=H]
Kaempferol (5) [R1=R:=Rs=OH: R3=R4=Rs=H]
Fisetn (6) [R1=Rs=Rs=0H: R:=R3:=Rs=H]

Figura 18. Estructura quimica de la Miricetina.
Fuente: Winkel-Shirley, 2002.

3.10.1 Sintesis quimica de la miricetina.

La sintesis de miricetina es muy importante en términos de su uso como material
de partida clave para la sintesis de varios otros compuestos beneficiosos
incluyendo hibicetin; Kalff y Robinson (1925) lograron sintetizar la miricetina
aplicando el procedimiento de Kostanecki y Auwers. Este método implica calentar
al inicio material junto con anhidrido trimetilgalico y trimetilgallato de sodio. Después
del hidrolisis del producto 5,7-dihidro-3,31,51,51-tetramethoxyflavone se formé

finalmente miricetina.

3.11 Azulcares

La sacarosa es el disacarido, ampliamente distribuido en la naturaleza, esta
constituida por glucosa y fructosa unida a través de un enlace glucésido a (1,2); es
el edulcorante de mayor demanda mundial y su consumo percapita anual excede
los 40 kg en el mundo occidental. La glucosa o dextrosa es el azucar mas
importante en el metabolismo de las células vivas, su aporte caldrico es de 4 Kcal/g
y constituye la principal forma a la que otros azucares son transformados en el

cuerpo, de aqui que sea el azucar mas abundante encontrado en la sangre, esta
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presente en muchas frutas y es la unidad base de la celulosa, el almidén y el
glucogeno. Se obtiene principalmente de la hidrolisis acida o enzimatica del almidén
de maiz o de la sacarosa; su poder edulcorante es menor al de la sacarosa y cuenta
con un amplio mercado en el area de alimentos, bebidas y productos farmacéuticos
(Garcia, 2008).
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IV.MATERIALES Y METODOS

4.1 Localizacion de lugar del experimento

El presente trabajo se llevdo a cabo en el Colegio de Posgraduados (Colpos)
Campus Coérdoba ubicado en Carretera Federal Coérdoba-Veracruz km. 348,
Congregaciéon Manuel Ledn Municipio de Amatlan de los Reyes. Veracruz C.P
94946. MEXICO (Figura 19).

Carretera Federal 150 D

Figura 19. Ubicacion geografica del Colpos, Campus Cérdoba.
Fuente: SAGARPA, 2012.

4.2 Material vegetal

El fruto bajo estudio en el presente proyecto, pertenece a la especie Cucurbita
ficifolia (Figura 20), de la familia de plantas dicotiledéneas, es procedente del
municipio de San Pablo Tijaltepec que se localiza en la region Mixteca en el estado
de Oaxaca y pertenece al Distrito de Tlaxiaco; colinda con algunos lugares: al norte
con el municipio de San Pedro Molinos, al noreste con San Juan Teita, al oeste con
Chalcatongo de Hidalgo y en la parte sur colinda con el Municipio de Tindaco. El
mapa general mexicano sefiala que el municipio de San Pablo Tijaltepec se localiza
entre las siguientes coordenadas geograficas: 17° 01' latitud norte respecto al
tropico de cancer y 97° 30' longitud oeste respecto al meridiano de Greenwich.

Cuenta con una extension territorial de aproximadamente 63.79 km?2. Su territorio
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esta formado principalmente por colinas, lomas y algunos cerros, lo cual provoca
que la altitud promedio de San Pablo Tijaltepec oscile entre los 2,240 metros sobre
el nivel del mar (INEGI, 2010).

El fruto se recolectdé en parcelas de la comunidad anteriormente mencionada,
posteriormente se llevo al Colegio de Postgraduados Campus Cérdoba, se mantuvo

en refrigeracion a 4 °C hasta su procesamiento.

Figura 20. Material Bioldgico.
Fuente: Elaboracién propia.
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4.3 Reactivos

Para la realizacion de esta investigacion se utilizaron una serie de reactivos de la
marca Sigma-Aldrich, LiChrolsolv HOLC, J.T. Baker y Fermont como se puede ver

en el cuadro 7.

Cuadro 7. Reactivos para el desarrollo experimental.

Reactivo Caracteristicas fisicas y Marca.
quimicas
Folin Ciocalteu. Mezcla de acido fosfotungsticoy =~ SIGMA-ALDRICH
fosfomolibdico (color amarillo)
Metanol Formula: CH3OH LiChrolsolv HOLC
Peso molecular:32.04 g/mol
Agua destilada Formula: H.O J.T. Baker
Peso molecular:18.02 g/mol
Carbonato de sodio al Formula: Na2COs3 SIGMA-ALDRICH
20% Peso molecular: 105.99 g/mol
Acido Galico Acido3,4,5 trihidroxibenzoico FERMONT

Formula:C7HsOs/CeH2(OH)sCOOH

Peso molecular: 170.1 g/mol

Quercetina Masa molar: 302,236 g/mol SIGMA-ALDRICH
(férmula molecular: C1sH1007).

Catequina Formula: C15H140s6 SIGMA-ALDRICH
Masa molar: 290,26 g/mol

Kaempferol Formula: C1sH100s SIGMA-ALDRICH
Masa molar: 286,23 g/mol

Miricetina Formula: C1sH100s SIGMA-ALDRICH
Masa molar: 318,2351 g/mol

DPPH 1,1-Difenil-2-picrilhidrazil SIGMA-ALDRICH

Formula: C1sH12N506

Peso molecular: 394.32 g/mol

Fuente: Elaboracion Propia.
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https://www.google.com.mx/search?dcr=0&q=quercetina+masa+molar&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MC0xMinQ0spOttJPzkjNzSwuKaqEsJITc-KT83ML8kvzUqxy83MSixRyE4uLAX2CHJw5AAAA&sa=X&ved=0ahUKEwiFsZ2np9DXAhWj2YMKHfsXBVwQ6BMIxwEoADAd
https://es.wikipedia.org/wiki/F%C3%B3rmula_molecular
https://es.wikipedia.org/wiki/Carbono
https://es.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3geno
https://es.wikipedia.org/wiki/Ox%C3%ADgeno
https://www.google.com.mx/search?dcr=0&q=catequinas+f%C3%B3rmula&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDGOr0jTUs9OttJPzkjNzSwuKaqEsJITc-KT83ML8kvzUqzS8otyS3MSAdwzYg42AAAA&sa=X&ved=0ahUKEwif6sWsrNDXAhUH2oMKHSwzAmoQ6BMIoQEoADAU
https://www.google.com.mx/search?dcr=0&q=catequinas+masa+molar&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDGOr0jT0spOttJPzkjNzSwuKaqEsJITc-KT83ML8kvzUqxy83MSixRyE4uLATfFjuE5AAAA&sa=X&ved=0ahUKEwif6sWsrNDXAhUH2oMKHSwzAmoQ6BMIpAEoADAV
https://www.google.com.mx/search?dcr=0&q=kaempferol+f%C3%B3rmula&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3SCrKTa_SUs9OttJPzkjNzSwuKaqEsJITc-KT83ML8kvzUqzS8otyS3MSAStFbfQ2AAAA&sa=X&ved=0ahUKEwiDkP6JxtDXAhUI3IMKHYrMAfgQ6BMIrwEoADAV
https://www.google.com.mx/search?dcr=0&q=kaempferol+masa+molar&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3SCrKTa_S0spOttJPzkjNzSwuKaqEsJITc-KT83ML8kvzUqxy83MSixRyE4uLAXlj37g5AAAA&sa=X&ved=0ahUKEwiDkP6JxtDXAhUI3IMKHYrMAfgQ6BMIsgEoADAW
https://www.google.com.mx/search?dcr=0&q=myricetina+f%C3%B3rmula&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3SE6zKLbQUs9OttJPzkjNzSwuKaqEsJITc-KT83ML8kvzUqzS8otyS3MSAbyxZy42AAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjlhoGjxtDXAhUB74MKHRG0CHcQ6BMIlwEoADAS
https://www.google.com.mx/search?dcr=0&q=myricetina+masa+molar&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3SE6zKLbQ0spOttJPzkjNzSwuKaqEsJITc-KT83ML8kvzUqxy83MSixRyE4uLAXEAhtA5AAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjlhoGjxtDXAhUB74MKHRG0CHcQ6BMImgEoADAT

4.4 Equipos de laboratorio

Los equipos de laboratorio utilizados para el desarrollo de esta investigacion se
muestran en el cuadro 8.

Cuadro 8. Equipos de laboratorio para el desarrollo experimental.

Equipo Marca y Modelo Fotografia

Balanza analitica (Marca: ROCA Modelo:
FA2104C U.S.A)

Espectrofotometro (Marca: Thermo Fisher
Scientific Genesys
Modelo: 10-S U.S.A)

Bafo maria (Marca: VWR, Modelo

CP111806 U.A.S)

Centrifuga (Modelo: Eppendorf
Modelo: 5810R Alemania)

Agitador de tubos (Marca: Fisher Pulse
vortex Vortex Mixer Modelo:
E193273 U.A.S)

Fuente: Elaboracion Propia.
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4.5 Analisis fisicoquimicos de la pulpa de chilacayote.

4.5.1 Determinacion de pH

Para la determinacion del pH se utilizé un potenciémetro digital (Modelo, Termo
ORION 3 STAR) previamente calibrado con soluciones buffer 4.0, 7.0 y 10.0. La
pulpa fue molida en una licuadora (Marca Osterizer) y posteriormente se filtré con
una gasa farmacéutica para obtener el jugo de la pulpa. Una vez obtenido el jugo
se colocaron 30 mL en vasos de precipitado (de 100 mL). La medicién de pH se
realizé de acuerdo al método 981.12 de la Association of Official Analytical

Chemists; A.O.A.C. (2000); esta medicion se realiz6 por triplicado.

452 Determinacion de acidez titulable

La acidez titulable se determind por triplicado por el método 981.12 de Ila
Association of Official Analytical Chemist; (A.O.A.C. 2000). La acidez se realizé en
un matraz Erlenmeyer de 250 mL, en el cual se colocaron 10 mL de muestra de
chilacayote (A, By C) y se agregé 100 mL de agua destilada, se titul6 con una
solucion de hidroxido de sodio 0.1 N, usando como indicador 4 gotas de
fenolftaleina. Posteriormente se titulé la muestra hasta observar un cambio a color
rosa por un minuto. La acidez titulable es expresada como porcentaje de acido

citrico y es calculada por medio de la siguiente formula:

Citri L V+ N+ Meq 100
. = *
g ac. Citrico/ mL de muestra

Donde:
V= volumen de NaOH gastado
N= Normalidad de NaOH

Meq= peso en mililitro equivalente del acido citrico (0,064)
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453 Determinacién de grados Brix

La concentracién de solidos solubles totales (SST) se determiné de acuerdo a la
Norma Mexicana NMX-F-103-1982. Alimentos, frutas y derivados. Determinacion
de grados Brix (°Brix). Foods, fruits and derivates. Determination of degrees Brix.
Normas Mexicanas. Direccion general de normas) y se expresaron como °Brix. Los
SST se determinaron por triplicado con un refractometro digital (Sugar/Brix
Refractometer Super Scientific, Made in china) a 20 °C, para ello se colocé una gota
de la muestra de chilacayote (Cucdurbita ficifolia) en el refractdmetro previamente

calibrado con agua destilada y la lectura fue expresada en °Brix.

4.5.4 Determinacién de color de chilacayote.

El color de los chilacayotes se determiné utilizando un colorimétrico Modelo: DP-
400 (Konica Minolta Sensing, Inc. NJ, USA). Se obtuvieron los parametros de color
L*, a*y b*, en la escala Hunter Lab (figura 12). El valor L* representa la luminosidad
del color en un rango de 0 (negro) a 100 (blanco); a* representa la escala de rojo
(positivo) al verde negativo y b* la escala del amarillo (positivo) al azul (negativo)
(Figura 21). El color se expresa en funcion de la luminosidad (L*) y el croma (C)

[(@%+b?)'2]. Las lecturas se realizaron por triplicado.

White
L*=100

Yellow
Green / +b*
-a

»

+a

Black
L*=0

Figura 21. Escala de Hunter Lab
Fuente: Hunterlab. Inc., 2008

42



4.5.5 Preparacién de muestra para retencion de glucosa.

Para determinar la retencién de glucosa en los extractos se utilizé el método de
Chau et al. (2004). Se pes6é 1 g de cada muestra en una balanza analitica
(Electronic Balance Class, Modelo: FA2104C, U.S.A.); se afiadieron 100 mL de
solucion de glucosa (100 mM/L) en un matraz Erlenmeyer de 250 mL previamente
ajustada a pH de 2.0 a 4.0, para simular las condiciones durante el proceso de
digestion y se mantuvieron en un Bafio Maria (Marca: VWR, Modelo CP111806,
U.S.A.) a 37 °C durante 6 h con agitacion suave, después se centrifugaron a 3500
rom por 15 min (Centrifuga Marca: Eppendorf, Modelo: 5810R, Alemania) y se
determind el contenido de glucosa en el sobrenadante mediante el método de DNS;

Miller (1959) para azucares reductores directos.

4.5.5.1 Preparacioén de disolucion DNS

1) Se pesaron las siguientes cantidades
e 1 gde acido 3,5- dinitrosalicilico
e 1 g de hidroxido de sodio
e (.05 g de sulfito de sodio anhidrido
e 0.02 g de fenol (CsHsOH).

2) Se aforaron los reactivos a 100 mL con agua destilada
3) Se preparé una solucion de glucosa diluyendo un gramo de glucosa anhidra en

10 mL de agua

4.5.5.2 Preparacion de la curva de calibracion.

Para la curva de calibracién se prepard una solucion stock de 1 mg/mL de glucosa
como se muestra en el cuadro 9. Se procedid a medir la absorbancia en el

espectrofotometro (ThermoSpectronic, colorado USA) a 540 nm.
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Cuadro 9. Concentracion de la curva patrén para retencidon de glucosa.

Tubo Concentracion de Solucién patron H20
AR (mg/mL) DNS (mL) (mL)

0 0 0 5
1 0.1 0.5 4.5
2 0.0 1.0 4.0
3 0.3 1.5 3.5
4 0.4 2.0 3.0
5 0.5 2.5 25
6 0.6 3.0 2.0
7 0.7 3.5 1.5
8 0.8 4.0 1.0
9 0.9 4.5 0.5

10 1.0 5.0 0

AR= Azucares reductores. DNS= acido 3,5- dinitrosalicilico.
Fuente: Elaboracién propia.

Figura 22. Determinacion de azucares reductores (AR).
Fuente: Elaboracion propia

Para determinar la capacidad de retencion de glucosa en las muestras (Figura 22)
se colocd 1 mL de extracto o de solucion patron, después se agregé 1 mL de
reactivo DNS (acido 3,5-Dinitrosalicilico), se calenté en un bano en ebullicién por 5
min. Se enfrié por 10 min y se agregaron 10 mL de agua destilada, se dej6 reposar
durante 15 min, después se midid la absorbancia en un espectrofotdmetro
(ThermoSpectronic, colorado USA) a 540 nm, para cada uno de los extractos se
realizé el mismo procedimiento, los valores se expresaron en mg de glucosa/Litro

de solucién, las muestras se hicieron por triplicado (Figura 23).
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455.2 Diagrama de proceso de retencién de glucosa

1g de acido 3,5-
dinitrosalicilico
1 g de hidréxido de sodio
0.05 g de sulfito de sodio
anhidrido
0.02 g de fenol

Preparacion DNS

1 g de muestra
seca.
.
Agregar 1 mL de
glucosa a la

muestra con pH
ajustado a 2.5.

- Someter a bafio
Maria a 38 °C por
Dilucién con 6 h.
agitacion

™
Centrifugar a
3500 rpm por 15

min.
=
Aforaciéon con -
100 mL H20

Extracto

.................................... -
Dilucioén:

1 mL de extracto

1 mL de DNS

-
Bano Maria en
ebullicion por 5
min.

Enfriar T°
ambiente

Diluir con 10 mL
de H20.

Reposar 15 min.

-
Medir
absorbancia a
540 nm.

Figura 23. Diagrama de proceso para determinacion de azucares reductores

(AR).

Fuente: Elaboracion propia.
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4.6 Obtencion del extracto de chilacayote

El proceso de extraccion de chilacayote (Cucurbita ficifolia) se llevé a cabo en el
laboratorio de ciencia de los alimentos y extractos vegetales en el Colegio de
Posgraduados Campus Cordoba. Se tomaron 3 chilacayotes de la misma variedad,
con un cédigo (A, By C). Posteriormente se pelaron de forma manual, se retiraron
las cascaras, semillas e hilachas previamente pesadas. Se trabajé con etanol como

solvente polar para la extraccidon del chilacayote en dos modalidades (Figura 24):

e Fruto fresco

e Fruto seco (deshidratado)

Figura 24. Chilacayote fresco (a) y deshidratado (b).
Fuente: Elaboracién propia

4.6.1 Obtenciéon de harina de pulpa de chilacayote.

Para la obtencién de la harina, se pesé 1 kg de pulpa de chilacayote fresco en una
balanza analitica (Electronic Balance Class, Modelo: FA2104C, U.S.A.). Enseguida
se reband en rodajas de 6 mm de espesor, utilizando un Calibrador Vernier (Marca
Mitutoyo serie 530, Modelo Estandar, México). Posteriormente se colocaron en
charolas de aluminio y se introdujeron al horno de secado (Marca Felisa, México) a
una temperatura de 40 °C durante un periodo de 48 h. Una vez transcurrido este
tiempo, las muestras se sacaron del horno y se colocaron en un desecador (Marca
Luzeren, México). Finalmente, las muestras secas se molieron en una licuadora

(Marca: Osterizer, U.S.A.) y se tamizaron (Maya N.° 30 con abertura 0.600 mm).
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4.6.2 Obtencion del extracto a partir de pulpa seca.

Se peso 1 g de harina de chilacayote y se coloco en un tubo de 15 mL, se vertio 10
mL de etanol (Merck, Alemania). Se agito en un vortex (Marca: Fisher Pulse Vortex
Mixer Modelo: E193273 U.S.A.). En seguida esta mezcla se puso en bafio Maria
(Marca: VWR, Modelo CP111806, U.S.A.) a 38 °C durante 2 h con agitacién
constante. Una vez transcurrido este tiempo, la mezcla se centrifugo a 3500 rpm
por 15 min (Centrifuga Marca: Eppendorf, Modelo: 5810R, Alemania). Finalmente,
las muestras centrifugadas se mantuvieron en el congelador a -20 °C hasta su

analisis. Los analisis se realizaron por triplicado.

4.6.3 Obtencion de extracto a partir de pulpa fresca.

Se pesaron 62.5 g de pulpa de chilacayote por triplicado, posteriormente se licué
con 75 mL de etanol (Merck, Alemania) en una licuadora (Marca: Osterizer, U.S.A.)
durante 45 s, se vaciaron las muestras en matraces de Erlenmeyer. Después se
colocaron en Bano Maria (Marca VWR, Modelo CP111806, U.S.A.) a38 °C por 2 h
en agitacién constante y posteriormente se centrifugaron (Marca: Eppendorf,
Modelo: 5810R, Alemania) a 3500 rpm por 15 min (Figura 25). Finalmente se
guardaron las muestras en congelacion a -20 °C, hasta su analisis. Los analisis se

realizaron por triplicado.

Figura 25. Obtencién de extracto fresco y seco de pulpa de chilacayote.
Fuente: Elaboracion propia.
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4.7 Analisis de compuestos bioactivos (fitoquimicos).

4.71 Determinacion de capacidad antioxidantes por el método DDPH
(2,2 difenil-1-picrihidraxil).

La actividad antioxidante se evalué mediante el método de captura de radicales
libres del 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) (Sigma-Aldrich, Alemania) descrito por
(Brand-Williams et al., 1995).

Se tomdé 1 mL de solucidon estandar o extracto etandlica, 0.5 mL de solucién
etandlica al 96%. Un mL de reactivo de DPPH al 0.2 Mm. Se dejaron reposar
durante 220 min y se midié la absorbancia a 515 nm en un espectrofotometro
(Marca: Thermo Fisher Scientific Genesys, Modelo: 10-S, U.S.A) (Figura 26). Los
resultados fueron expresados en % de inhibicion segun Soler-Rivas et al. (2000).
Todos los analisis se realizaron por triplicado. La actividad antiradicalaria fue
calculada y expresada como el porcentaje de decoloraciéon del DPPH empleando la

siguiente ecuacion:

abs — abs
%DPPH=< DPPHo t>*100

absDDPHO

abspppy,= absorbancia de la solucién de DPPH 0.1 mM (etandlica).

abs,;= es la absorbancia de las muestras al tiempo t.
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4.7.2 Diagrama de ensayo de DPPH.

Adicionar 1 mL de solucion o
extracto etandlica

0.5 mL de solucidén etandlica
al 96%.

Adicionar 1 mL del reactivo
de DPPH al 0.2 mM.

Incubacion a 60 min a
temperatura ambiente.

Lectura de absorbancia a
515 nm.

Figura 26. Diagrama de proceso para determinacion de actividad antioxidante.
Fuente: Elaboracion propia.

4.7.3 Determinaciéon de compuestos fendlicos totales (FT) por el

método (espectrofotométrico Folin-Ciocalteu).

4.7.31 Preparacion de la curva de calibrado de Folin-Ciocalteu.

Para construir la curva de calibracion, se prepararon soluciones de acido galico

(Figura 27), para ello se prepararon una serie de soluciones patrones con

concentraciones de 0 a 0.5 mg/mL, usando el siguiente cuadro 10:
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Cuadro 10. Concentracion para la curva patrén para compuestos fendlicos totales
(CFT), solucién patron (SP), acido galico (AG), agua destilada (H20),
Folin-Ciocalteu (F-C).

Preparacién de la solucion Complejo coloreado de la solucién
patrén (SP) de AG. patron (SP) a 765 nm.
Conce AG H,0  Volumen F-C. S Na,CO; Aforara
Tubos ntmg/ (ul) (ul) (S P) mL al 20% 10 mL
ml
1 0 o 5000

2 0.025 50 4950
3 0.05 100 4900
4 01 200 4800 0.1 0.5 0.15 10
5 0.15 300 4700
6 0.25 500 4500
7 0.5 1000 4000

Fuente: Elaboracion Propia.

Figura 27. Curva patron de acido galico (AG) para cuantificacion de
compuestos fenoles totales (CFT).
Fuente: Elaboracion propia.
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4.7.3.2 Determinacién de compuestos fenoles totales (CFT)

Para la determinacion de fenoles totales (FT) se utilizd6 el método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu de Prior et al. (2005), el cual consiste en una
mezcla de acido fosfotungstico y fosfomolibdico (color amarillo) que, en presencia
de un exceso de este reactivo, los fenoles reducen a los acidos anteriores a 6xidos
de tungsteno y molibdeno a color azul. En un matraz aforado de 10 mL se coloco
0.1 mL de extracto de pulpa (fresca y seca, respectivamente), 6 mL de agua
destilada (Hycel, México), 0.5 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich,
Alemania), 0.15 mL de carbonato de sodio (Na2CO3) al 20% (p/v) (Sigma-Aldrich,
Alemania) y se enrazaron con agua destilada, se dejaron reposar durante 2 h, se
midi6 las absorbancias en un espectrofotdmetro (Marca: Thermo Fisher Scientific
Genesys, Modelo: 10-S, U.S.A) a 765 nm. Se realizé una curva de calibrado con
acido galico (Fermont, México) y los resultados se expresaron en mg EAG/100 g

m.s.f. Todos los analisis se realizaron por triplicado.

4.7.4 Cuantificacion de flavonoides (quercetina, catequina, miricetina,
kaempferol y acido galico) por el método (NaNO,-AICI;-NaOH

espectrofotométrico).

4.7.41 Preparacion de curva de calibrado para flavonoides

Se prepar6 una solucién stock de 1 mg/mL para Quercetina, Catequina y Acido
galico para su posterior utilizacion. Para la preparacion de la curva de calibracion
se utilizé una solucién de quercetina (1 mg/mL) de la cual se tomaron volumenes
de 0 a 1000 pL en intervalos de 100 pL (ver cuadro 11) (Bedascarrasbure et al.,
2006).
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Cuadro 11. Concentracion de curva patron para (Quercetina, Catequina y

Acido galico).
Tubo Concentracion  Concentracion de solucién Agua dest.
mg/mL stock pL de quercitina ML HO;
0 0 0 1000
1 0.1 100 900
2 0.2 200 800
3 0.3 300 700
4 0.4 400 600
5 0.5 500 500
6 0.6 600 400
7 0.7 700 300
8 0.8 800 200
9 0.9 900 100
10 1.0 1000 0
Fuente: Elaboracion propia.
4.7.4.2 Preparacién de curva de calibrado para kaempferol y miricetina.

Se preparo una solucion stock de 0.5 mg/mL para Kaempferol y Miricetina para su

posterior utilizaciéon. Para la preparacién de la curva de calibracion (Cuadro 12) se

utilizé una solucion de Kaempferol y Miricetina 0.5 mg/mL de la cual se tomaron

volumenes de 0 a 500 yL en intervalos de 50 uL (Bedascarrasbure et al., 2006).

Cuadro 12. Concentracion de curva patron para Kaempferol y Miricetina

Tubo Concentracion Concentracion de Agua
0.5 mg/mL solucion stock pL de destilada.
kaempferol MLHO;
0 0 0 500
1 0.05 50 450
2 0.10 100 400
3 0.15 150 350
4 0.20 200 300
5 0.25 250 250
6 0.30 300 200
7 0.35 350 150
8 0.40 400 100
9 0.45 450 50
10 0.50 500 0

Fuente: Elaboracion propia.
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Como resultado de la realizacion de las curvas de calibrado para cada uno de los compuestos flavonoides en el cuadro 13 se

presenta el concentrado de las rectas de calibrado.

Cuadro 13. Rectas de calibrado de flavonoides

Acido Galico Catequina

Quercetina

Miricetina

Kaempferol

Rango de
] 0,1 mg/mL-1mg/mL  0,1mg/mL-1mg/mg
concentraciones

Ecuacion y=0,1612x+0,0075 y=0,0357x+0,00157
R? 0,997 0,995
DE ordenada en
0,05 0,11
el origen
DE pendiente 0,3 0,31

0,1mg/mL-1mg/mL

y=0,1228x-0,0007

0,9962

0,03

0,3

0,1 mg/mL-0,5mg/mL

y=3785x+0,0134

0,9889

0,06

0,015

0,1mg/mL-0,5mg/mL

y=1878x-0,0007

0,9812

0,02

0,158

Fuente: Elaboracion propia.
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4.7.4.3 Concentracion para cuantificacion de catequina y acido galico.

Para determinar el contenido de flavonoides totales se utilizd el método
espectrofotométrico de NaNO2-AICl3-NaOH, la formacion de complejo flavonoide
AICI3 en solucion etandlica segun Bedascarrasbure et al. (2006) con algunas
modificaciones (Figura 28). Se utilizaron 300 pL de extracto o estandar y después
se le adicionaron 200 pL de nitrito de sodio (NaNO3) al 5%, se homogenizaron en
vortex y se dejaron reposar por 5 min. Posteriormente se le adicionaron 200 uL de
cloruro de aluminio (AICI3) al 10%, se homogeniza y se deja reaccionar por 5 min.
Después se le adicionaron 500 pL de hidréxido de sodio (NaOH) al 0.1 N, finalmente
se completd el volumen de cada referencia o muestra a 2.5 mL con agua destilada,
la absorbancia fue medida a 510 nm. Los resultados fueron expresados en mg de

(Acido galico y Catequina) en 100 g de muestra seca o fresca (mg /100 g m.s.f).
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Adicionar 300 pL de extracto
o estandar

Adicionar 200 pL de nitrito
de sodio(NaNO3) al 5%.

Homogenizar en vortex por
15 s. Dejar reaccionar
durante 5 min.

Agregar 200 uL de cloruro de
aluminio (AICI3) al 10%

Dejar reaccionar durante 6
min.

Agregar 500 uL de hidréxido de
sodio (NaOH) al 0.1 N.

Agitar inmediatamente.

Agregar 1.5 mL/puL de agua
destilada. Agitar inmediatamente
y después reposar durante 30 min
hasta coloracion rosacea.

Lectura de la absorbancia
510 nm

Figura 28. Diagrama de cuantificacién de Catequina y Acido Galico.
Fuente: Elaboracion propia.
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4.7.4.4 Concentracion para cuantificacion de quercetina, miricetina y
kaempferol.

Para cuantificar Quercetina, Miricetina y Kaempferol, como se muestra en la figura
29, se utilizaron 200 uL de extracto o estandar y después se le adicionaron 400 L
de nitrito de sodio (NaNO>) al 5%, se homogenizaron en vortex por 15 sy se dejaron
reposar por 5 min. Posteriormente se le adicionaron 400 uL de cloruro de aluminio
(AICI3) al 10%, se homogenizaron y se dejaron reposar por 5 min. Después se le
adicionaron 500 uL de hidréxido de sodio (NaOH) al 0.1 N. finalmente se completd
el volumen de cada referencia o muestra a 2.5 mL con agua destilada, la
absorbancia fue medida a 510 nm. Los resultados fueron expresados en mg de
Quercetina, Miricetina y Kaempferol en 100 g de muestra seca o fresca (mg /100 g

m.s.f).
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Adicionar 200 pL de extracto
o estandar

Adicionar 400 pL de nitrito
de sodio (NaNO2) al 5%.

Homogenizar en vortex por
15 s. Dejar reaccionar
durante 5 min.

Agregar 400 uL de cloruro de
aluminio (AICI3) al 10%

Dejar reaccionar durante 6
min.

Agregar 500 uL de hidréxido de
sodio (NaOH) al 0.1 N y agitar
inmediatamente.

Agregar 1mL/pL de agua
destilada, agitar inmediatamente
y reposar durante 30 min hasta
coloracion rosacea.

Lectura de la absorbancia
510 nm

Figura 29. Diagrama para cuantificacion de Quercetina, Miricetina y
Kaempferol.
Fuente: Elaboracion propia.
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4.8 Diseno experimental

Para el analisis de datos se utilizé el paquete estadistico SAS 9.3 para Windows
se realizé un disefio completamente al azar con un factor (Chilacayotes: A, B 'y
C), con tres tratamientos (Fresco, Seco). Por consiguiente, se evalud la
presencia de fenoles totales, actividad antioxidante y glucosa presentes en los
chilacayotes en los diferentes tratamientos. Para el analisis de datos se utilizo el

siguiente modelo matematico:
YVij=pnt+ote; i=1,2, ..
Y;;= variable de respuesta en la j-ésima repeticion del i-e€simo del tratamiento.
u= es la media general
oc;= Efecto del tratamiento i
€;;= error del experimento
Analisis de varianza para este modelo es:
Ho: F, fenoles= S fenoles

Ha: al menos un efecto de tratamiento es diferente.

4.9 Analisis estadistico

Con los datos de la concentracion de compuestos fendlicos totales (FT),
capacidad antioxidante (CA), azucares reductores (AR) y flavonoides de la
poblacion de chilacayotes evaluadas se realizé un analisis de varianza y pruebas
de comparacién de medias por el método Tukey (p<0,05). Todas las
determinaciones se realizaron por triplicado. Los datos se analizaron con SAS,

version 9.3 para Windows en conjunto con Minitab 17.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Caracterizacion fisicoquimica de los chilacayotes

Entre las caracteristicas importantes que pueden determinar la calidad interna
de chilacayotes se encuentran aquellas que involucran la composicion del fruto;
como la concentracion de solubles totales (°Brix), la acidez titulable (en % acido
citrico), pH, color; ademas de otras caracteristicas fisicoquimicas. En el cuadro
14 se presentan los resultados de la caracterizacién fisicoquimica de los

chilacayotes (Cucurbita ficifolia) evaluados.

Cuadro 14. Resultado de analisis fisicoquimica del chilacayote.

Chilacayote = SST (%) pH AT (% AC) L* a* b*
A 47 +0.442 508+0.022 0.22+0.0° 61.67 -17.52 29.95
B 443 +0.152 553 +0.312 0.23 £0.022 45.81 -17.16 25.89
C 457 +0.25% 549+0.422 0.24 +0.01 44.31 -1548 22.88

*Los valores representan la media + desviacion estandar (DE), n = 3. Letras iguales indican que
no existe diferencia estadistica (P > 0.05) entre los chilacayotes. SST: Contenido de solidos
solubles totales en °Brix; AT: Acidez titulable en porcentaje de acido citrico; L*: Luminosidad de
0 negro a 100 blanco; a*: Escala de rojo positivo al verde negativo; b*: Escala de amarillo positivo

a azul negativo.

Las caracteristicas fisicoquimicas estan estrechamente relacionadas con el
grado de madurez de los frutos y con el grado de aceptacion de los mismos,

debido a esto son importantes para evaluar la calidad.

Evaluacion de color (estado de madurez) (Cuadro 14), especifica la distribucién
de color de acuerdo al grado de maduracion de chilacayotes estudiados. Los
valores fueron expresados por medio de los parametros de escala de Hunter L*,
a* y b*. Es importante mencionar que el color es un factor determinante en la
aceptabilidad de chilacayotes. Los valores de luminosidad (L*) de los tres
chilacayotes van desde 44 a 62 y son indicativos que tiene una luminosidad

media, los valores a* y b* muestran el color verde que caracteriza a los
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chilacayotes, datos similares a los obtenidos por Lopez-Camelo y Gomez (2004),

en epicarpio de tomates durante la maduracion.

El pH y la acidez titulable (AT) son parametros indicadores del contenido de
compuestos de caracter acido que presentan las muestras, como es el caso de
los acidos organicos (Figura 14), los valores de pH de los tres chilacayotes
evaluados de una poblacion de forma aleatorio, muestran valores de (5.08 £ 0.02
a 5.53 £ 0.31), similar a los valores obtenidos (5.42 £ 0.12 a 5.69 £ 0.21) por

Arévalo y Arias (2008), determinados en zambo (Cucurbita ficifolia Bouché).

La concentracion de solidos solubles totales (SST) representa la concentraciéon
de sacarosa y fructosa u otros carbohidratos presentes en los frutos de
chilacayote, esta cuantificacion se relaciona con el contenido de azucares y
madurez optima de los frutos. Los datos obtenidos estan expresados en °Brix y
muestran valores desde (4.4 + 0.15 a 4.7 + 0.44). Arévalo y Arias (2008)
encontraron valores similares en fruto tierno (3.43 £ 0.11) y fruto maduro (5.28
0.22).

Los valores obtenidos de acidez titulable en pulpa de chilacayote expresados
como porcentaje de acido citrico (0.22 + 0.0 a 0.24 £ 0.01) fue mayor al obtenido
por Arévalo y Arias (2008), cuyos valores encontrados oscilaron entre 0.04 £ 0.06
y 0.08 + 0.03; también demostraron valores significativos entre el estudio de pH
y el contenido de solidos solubles totales (STT). Estos estandares son
principales, para determinar el contenido de acidos organicos presentes en frutas

y hortalizas, caracteristicas importantes que determinan su calidad.

5.2 Determinacion de compuestos bioactivos en chilacayotes.

5.2.1 Determinacion de compuestos fendlicos totales (FT) por el método
espectrofotométrico Folin-Ciocalteu.

El método de Folin-Ciocalteu, cuyo fundamento esta sustentado en una reaccion
de Oxido-reduccion, es el método mas utilizado para medir la capacidad
antioxidante en funcion del contenido de polifenoles totales en frutas y vegetales

(Prior et al., 2005), sin embargo hay que tener en cuenta que el reactivo Folin-
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Ciocalteu, es capaz de reaccionar mediante una reaccién redox con muchos
otros compuestos que integran la muestra alimenticia, por eso la utilidad de este
método para determinar el contenido de compuestos fendlicos totales (CFT) en

los alimentos es esencial.

Para determinar el contenido de compuestos fendlicos total (CFT) de los
extractos etandlicos de pulpa de chilacayote se partié de la ecuacion obtenida
de la curva de calibrado de acido galico (y = 0.0012x - 0.0042), la cual muestra
una buena correlacion lineal con una R? = 0.9979 como se puede observar en la

figura 30.

0,6

y =0.0012x — 0.0042

2 R?=0.9979

0,4
0,3

0,2

Absorbancia 765 nm

0,1

00 ©

0,0 0,1 0.2 03 0,4 0,5
concentracion mg EAG / mL

Figura 30. Curva de calibracion de acido galico para compuestos fendlicos
totales (CFT) expresado en (mg EAG / mL).

Una vez obtenida la curva de acido galico (AG) para compuestos fendlicos
totales (CFT) se sustituyeron las absorbancias y los resultados obtenidos se
presentan en el cuadro 15 expresados en mg de equivalentes de acido galico
(EAG) por 100 gramos de muestra (mg EAG / mL).
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5.2.2Determinacion de la capacidad antioxidante total por el método
DPPH (radical 2,2 difenil-1-picrihidraxil).

Este método desarrollado por Brand-Williams (1995) se basa en la habilidad de
atrapar radicales libres presentes en el medio. La molécula DPPH se caracteriza
por ser un radical libre estable, que en disolucion etandlica presenta un color
violeta intenso con una absorbancia a 515 nm. Cuando la solucion DPPH se
mezcla con una sustancia que puede donar un atomo de hidrogeno
(antioxidante), reduce al radical DPPH, con la perdida de color violeta, el cual es
estequiométrico con respecto al numero de electrones que capture, tornandose

de violeta a un amarillo palido (Molyneux, 2004).

Para cuantificar el porcentaje de inhibicion se prepard una recta de calibrado de
Eq. Trolox, aforando con etanol como estandar, debido a su analogia con las
propiedades antioxidantes. De esta forma, se cuantificé el porcentaje de
inhibicidn y la capacidad antioxidante total (CAT) en miligramos equivalentes de

Trolox (Figura 31).

0,045

y = 0.0089x + 0.0219 °
R?=0.9802

0,040

0,035

0,030

Absorbancia 515 nm

0,025

0,020 e
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0

Concentracion Eq. Trolox / mL

Figura 31. Curva de calibracion de Trolox expresada en Eq. Trolox / mL.

Una vez realizada la recta de calibrado en Eq. Trolox (6-hydroxy-2, 5, 7, 8-

tetramethylchroman-2-carboxylic acid) por el método DPPH (2, 2-difenil-
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1picrihidracil) se sustituyeron las absorbancias y los resultados obtenidos se

expresaron en equivalentes de Trolox / mililitro de solucion (Eqg. Trolox / mL sol.).

5.2.3 Determinacion de flavonoides

Los flavonoides son compuestos fendlicos constituyentes de la parte no
energética de la dieta humana. El acido galico (AG), es un &cido fendlico
presente en frutas y vegetales como: uva, granada, nueces, platano, fresa,
arandano, cascara de manzana, mango, acelga, brdocoli, espinacas (Taitzoglou
et al., 2001).

0,18

y =0.1612x + 0.0075
R%=0.9937

0,16
0,14
0,12
0,10
0,08
0,06
0,04

Absorbancia 510 nm.

0,02

0,00

0,0 0,2 0.4 0.6 0.8 1,0
Concetracion mg EAG / mL

Figura 32. Curva de calibracion de acido galico para flavonoides expresada
en mg EAG / mL sol.

En la figura 32 se presenta la curva de acido galico (AG), que se utilizo para la
cuantificacion de flavonoides totales, expresada en mg EAG / mL sol. presentes
en los extractos de pulpa de chilacayote, empleando el método
espectrofotométrico (NaNO2-AICI3-NaOH) (Figura 33). Los resultados se
obtuvieron a partir de la curva de calibracion de acido galico (AG), y = 0.1612x +
0.0075 (Figura 32), el cual presenta una buena correlacion lineal con una R? =
0.9937. Posteriormente se sustituyeron las absorbancias y los resultados se

especifican en el cuadro 16.
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Figura 33. Lectura de absorbancia de acido galico(AG).

Para la determinacion del flavonoide quercetina se empled el método
colorimétrico (NaNO2-AlClI3-NaOH), a partir de una curva de calibracion de
quercetina, la cual tiene una capacidad antioxidante de 4.7 mM, que es cinco
veces mayor que la vitamina E y C; También presenta una solubilidad similar a

la vitamina E, segun lo reportado por Sartor et al., 2002.

0,12 -
y =0.1228x - 0.0007

0,10 R?=0.9962
0,08
0,06

0,04 -

Absorbancia 510 nm.
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0,0 0.2 0,4 0,6 08 1,0
Concetracion mg EQ / mL

Figura 34. Curva de calibracion de quercetina para flavonoides expresada en
solucion (mg EQ / mL sol.).

En la figura 34 se presenta la recta de calibrado de Quercetina que se utilizo para
la cuantificacion de flavonoides totales, expresada en mg EQ / mL sol. presentes
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en los extractos de pulpa de chilacayote, empleando el método colorimétrico
(NaNO2-AlICI3-NaOH) (Figura 35). Los datos se calcularon a partir de la ecuacion
obtenida de la curva de calibracion de quercetina, y= 0.1228x - 0.0007 (Figura
34), la cual presentd una buena correlacion lineal con una R?= 0.9962.
Posteriormente se sustituyeron las absorbancias y los resultados se expresaron
en miligramos equivalentes de quercetina / mililitros de solucion (mg EQ / mL

sol.) como se detalla en el cuadro 16.

Figura 35. Lectura de absorbancia de quercetina.

La recta de calibrado de catequina (Figura 36) que se utilizd para la
cuantificacion de flavonoides totales, expresada en catequina presente en los
extractos de pulpa de chilacayote, empleando el método colorimétrico (NaNO2-
AICI3-NaOH) medidos a 510 nm en un espectrofotdmetro (Marca: Thermo Fisher
Scientific Genesys, Modelo: 10-S, U.S.A).
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Figura 36. Curva de calibracién de catequina expresada en mg EC / mL sol.
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Una vez realizada la curva de calibracion, se efectuaron los calculos a partir de
la ecuacion obtenida de la curva de catequina, y= 0.3585x + 0.0153 (Figura 36),
con una correlacion lineal R?= 0.998. Posteriormente se sustituyeron las
absorbancias y los resultados se expresaron en miligramos equivalentes de
catequina / mililitro de solucién (mg EC / mL sol.) como se detalla en el cuadro
16.
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Figura 37. Curva de calibracion de miricetina expresada en mg EM / mL sol.

En la figura 37 se modelé la recta de calibrado de miricetina que se utilizé para
la cuantificacion de flavonoides totales (FT), expresada en miricetina presentes
en los extractos de pulpa de chilacayote, empleando el método colorimétrico
(NaNO2-AICI3-NaOH) a 510 nm en un espectrofotdmetro (Marca: Thermo Fisher
Scientific Genesys, Modelo: 10-S, U.S.A). Los calculos se efectuaron a partir de
la ecuacion obtenida de la curva de calibracion de quercetina, y= 0.3785x +
0.0134 (Figura 37), la cual presenta una buena correlacion lineal con una R?=
0.9889. Posteriormente se sustituyeron las absorbancias y los resultados se

especifican en el cuadro 16.
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Figura 38. Curva de calibracién de kaempferol expresada en mg EK/ mL sol.

En la figura 38 se muestra la curva de Kaempferol que se utiliz6 para la
cuantificacion de flavonoides totales (FT), expresada en kaempferol presentes
en los extractos de pulpa de chilacayote, empleando el método colorimétrico
(NaNO2-AICI3-NaOH) medidos a 510 nm en un espectrofotdmetro (Marca:
Thermo Fisher Scientific Genesys, Modelo: 10-S, U.S.A). Se realizaron los
calculos a partir de la ecuaciéon obtenida de la recta de calibrado de quercetina,
y= 0.1678x + 0.0015 (Figura 38), la cual presentd una correlacion lineal R?=
0.9969. Posteriormente se sustituyeron las absorbancias y los resultados se
expresaron en miligramos equivalentes de kaempferol / mililitros de solucion (mg

EK/ mL sol.) como se observa en el cuadro 16.

5.2.4 Azulcares reductores

En la figura 39 se modela la recta de calibrado con altos coeficientes de
correlacién para la curva patron de glucosa utilizando el método DNS. Martinez-
Florez et al. (2002) afirmaron que el chilacayote contiene el azucar D-quiro-
inositol, el cual nivela los efectos de insulina; sin embargo, este compuesto
unicamente presenta accidon cuando se administra conjuntamente con
flavonoides del mismo fruto o verdura. Verde et al. (2012) indicaron que el
consumo de chilacayote produce efectos antinflamatorios, antioxidantes y

antivirales. Xia y Wang (2006), afirmé que en el extracto acuoso del chilacayote
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se encuentra presente el compuesto D-quiro-inositol (DQI) mediador de los

efectos de insulina.

2,0
y =0.0018x + 0.107
R?=0.9963

£ 1,5
c
o
<
wn
o
o 1,0
©
=
2
je)
< 05

0,0

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

concentracion mg AR / mL

Figura 39. Curva de calibracion tipo glucosa (AR) expresada en mg AR / mL
sol.

En la figura 39 se presenta la curva de calibracion de glucosa que se utilizé para
la cuantificacion de azucares reductores (AR), expresada en miligramos de
glucosa / mililitro de solucion (mg AR / mL sol.) presentes en los extractos de
pulpa de chilacayote, empleando el método DNS (Acido 3,5-dinitrosalicilico)
medido a 540 nm en un espectrofotometro (Marca: Thermo Fisher Scientific
Genesys, Modelo: 10-S, U.S.A) (ver figura 40). Se realizaron calculos a partir de
la ecuacion obtenida de la curva de calibracion de glucosa, y= 0.0018x + 0.107
(Figura 39), la cual presentd una buena correlacion lineal (R?= 0.9963).
Posteriormente se sustituyeron las absorbancias y los resultados se detallan en

el cuadro 15.
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Figura 40. Lectura de azucares reductores (AR) en extracto de chilacayote.

5.2.5 Evaluacion de compuestos bioactivos de acuerdo a la poblacién

estudiada.

Los compuestos fendlicos son constituyentes muy importantes en las frutas y
vegetales debido a su habilidad para secuestrar radicales libres; habilidad que
estd relacionada con la presencia en la molécula del grupo hidroxilo. Los
flavonoides son sustancias producidas como metabolitos secundarios en frutas
o vegetales, donde ejercen diversas funciones como antifungicos, bactericidas,
quelantes de metales, protectores de radiacion ultravioleta, colorantes y
controladores de las auxinas reguladoras de crecimiento y de la diferenciaciéon

de frutas y vegetales (Martinez-Flérez et al., 2002).

Cuadro 15. Contenido de compuestos bioactivos en chilacayote.

TRT. CAT (DPPH) CFT AR

% inhibicion  mg Eq. Trolox/gp mg EAG /100 g p mgG/100gp

FRESCO 76.95+ 1.67° 4,72 + 0.042 72.26 + 2.39° 74,10 £ 2.00°

SECO  92.64 + 0.077° 5.54 + 0.09° 296.51 + 4.2° 254,47 + 12.52°
*Los valores representan la media + su desviacion estandar (DE). Letras iguales indican que no

existe diferencia estadistica (P > 0.05) entre los tratamientos evaluados. Capacidad antioxidante
total (CAT), Azucares reductores (AR), Compuestos fendlicos totales (CFT), Equivalentes de
acido galico (EAG).
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En el cuadro 15 se presentan los resultados del contenido de compuestos
fendlicos totales (CFT) de acuerdo a los tratamientos. La pulpa seca presento
(296.51 £ 4.2 mg EAG / 100 g m). Posteriormente en pulpa fresca presenta un
total de (72.26 + 2.39 mg EAG / 100 g m). Estos resultados son similares a los
obtenidos por Lépez et al. (2011) en extracto etandlico de pulpa deshidratada del
chilacayote (Cucurbita ficifolia Bouché) (217.15 mg acido galico / g de
chilacayote). Mufioz et al. (2014) afirm6 que el contenido de fenoles totales (FT)
en Zapalo loche (Cucurbita moschata Duchesne) en fresco fue de 103.869 mg
AG / 100 g m, en muestra sancochada de 48.100 mg AG / 100 g m y el menor
contenido fendlico es en fruto frito (43.800 mg AG / 100 g m). En relacién a las
propiedades funcionales, Plata (2012) determindé compuestos fendlicos en
Cucurbita ficifolia Bouché, utilizando como solvente el metanol en dos
modalidades fruto seco y fruto fresco, obteniendo 175.50 + 6.74 mg EAG / L de
extractoy 123.76 £ 76 + 804 mg EAG / L de extracto, respectivamente. El estudio
de compuestos fendlicos totales (CFT), asi como lo menciona Kroon y
Williamson (2005) demuestran que una dieta rica en frutas y vegetales esta
asociada con un bajo riesgo de contraer enfermedades crénicas (algunos tipos
de cancer) y cardiovasculares, atribuyendo este efecto protector a la presencia

de compuestos bioactivos, entre los cuales destacan los polifenoles.

La capacidad antioxidante total (CAT) evaluada en los tratamientos de fruto
seco y fresco se muestra en el cuadro 15. El fruto seco presenté mayor
porcentaje de inhibicion de DPPH seguida de fruto fresco con un total de 92.64
+0.077 y 76.95 + 1.67, respectivamente y en equivalentes de Trolox fue de 5.54
+ 0.09y 4.72 + 0.04 mg Eq. Trolox / g p, respectivamente. En relacién a las
propiedades funcionales, Negrillo y Yapias (2014) determinaron que la cantidad
de la capacidad antioxidante en Zapallo Loche (Cucurbita moschata Duchesne)
sancochado, fue destacado por presentar mayor porcentaje de inhibicion del
DPPH de los radicales libres en un 95%, dando su mayor capacidad antioxidante
total (CAT) en la muestra, resultados similares fueron obtenidos por Salazar et
al. (2009) en la elaboracion de extractos de flor de Jamaica en la evaluacion de
agentes antioxidantes en mM Eq. Trolox. En relacion con las propiedades
funcionales, Pena-Varela (2006) en el estudio de frambuesa, obtienen valores

un poco mas bajos, por lo que se demuestra que el chilacayote es una fuente
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importante de antioxidantes debido a su contenido de compuestos polifendlicos.
Segun Ishige et al. (2008) concluye que la capacidad antioxidante del extracto
de chilacayote capta radicales libres causantes del estrés oxidativo, se atribuye
a su vez a un efecto beneficioso en la prevencion de enfermedades circulatorias

neurolégicas y cancerigenas.

Los contenidos de glucosa en los extractos de chilacayotes evaluados de
acuerdo a los tratamientos del fruto se pueden observar en el cuadro 15. Fruto
seco contiene 254.47 £ 12.52 mg G / 100 g p, seguida del fruto fresco con valor
de 74.10 £ 2.00 mg G / 100 g p. Bagnis y Martinez (2006) encontraron valores
mas altos en fruto en base seco (1000 mg G /100 b s) y mas bajos en fruto base
fresco (50 mg G / 100 b s) determinados en el estudio de efectos de
hipoglucémico de chilacayote para el control de la diabetes. En relacion a las
propiedades funcionales Ruiz-Roso (como se cité en Garibay y San Martin,
2006) encontraron mayor contenido de glucosa en chilacayote en base seca con
un total de 1500 mg G / 100 b s y demostraron que la capacidad de retencion de
glucosa es mayor a un pH 4.0 que un pH 2.0. En el estudio de extracto acuoso
de guarumbo, jugos de nopal y chilacayote, se sugiere que existen compuestos

en estas muestras que reaccionan con el grupo carbonilo libre de glucosa.

Mayor contenido de flavonoides totales (FT): Acido galico, Quercetina,
Catequina, Miricetina, y Kaempferol (Cuadro 16) fueron encontrados en fruto
seco. Valores similares de miricetina (0.88 £ 0.22 mg AG / 100 m s), kaempferol
(2.25 £ 0.07 mg AG / 100 m s), quercetina (2.75 + 0.25 mg AG / 100 m s),
catequina (11.5 £ 0.08 mg AG / 100 m s) y acido galico (33.25 + 0.16 mg AG /
100 m s) fue reportado por Plata (2012) y Salah et al., (2010) al evaluar extractos
metanolicos y etandlicos, quienes concluyeron que existe una mejor extraccion

de polifenoles, antocianinas y capacidad antioxidante con extracto etandlica.

En relacion a las propiedades funcionales, Kevers et al. (2007) determinaron que
los compuestos fendlicos de diferentes verduras, comparando sus datos con el
presente estudio tiene menor concentracion que los valores determinados por

plata (2012) en el estudio de pepino y brocoli pero a diferencia de esto se
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encontré una pequefia cantidad de miricetina en el chilacayote (0.88% p / p) lo
que le da una composicion mas completa de compuestos fenélicos, confirmando
con ello que con el chilacayote, es posible elaborar un producto nutracéutico

deshidratado que retengan los compuestos bioactivos.
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Cuadro 16. Contenido de flavonoides en chilacayotes.

TRT AG Q C M K
] (mgEq./100gp) (mgEq./100gp) (mgEqQ./100gp) (mgEqQ./100gp) (mgEq./100gp)
FRESCO 4.07 £ 0.08? 0.85+0.02 2.76 £ 0.06 0.11+0.00 0.51 £ 0.01

SECO 29.67 + 1.22° 5.05+0.1 12.31 £ 0.41 0.49+0.01 2.32+0.05

*Los valores representan la media * su desviacion estandar (DE). Letras iguales indican que no existe diferencia estadistica (P >
0.05) entre la poblacion de chilacayotes evaluadas. mg Eq / 100 g p: Miligramos de equivalentes / gramos de pulpa. Acido galico:

(AG), quercetina: (Q), catequina: (C), miricetina: (M) y kaempferol: (K) en extractos etandlicos de chilacayote.
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VI.CONCLUSION

El contenido de compuestos fendlicos totales (FT) en chilacayotes (Cucurbita
ficifolia) fresca y deshidratada no presentan diferencia estadistica significativa,
sin embargo, mayor contenido (296,51 mg EAG / 100 g. p. s.) fue encontrado en
pulpa seca (deshidratada). La capacidad antioxidante de chilacayote (Cucurbita
ficifolia) posee altos porcentajes de inhibicion de DPPH y concentracion de
equivalentes de trolox (5,54 mg Trolox / g p s). Se caracterizaron 5 flavonoides:
acido galico, catequina, quercetina, kaempferol, y miricetina que al ser
comparados con otros frutos y verduras se concluye que el consumo de

chilacayote es recomendable ya que posee componentes nutracéuticos.

El andlisis de retencién de glucosa en chilacayotes; en pulpa seca presenté
mayor contenido (254,47 mg de glucosa / 100 g p s). El chilacayote es un fruto
que contiene azucar D-quiro-inositol, el cual nivela los efectos de insulina, este
compuesto Unicamente presenta accion cuando se administra conjuntamente
con los compuestos fendlicos, capacidad antioxidante y flavonoides del mismo

fruto.

Los resultados obtenidos en compuestos bioactivos en extracto seco, sugieren
que es viable proponer un producto nutraceutico a base de extracto seco de

chilacayote, debido a que se conservan dichos compuestos.
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VIL. RECOMENDACION

Incluir en la dieta, productos derivados del chilacayote por su alto contenido en
compuestos fendlicos, capacidad antioxidante y flavonoides que son benéficos
para la nutricién, salud y prevencion de enfermedades cardiovasculares.
Ademas, el chilacayote contiene el azucar D-quiro-inositol el cual nivela los

efectos de insulina.

Promover el consumo del chilacayote a nivel regional y nacional, dando a

conocer el contenido de compuestos bioactivos, benéficos para la salud.
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V. ANEXOS

Figura 41. Preparacion del DNS.

Figura 42. Peso de Chilacayote deshidratado.
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