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Resumen

Resumen

En la actualidad, la alimentacién de las personas es de manera tradicional; sin embargo,
hay una tendencia a incorporar nuevos ingredientes en la elaboracion de alimentos beneficios
a la salud. Ademas, proporcionan nuevos aromas, sabores e incrementan el valor nutritivo de
la dieta, por consiguiente, la variedad de alimentos que se generan hoy en dia incluyen el uso
de flores comestibles. El interés por el consumo de flores comestibles en la dieta humana se
debe principalmente al aporte nutrimental y efectos benéficos a la salud, sobre todo en la
prevencion de enfermedades cardiovasculares, cognitivas y algunos tipos de cancer, efectos
asociados fuertemente a los compuestos bioactivos presentes en la matriz vegetal,
esencialmente compuestos fendlicos [Capitulo I1].

Por otra parte, las cactaceas (cardon, xoconostle variedad ulapa, xoconostle variedad
cuaresmefio rosado y pitaya) son una familia de plantas con alrededor de 2000 especies,
clasificadas en 130 géneros, originarias del continente americano donde constituyen
primordialmente la vegetacion de zonas tropicales, templadas y aridas. En México se
encuentra la mayor diversidad de especies donde se estima que existen 669 especies y
aproximadamente 518 son endémicas. En la actualidad, diversas investigaciones se han
enfocado en estudiar los compuestos presentes en los frutos de las cactaceas, donde se ha
reportado que tienen compuestos con actividad biolégica y de importancia a nivel nutricional.
Sin embargo, la informacién sobre la composicion nutricional y compuestos bioactivos de
sus flores son escasos.

Por otra parte, el chipilin (Crotalaria longirostrata L.), es una planta silvestre que forma
parte de la dieta nutrimental y basica de comunidades locales del sureste mexicano, al ser un
alimento accesible para familias de escasos recursos. Las flores que produce esta planta, en
la actualidad, se consumen en algunos platillos tradicionales en las comunidades locales de
procedencia. Sin embargo, existe escasa informacion sobre los compuestos y posibles
beneficios nutricionales de estas estructuras vegetales.

Por lo anterior, el objetivo de la investigacion fue estudiar las caracteristicas
fisicoquimicas, nutricionales, funcionales y la actividad biologica de extractos
hidroalcoholicos de flores (carddn, xoconostle var. ulapa, xoconostle var. cuaresmefio
rosado, pitaya y chipilin), mediante técnicas oficiales de anélisis, para establecer su posible
utilizacion en la alimentacion humana y su impacto en la salud. En la investigaciéon se
utilizaron cuatro flores de la familia de las cactaceas y una flor de la familia de las fabaceas,
de limitada informacion cientifica con respecto a la composicion quimica, propiedades
funcionales y beneficios a la salud. Los materiales vegetales fueron la flor de cardén (C.
rosea), xoconostle var. ulapa (O. oligacantha), xoconostle var. cuaresmefio rosado (O.
matudae), pitaya (E. cinerascens) y chipilin (C. longirostrata L.) [Capitulo II1]. De acuerdo
con los resultados obtenidos de la caracterizacién nutricional y funcional, las flores de
cactaceas pueden considerarse fuente alternativa de nutrientes debido a su alto contenido de
proteinas, fibra cruda y carbohidratos. Ademas, la presencia de compuestos antioxidantes
como los polifenoles, flavonoides, carotenoides y acido ascorbico le confieren ser fuente
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Resumen

potencial de compuestos bioactivos con posibles efectos benéficos a la salud. La flor de
pitaya present6 la mayor actividad antioxidante en ambos métodos (DPPH® y ABTS**). Por
otro lado, compuestos de importancia biolégica fueron detectados mediante HPLC/ESI/MS
en las flores de cactaceas, la quercetina y sus derivados fueron los compuestos mayoritarios.
Este flavonol posee potenciales efectos farmacoldgicos contra la prevencion de
enfermedades asociadas al estrés oxidativo por su accion antioxidante. La isoramnetina y sus
derivados también fueron detectados dentro de los compuestos principales, estos importantes
por su efecto protector contra enfermedades neurodegenerativas, cardiovasculares y anti-
inflamatoria. Otros compuestos como los derivados del acido protocatéquico y apigenina
también fueron detectados, a estos se les atribuye efectos antioxidantes, antimicrobianos,
anticancerigenos y antiinflamatorios. Por otro lado, las flores de chipilin son fuentes de
carbohidratos, proteinas y fibra cruda, comparables con otras flores comestibles populares.
Compuestos antioxidantes como la clorofila, fenoles y flavonoides totales fueron detectados
principalmente, los carotenoides y acido ascorbico se detectaron en menores cantidades. En
cuanto a la actividad antioxidante, la flor de chipilin mostr6 mayor actividad antioxidante en
el método ABTS®*. Mientras que, el compuesto mas abundante identificado por
HPLC/ESI/MS fue 3-O-sambumbidsido de delfinidina, una antocianina que tiene efecto
antioxidante e hipoglucemiante. Estos resultados pueden coadyuvar a la valorizacion y
aplicacion de las flores en el desarrollo de alimentos funcionales o en el desarrollo de
productos nutracéuticos.

Ademas, se evalud la actividad anti-inflamatoria in vivo de extractos hidroalcoholicos
de flores mediante un modelo de edema inducido en oreja de ratobn CD-1 por 12-O-
tetradecanoilforbol-13 -acetato (TPA) como guia para determinar su posible uso como
coadyuvante en el proceso inflamatorio. Todos los tratamientos presentaron efectos
significativos (p < 0.05) de la inhibicion del edema auricular. Sin embargo, para las flores de
cactaceas la mayor actividad anti-inflamatoria se logr6 con la aplicacion del extracto
hidroalcohdlico de la flor de cardén (C. rosea), logrando inhibir el 57.65 % de la inflamacién.
El efecto encontrado se puede atribuir principalmente a los &cidos fenélicos como el acido
galico y p-cumarico, y flavonoides como la catequina, kaempferol y quercetina. Por otra
parte, el extracto de la flor y de las partes aéreas de chipilin (C. longirostrata L.) presentaron
el 20.64 % y 29.78 % de inhibicion inflamatoria, respectivamente. Este efecto puede ser
atribuido a los principales compuestos como 3-O-sambubiosido de delfinidina, 3-
hidroxifloretina 2"-O-xilosil-glucoésido, 1,2-disinapoil gentiobiosa en la flor, y en las partes
aéreas el 4-O-glucosido de acido cafeico, 3-O-(6"-acetil-galactdsido)-7-O-ramndsido de
quercetina y 6,8-di-C-glucdsido de apigenina [Capitulo 1VV]. De acuerdo con la literatura, se
ha reportado que estos compuestos tienen efectos anti-inflamatorios, debido a que acttuan
como inhibidores de los mediadores inflamatorios como la ciclooxigenasa, lipoxigenasa y
oOxido nitrico sintasa.

Finalmente, se evalud la actividad antibacteriana de extractos hidroalcohdlicos de las
flores contra bacterias de importancia en la salud publica. Se determiné la Concentracion
Minima Inhibitoria y la Concentracion Minima Bactericida contra bacterias Gram negativas
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Resumen

(Escherichia coli*®?'8, Salmonella typhi'4%?8) y Gram positivas (Staphylococcus aureus®®,

Listeria monocytogenest®'®). Todos los extractos hidroalcohdlicos presentaron actividad
inhibitoria significativa contra Salmonella typhi y Listeria monocytogenes, y actividad
bactericidad contra Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes. El extracto
hidroalcoholico de cardon y de las partes aéreas de chipilin presentaron mayor actividad
antibacteriana donde la CMI y CMB se encontré a menor concentracion con el resto de los
extractos analizados. Lo anterior, se puede atribuir a la presencia de los principales
compuestos encontrados en los extractos, principalmente acidos fenolicos (p-cumarico,
galico, vainillico), flavonoides (quercetina, kaempferol y catequina) en la flor de cardon. En
cuanto a las partes aéreas de chipilin principalmente acidos hidroxicinamicos (4-O-glucésido
de &cido cafeico), flavonoles (3-O-(6"-acetil-galactosido) 7-O-ramnoésido de quercetina) y
flavonas (6, 8-di-C-glucosido de apigenina) [Capitulo V].
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1.1. Introduccién general

Durante las ultimas décadas, las flores comestibles han tomado mayor importancia
formando parte de la dieta humana, principalmente como platillo Unico o como ingrediente
en la elaboracion de diversos platillos para mejorar las propiedades organolépticas y valor
nutritivo. Actualmente, el cambio en el estilo de vida saludable y el nivel socioeconémico ha
favorecido el consumo y demanda de estas estructuras vegetales en la gastronomia a nivel
mundial; lo anterior, debido a los beneficios que brindan a la salud como fuentes nutricionales
alternativas de carbohidratos, fibra cruda, proteinas y minerales, ademéas, como agentes
preventivos contra enfermedades asociadas al estrés oxidativo como las enfermedades
cronicas degenerativas (cardiovasculares y algunos tipos de cancer). Los efectos beneficiosos
a la salud se atribuyen a compuestos biol6gicamente activos como los fendlicos, flavonoides
y antocianinas, por su accion antioxidante contra el dafio de radicales libres que inducen a la
generacion de diversas enfermedades. Actualmente, algunos estudios han demostrado que
las flores comestibles tienen actividades biolégicas como agentes antioxidantes,
neuroprotectores, hepatoprotectores, gastroprotectores, anticancerigenos, antiinflamatorios y
antibacterianos.

Por otra parte, las cactaceas son una familia de plantas con alrededor de 2000 especies,
clasificadas en 130 géneros, originarias del continente americano donde constituyen la
vegetacion de las tierras aridas y semidridas, en México se encuentra la mayor diversidad de
especies donde se estima 669 especies, 518 son endémicas aproximadamente. Algunas
especies de cactaceas son importantes comercialmente por sus frutos, utilizadas desde la
antiguedad en la medicina popular para el tratamiento de varias enfermedades. Actualmente,
consideradas fuentes de compuestos nutricionales y fitoquimicos con efectos benéficos a la
salud. Sin embargo, en cuanto a las flores existe escasa informacion nutricional, propiedades
funcionales y compuestos bioactivos. Hoy en dia, la busqueda de fuentes naturales como
alternativas para la obtencién de compuestos bioactivos que brinden un beneficio a la salud
ha tomado mayor importancia, en este sentido, es importante el estudio y la caracterizacion
de estas estructuras vegetales.

Durante siglos, la civilizacion humana ha empleado diversas plantas medicinales para la
curacion de algunas enfermedades, los compuestos obtenidos de estas fuentes vegetales
constituyen la mayor parte de los fairmacos de uso clinico. Estos compuestos utilizados
principalmente para aliviar enfermedades relacionadas con el proceso inflamatorio. La
inflamacion es un proceso biologico que se activa tras una alteracion de las estructuras de los
tejidos como resultado de estimulos fisicos, quimicos y biologicos. La respuesta inflamatoria
es un componente esencial del sistema inmunoldgico y se desencadena por infecciones y
lesiones tisulares para lograr la regulacion homeostatica, por lo anterior, se genera una
respuesta adaptativa a los diversos estimulos nocivos que frecuentemente entran en contacto
con el cuerpo, considerandose de suma importancia para la supervivencia del ser humano.
La interaccién de las especies reactivas del oxigeno (ROS) y los componentes celulares
provocan dafio tisular que causa inflamacién. Una respuesta excesiva del proceso
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inflamatorio desempefia un papel importante en la iniciacién y progresion de diversas
enfermedades como el céncer, gota, ateroesclerosis, enfermedades cardiovasculares,
envejecimiento y enfermedades respiratorias. A pesar de su probada eficacia, los farmacos
antiinflamatorios actualmente disponibles tienen importantes limitaciones relacionadas con
los efectos secundarios graves y el alto costo del tratamiento. Los productos naturales brindan
alternativas viables a estos medicamentos debido a su diversidad quimica Gnica, lo que brinda
potencial para la identificacion de nuevos compuestos con efectos antiinflamatorios.

Por otro lado, la resistencia de microorganismos patdgenos a los antibidticos ha generado
una busqueda de nuevas fuentes de agentes antimicrobianos eficaces contra estos
microorganismos resistentes. Las tendencias actuales refieren a un incremento en el interés
por diversos productos derivados de plantas naturales, entre los que destacan los extractos y
aceites de flores comestibles de gran importancia por las propiedades medicinales como
agentes antimicrobianos. Lo antes mencionado, se basa en evidencias exhibidas de actividad
antimicrobiana de flores en un amplio espectro contra bacterias Gram positivas y Gram
negativas, atribuyendo tales efectos a sus compuestos bioactivos. Por otra parte, es de gran
importancia los compuestos naturales antimicrobianos procedentes de plantas o flores, ya
que podrian ser muy eficaces contra microorganismos patdgenos transmitidos por los
alimentos disminuyendo la resistencia a los antibiéticos o actuando como un control contra
este tipo de microorganismos aplicandolos en una matriz alimentaria, evitando de esta
manera las enfermedades infecciosas que en la mayoria de las veces causan graves efectos
en la salud humana.

El uso de productos naturales para curar proviene de mucho tiempo atrés, casi tan antiguo
como la medicina. Se tiene registro de que Hipdcrates, conocido como el padre de la
medicina, utilizé aproximadamente 400 plantas para uso medicinal. Hoy en dia recurrir a los
recursos naturales como fuente de compuestos con efectos potenciales en la salud se ha
convertido en parte importante ante el desarrollo de nuevos alimentos funcionales o
medicamentos para preservar la salud.

Por lo anterior, el objetivo de la investigacion fue estudiar las caracteristicas
fisicoquimicas, nutricionales, funcionales y la actividad biolégica de extractos de flores
(cardon, xoconostle var. ulapa, xoconostle var. cuaresmefio rosado, pitaya y chipilin)
mediante técnicas oficiales de andlisis, para establecer su posible utilizacion en la
alimentacion humana y su impacto en la salud.
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1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo general

Estudiar las caracteristicas fisicoquimicas, nutricionales, funcionales y actividad
biol6gica de extractos hidroalcohdlicos de flores (cardon, xoconostle var. ulapa,
xoconostle var. cuaresmefio rosado, pitaya y chipilin), mediante técnicas
oficiales de anélisis, para establecer su posible utilizacion en la alimentacion
humana y su impacto en la salud.

1.2.2. Objetivos especificos

Determinar las caracteristicas quimicas, nutricionales y funcionales de
1 liofilizados de flores comestibles de cardon, xoconostle var. ulapa, xoconostle
var. cuaresmefio rosado, pitaya y chipilin.

Determinar la capacidad antioxidante mediante el método DPPH® y ABTS** de
las flores comestibles bajo estudio y establecer la relacion mediante la
identificacion cualitativa y cuantitativa de compuestos fendlicos por
HPLC/ESI/MS.

Evaluar la actividad anti-inflamatoria in vivo de los extractos hidroalcohdlicos
de las flores comestibles estudiadas mediante un modelo de edema inducido por
TPA (12-O-tetradecanoilforbol-13- acetato) en oreja de ratdn e identificar los
compuestos asociados a la actividad.

Evaluar la actividad antibacteriana de extractos hidroalcohdlicos de las flores
comestibles de interés en el presente estudio a través de la Concentracion
Minima Inhibotoria y Concentracién Minima Bactericida, contra bacterias
Gram positivas (Staphylococcus aureus®®®, Listeria monocytogenes'®t?) y
Gram negativas (Escherichia coli®?!8, Salmonella typhi'4°%) de importancia en
la salud publica.
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1.3. Diagrama metodoldgico
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Flores comestibles y su relaciébn con la salud humana: Actividades
bioldgicas

Resumen

Tradicionalmente, las flores comestibles se han utilizado en la medicina alternativa en
varias culturas de todo el mundo. Recientemente, han ganado popularidad como una nueva
tendencia en la gastronomia mundial porque se han agregado como ingredientes en alimentos
y bebidas ya que tienen importantes propiedades organolépticas y efectos beneficiosos para
la salud. De hecho, el consumo de flores comestibles se ha incrementado en los ultimos afios,
y muchos trabajos han demostrado que son fuentes esenciales de macronutrientes, vitaminas
y compuestos antioxidantes, que brindan beneficios como prevencion contra enfermedades
asociadas al estrés oxidativo, algunas enfermedades cardiovasculares y canceres, entre otros.
En la actualidad, los principales estudios sobre flores comestibles se centran en sus
propiedades nutricionales, funcionales, antioxidantes, antimicrobianas y antiinflamatorias.
Esta revision resume informacion relevante sobre las propiedades y el contenido de
compuestos bioactivos de las flores comestibles, asi como la aceptacion y los riesgos de
seguridad de su consumo, destacando la importancia de su incorporacion en la nutricién
humana y las principales actividades bioldgicas. De acuerdo con el proceso de revision, la
aceptabilidad de las flores comestibles por parte del consumidor y su inclusién en la dieta
humana ha incrementado debido a sus efectos positivos para la salud.

Palabras clave: flores comestibles, compuestos bioactivos, seguridad de consumo,
beneficios nutricionales, actividades bioldgicas.
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2.1. Introduccién

Las flores se han utilizado para decorar y perfumar espacios y habitaciones desde hace
3000a. C., y actualmente, se aplican para mejorar el sabor y valor nutricional de los alimentos
(Matyjaszczyk & Smiechowska, 2019; Zhao et al., 2019). Las propiedades medicinales de
las estructuras de estas plantas han sido documentadas en todo el mundo (Europa, Asia, y el
Medio Oriente), sin embargo, sus propiedades nutracéuticas se han abordado recientemente
(Chitrakar et al., 2019; Takahashi et al., 2020).

Las flores comestibles se definen como parte inofensiva y no tdxica de las plantas, las
cuales tienen beneficios para la salud a través de la nutricion humana, se consumen de varias
formas de recetas en diferentes culturas del mundo (Chitrakar et al., 2019), siendo las culturas
europeas pioneras en el uso alimentario en el arte culinario (Newman & O’Connor, 2013).
Las flores comestibles se utilizan para preparar pasteles, mermeladas y bebidas calientes (Da
Costa et al. 2014).

En los ultimos afios, el cambio de estilo de vida saludable y el nivel socioeconémico han
favorecido el consumo de productos naturales, como las flores comestibles, cuya demanda
gastronémica se ha incrementado notablemente en las Gltimas décadas. La Tabla 1 muestra
los usos méas comunes de las flores comestibles en la gastronomia.

Sus colores, aromas y sabores son propiedades especiales que contribuyen a la apariencia
estética de los alimentos. Ademas, las flores comestibles han formado parte esencial de la
nutricion humana en muchas culturas durante cientos de afios y brindan beneficios para la
salud debido a su potencial fuente de compuestos bioactivos (Fernandes et al., 2017; Mulik
& Ozuna, 2020; Pinakin et al., 2020).

Existen varias formas de preparacion de alimentos, que permiten el uso de flores
comestibles, de hecho, chefs de todo el mundo las utilizan como ingrediente principal para
crear nuevas propiedades organolépticas en las comidas gourmet (Navarro-Gonzalez et al.,
2014; Fernandes et al., 2017; Pires et al., 2018). El consumo de flores suele ser mas frecuente
de lo que se cree; sin embargo, algunos de ellos no son considerados como tales por los
consumidores, por ejemplo, las alcaparras, las alcachofas, el brocoli y la coliflor, que se
consumen hace miles de afios (Nicolau & Gostin, 2016).

Adicionalmente, existe una gran variedad de flores comestibles en todo el mundo, y
pertenecen a 97 familias, 100 géneros y 180 especies (Zeng et al., 2014), siendo la mayoria
de estas fuentes potenciales de compuestos nutricionales y bioactivos.

Por lo tanto, el objetivo de esta revision fue resumir informacion relevante sobre las
flores comestibles, tales como: propiedades, contenido de compuestos bioactivos, su
consumo aceptable y riesgos de seguridad, con el propoésito de resaltar el valor de su inclusién
en la nutricion humana.
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2.2. Flores como productos alimenticios

Las flores comestibles han sido parte de la nutriciébn humana durante siglos, las cuales
han proporcionado importantes componentes bioldgicos para el cuerpo humano.

Estas estructuras vegetales se pueden consumir de varias formas; por ejemplo, como
plato Unico, ensaladas, verduras, sopas, bebidas, postres, dulces, gelatinas, infusiones,
guarniciones, o ingrediente principal en productos alimenticios como pasteles, mermeladas
y yogures por propiedades culinarias, estéticas o beneficiosas para la salud (Zeng et al., 2014;
Pires et al.,2018; Takahashi et al., 2020).

2.2.1. Preparacion de alimentos

En la antigua Roma, algunas flores se usaban para preparar alimentos, por ejemplo, se
emplearon pétalos de especies de rosas (Rosa spp.) para hacer tortillas y purés y las flores de
caléndula (Calendula officinalis L.) se utilizaron en la preparacion de ensaladas. Las
inflorescencias de azafran (Crocus sativus L.) y el salco negro (Sambucus nigra L.) se
consumian con frecuencia en la Francia medieval; mientras que las violetas (Viola spp.)
fueron empleadas como colorante en azlcares, jarabes, y pociones, ademas, para la
decoracion de pasteles y postres durante el siglo XVII; y el diente de leon (Taraxacum
officinale L.) se utilizé para preparar bebidas y ensaladas (Lu, Li, & Yin, 2016; Fernandes et
al., 2020).

Otras flores, como la alcachofa (Cynara spp.) se utilizaron como cuajo vegetal para la
elaboracion de queso de oveja en Espafia y Portugal; ademas, las flores de clavel (Dianthus
caryophyllus L.) se utilizaron para la preparacion de licor de Chartreuse en Francia, y las
flores de calabaza como ingrediente principal en varios platos en Italia. Asimismo, en algunos
paises europeos se preparan infusiones para ofrecer al consumidor bienestar por las
propiedades medicinales de cada tipo de flor (Mlcek et al., 2011; Kaisoon et al., 2012;
Alasalvar et al., 2013).

En China, las flores se utilizaron como componentes en las formulaciones de
medicamentos a base de hierbas (Lu, Li, & Yin, 2016) y las flores de crisantemo se utilizaron
en la elaboracion del vino.

En la India, los pétalos de rosas se usaban para hacer licores y las flores de calabaza se
usaban en varias recetas de cocina. En Sri Lanka, los sesban espinoso (Sesbania bispinosa)
se utilizaban para preparar una salsa fina a base de coco (Fernandes et al., 2020).

El uso de flores en las diferentes preparaciones de los alimentos juega un papel
importante, ya que brinda una combinacidon Unica de sensaciones (sabor y aroma) y aumentan
el valor nutricional de los platos, aspectos que los consumidores aprecian y son los
principales motivos de su consumo, como consecuencia, la venta y el consumo de flores
comestibles se han incrementado a nivel mundial (Chen & Wei, 2017). Actualmente, las
evidencias implican considerar a las flores comestibles como productos naturales de gran
interés en la investigacion cientifica, ya que poseen importantes nutrientes para la salud
humana; sin embargo, se requieren mas informes de propiedades nutricionales para respaldar
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usos y aplicaciones, como nuevos ingredientes en el desarrollo de alimentos funcionales
(Pires, Barros, Santos-Buelga, & Ferreira, 2019).

2.2.2. Calidad de la flor en la preparacion de alimentos

Las flores comestibles son muy susceptibles a su descomposicion, debido a su alta
actividad respiratoria unida a su escasez de sustancias de reserva. Esto se evidencia por la
susceptibilidad a la abscision de pétalos, el marchitamiento, la pérdida de color, la
deshidratacion y el pardeamiento durante los dias posteriores a la cosecha, lo que provoca la
disminucion de la calidad y las propiedades (sensoriales y nutricionales) (Fernandes et al.,
2018; Pereira et al., 2020). Por lo tanto, la aplicacion de técnicas de conservacion de
alimentos es fundamental y permite mantener la calidad de las flores (Zhao et al., 2019; Hnin
etal., 2021).

Adicionalmente, la calidad de los productos naturales, como las flores comestibles, es
muy importante y estd relacionada con las caracteristicas fisicas y sensoriales para la
aceptacion y satisfaccion del consumidor, quienes consideran como factores significativos la
integridad de la flor, la ausencia de dafios en los pétalos y el color de las flores. En
consecuencia, una flor comestible puede resultar atractiva para los consumidores, o por el
contrario, puede provocar su rechazo e inducirlos a otras alternativas alimenticias.

La calidad de las flores comestibles debe ser considerada desde la planificacion durante
la etapa de produccion, cosecha y métodos postcosecha, asi como, en la seleccion de especies
y en la etapa de maduracion. Por otro lado, se deben contemplar las estrategias alternativas
para el manejo de plagas, ya que la presencia de plagas se considera un indicativo de pérdida
de calidad y puede implicar pérdida de estética visual, valor nutricional y contenido de
compuestos bioactivos. De hecho, el control de plaga es una tarea complicada durante la
produccion de estas estructuras vegetales, debido a que muchas veces no se tiene registro del
manejo de pesticidas, insecticidas y herbicidas (Pereira et al., 2020; Hnin et al., 2021);
aungue, la demanda de productos organicos se ha incrementado fuertemente.

Por lo tanto, los productores pueden considerar cultivar flores comestibles utilizando
métodos certificados o empleando técnicas de postcosecha, como deshidratacion,
cristalizacion, adicion de conservantes (vinagre, alcohol o aceite), y refrigeracion para
mantener la calidad y extender el tiempo de comercializacion (Pereira et al., 2020). Por lo
general, se debe implementar un conjunto de pautas de seguridad e higiene de los alimentos,
aplicando protocolos adecuados de almacenamiento, distribucion y comercializacion.

2.2.3. Propiedades y valor nutricional de las flores comestibles

Las flores comestibles son consideradas como fuentes nutricionales alternativas, con alto
contenido de agua, diferentes carbohidratos y contenido de minerales, contenido medio de
fibra cruda y proteinas, y bajo contenido de grasa; de hecho, muestran un valor nutricional
similar al de las verduras (Oyeyemi et al., 2017; Chensom et al., 2019; Fernandes et al.,
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2020; Pinedo-Espinosa et al., 2020). La Tabla 2 muestra la composicién nutricional (en base
seca) de las flores comestibles.

Segun estos valores, los carbohidratos son los macronutrientes mas abundantes, seguido
de las proteinas y fibra cruda. Las cenizas y las grasas son los macronutrientes minoritarios.
La variabilidad en la composicion nutricional de las flores comestibles puede atribuirse a la
especie, el origen, la madurez fisiologica, las condiciones de cultivo y el tipo de
procesamiento.

Las sustancias nutritivas se encuentran en las diferentes partes de la planta. El polen es
portador de proteinas, lipidos (saturados e insaturados), carbohidratos, carotenoides y
flavonoides (Mlcek & Rop, 2011; Acikgoz, 2017). El néctar es la fuente de compuestos
fendlicos, terpenoides, alcaloides, iones organicos, acidos organicos, azucares libres, lipidos,
aminoacidos y proteinas (Mlcek & Rop, 2011). Los pétalos se distinguen por ser fuente de
compuestos antioxidantes, vitaminas y minerales (Rop et al., 2012; Navarro-Gonzalez et al.,
2015; Araujo et al., 2019).

Por otro lado, los acidos grasos esenciales (linoleico y a-linolénico), aminoacidos
(fenilalanina, leucina y valina), vitaminas hidrosolubles (vitamina C, niacina y riboflavina)
y liposolubles (a-tocoferoles) se han detectado principalmente en la mayoria de las flores
comestibles (Rivas-Garcia et al., 2020). Los pigmentos naturales como antocianinas,
antoxantinas, betalainas, licopeno, xantofilas (caroteno y luteina) también estan presentes en
flores comestibles (Purohit et al., 2021).

Ademas, las flores comestibles presentan una gran variabilidad de contenido de
minerales (Tabla 3), de hecho, destacan por su mayor concentracién en macroelementos (K
y P) y microelementos (Zn y Fe). Las diferencias de concentracion de minerales en las flores
pueden deberse principalmente a la especie, las condiciones de cultivo, el suelo, el origen y
las metodologias de cuantificaciéon. La ingesta de macro y microelementos de las flores
comestibles es otro pardmetro importante a tener en cuenta en la nutricibn humana,
especialmente, el potasio, el fésforo, el calcio, el magnesio y el sodio, que se encuentran en
estos tejidos vegetales. En este sentido, el potasio el potasio se ha encontrado en alta
concentracion en las flores comestibles, y se ha atribuido a este macroelemento un papel
importante en la enfermedad cardiovascular (Rop et al., 2012; Fernandes et al., 2017;
Gonzélez-Barrio et al., 2018).

La presencia de compuestos esenciales en la nutricion humana es clave en el uso y
consumo de flores comestibles como ingredientes o complementos alimenticios (Fernandes
et al., 2020). Todos los estudios realizados hasta la fecha avalan el aporte nutricional que
ofrecen estos recursos vegetales, promoviendo el consumo de flores comestibles (comunes y
silvestres). Varios investigadores han realizado caracterizaciones nutracéuticas y funcionales
de cierta parte de las flores comestibles en el mundo, generando a través de los hallazgos un
valor agregado.

Actualmente, las flores comestibles han sido reconocidas como valiosas fuentes de
nutrientes y compuestos bioactivos con efectos potencialmente beneficiosos para la salud
(Skrajda-Brdak; Dabrowski, & Konopka, 2020). Hay pocos estudios centrados en la
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bioaccesibilidad in vitro e in vivo de los nutrientes en las flores comestibles. Basandose en
las pruebas, las flores comestibles pueden utilizarse como ingredientes o suplementos
nutricionales en la elaboracion de productos funcionales.

La mayor parte del tiempo, los investigadores se han centrado ampliamente en la
realizacion de estudios de flores comestibles comunes, y las flores silvestres no han sido
consideradas como prioritarias; aunque, tradicionalmente se han utilizado en las regiones
locales y algunas forman parte de la dieta de los pueblos indigenas. De hecho, los estudios
de caracterizacion nutricional de este tipo de flores podrian ampliar la lista de flores
comestibles.

Se ha demostrado el valor nutricional de muchas flores comestibles comunes; sin
embargo, hay otras variedades de flores (especialmente las silvestres) que estan escasamente
estudiadas, y el analisis toxicolégico debe llevarse a cabo para garantizar el consumo seguro
de estas estructuras vegetales.

2.2.4. Factores relacionados con la actitud de los consumidores sobre el consumo de flores
comestibles

Los productos alimenticios son una importante fuente de nutrientes, también, como parte
de un vinculo comercial y cultural entre naciones. Los patrones y reglas de consumo de
alimentos pueden variar segun la cultura de los consumidores, entonces, la aceptacion de un
alimento novedoso esta relacionada con las percepciones culturales y los patrones de
consumo (Rodrigues et al., 2017).

Hoy en dia, las variedades de productos alimenticios naturales novedosos incluyen el
uso de flores comestibles, las cuales, atraen a los consumidores por su apariencia, sabor,
aroma y color. Asimismo, la preocupacion por los efectos adversos para la salud del consumo
de ingredientes sintéticos ha provocado que el consumidor se centre en productos
alimenticios elaborados con ingredientes naturales (Matyjaszczyk & Smiechowska, 2019).

Los alimentos preparados con flores comestibles son novedosos y captan la atencién del
consumidor. Normalmente, los consumidores asocian intuitivamente la variedad de colores
como estrategia para elegir alimentos saludables, lo que genera un mayor interés en estos
alimentos y una actitud positiva hacia el consumo (da Silva et al., 2020). De hecho, la
estimulacion olfativa activa los estados cognitivos humanos que afectan el comportamiento
del consumidor, y el olor es un aspecto importante en la actitud hacia la decision de compra
y consumo de flores comestibles (Chen & Wei, 2017).

El aroma floral influye indirectamente en la compra a través de la anticipacion del sabor,
el placer esperado y el placer del sabor, que desencadenan cierta curiosidad especifica y
actitud positiva para el consumidor de flores comestibles (Moore, 2014).

El estilo de vida es otro factor importante para la incorporacion de flores comestibles en
la dieta, porque la eleccion de alimentos esta fuertemente correlacionada con el estilo de vida
de cada persona. Comunmente, la eleccion de alimentos que aportan beneficios para la salud
es realizada por personas con un estilo de vida saludable. Ademas, la conciencia y la
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preocupacion por mantener una buena salud son factores que pueden influir en la actitud de
los consumidores hacia el consumo de flores comestibles.

Por otro lado, la curiosidad especifica y el aroma de las flores son otros factores que
influyen en las actitudes de las personas con respecto al consumo de flores comestibles (Chen
& Wei, 2017), ya que el aroma induce una respuesta emocional inmediata, despertando la
cuirosidad del consumidor. Ademas, las caracteristicas individuales del consumidor (como
las enfermedades cronicas, la etnia, las creencias religiosas y las condiciones psicologicas)
también impactan en el consumo de flores comestibles (Pires, Barros, Santos-Buelga, &
Ferreira, 2019; Giines & Ozkan, 2018).

Principalmente, el aroma de las flores y la conciencia de mantener una buena salud
provocan actitudes positivas hacia el consumo de flores comestibles. Los alimentos
elaborados a partir de flores comestibles con efectos beneficiosos para la salud tienen un
importante potencial en la industria alimentaria. Ademas, las caracteristicas sensoriales de
las flores comestibles, las especies de flores, las caracteristicas del empaque y el precio son
aspectos importantes para incluir flores en la alimentacion humana (Rodrigues et al., 2017).

El consumo de flores comestibles por razones de salud puede producir decepcién del
consumidor después de experimentar el sabor de las flores, en comparacion con aquellos que
eligen las flores comestibles por el aroma o la simple curiosidad. Hoy en dia, el consumo de
flores comestibles es una tendencia que sigue aumentando, ya que las flores se han convertido
en una parte importante de la gastronomia en todo el mundo y forman parte de un
complemento nutricional en la dieta humana.

2.3. Flores comestibles como fuente de compuestos bioactivos

Las flores comestibles son una fuente potencial de compuestos beneficiosos para la
salud, principalmente antioxidantes (Wang et al., 2016; Yang & Shin, 2017; Barros et al.,
2020), como compuestos fendlicos, flavonoides y antocianinas que confieren una fuerte
actividad antioxidante contra la prevencion de enfermedades asociadas al estrés oxidativo
(Grzeszczuk, Stefaniak, & Pachlowska, 2016; Benvenuti, Bortolotti, & Maggini, 2016;
Gonzalez-Barrio, et al., 2018; Zheng, Yu, Maninder, & Xu, 2018). Por lo general, las flores
con alto contenido de compuestos bioactivos son mas consumidas, por ejemplo, el diente de
le6n es muy utilizado y se caracteriza por ser fuente de vitaminas (A 'y C), y su alto contenido
de fésforo y carotenoides (Qureshi, Adil, EI-Hack, Alagawany y Farag, 2017). En esta
seccion se muestran las flores comestibles utilizadas en todo el mundo, en las cuales se
discute su contenido de compuestos bioactivos, consumo seguro y beneficios para la salud
humana. Asimismo, se revisa el riesgo de consumo de flores comestibles.

2.3.1. Compuestos bioactivos en flores comestibles

Varios compuestos organicos estan contenidos en las flores comestibles, los cuales se
han aislado e identificado en varias clases de plantas, siendo alrededor de doscientas mil
sustancias, divididas en dos grupos: metabolitos primarios y secundarios, y algunos de ellos
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brindan beneficios para la salud. Los tocoferoles, los carotenoides, los acidos organicos (no
fendlicos y fendlicos) y los flavonoides son los grupos de compuestos mas importantes que
se encuentran en las flores comestibles. Cabe destacar que los contenidos de estos
compuestos estan influenciados por varios factores, tales como: propiedades de la sustancia
(polaridad, termoestabilidad o estabilidad a la luz), condiciones de extraccion (polaridad del
extractante o solvente, temperatura, tiempo, uso de ultrasonido, principalmente), y en
especial, especie de flor comestible.

De hecho, diversos estudios han demostrado que el poder antioxidante de las flores
comestibles es mayor que el de las frutas y verduras, debido a sus altas concentraciones de
compuestos bioactivos (Benvenuti, Bortolotti, & Maggini, 2016; Mikolajczak,
Sobiechowska, & Tanska, 2020; Kumari, Ujala, & Bhargava, 2021).

La Tabla 4 muestra los contenidos de compuestos no fendlicos en flores comestibles.
Los tocoferoles (a, B, v, y 0) se han determinado en Malva sylvestris (Barros et al., 2010),
utilizando una solucion de butilhidroxitolueno en hexano, que es un extractante no polar,
debido a que los tocoferoles son sustancias no polares. Los tocoferoles muestran actividad
antioxidante, especialmente en la peroxidacion lipidica, debido a su caracter.

Los carotenoides son otro grupo de compuestos bioactivos que se encuentran en varias
flores comestibles, como el pensamiento de campo (Viola x wittrockiana), boca de dragon
(Antirrhinum majus L.), capuchina roja y naranja (Tropaeolum majus L.), flor de estrella
(Borago officinalis L.) y aciano (Centaurea cyanus L.). Estos compuestos se han extraido
utilizando una mezcla de acetona:hexano (4:6 o0 1:1) y etanol acidificado (80 % EtOH, 19 %
H.Oy TFA al 0.1 %). La polaridad de la mezcla ha permitido extraer carotenoides de estas
flores comestibles, entre los que se encuentran la violaxantina, la luteina, la zeaxantina y el
B-caroteno (el mas abundante). Aunque no hay suficientes datos para comparar, los
contenidos de carotenoides reportados en varias flores comestibles dependen mas de la
especie y no de las condiciones de extraccion.

Otros componentes valiosos de las flores comestibles son los acidos orgénicos. Los
acidos organicos no fendlicos otorgan importantes propiedades a estos materiales vegetales,
en especial el sabor &cido, entre estos acidos se encuentran el &cido citrico, levulinico,
fumarico, succinico, malico, malénico y tartarico (Tabla 4), los cuales se utilizan en la
industria alimentaria como potenciadores del sabor. Asimismo, otros acidos no fenélicos con
caracteristicas significativas son los acidos quinico y ascérbico.

El 4cido quinico ha mostrado varias actividades bioldgicas, como antioxidantes (Soht et
al., 2003), antifangica (Muthamil et al., 2018) o hepatoprotectora (Xiang et al., 2001),
principalmente. Mientras que el acido ascorbico es ampliamente conocido por ser un agente
reductor.

Aunque estos acidos organicos tienen atributos relevantes, solo se han determinado en
unas pocas flores comestibles, como la malva comun (Malva sylvestris L.), la flor de estrella
(Borago officinalis L.), el aciano (Centaurea cyanus L.), la capuchina roja y naranja
(Tropaeolum majus L.), planta del dolor de muelas (Spilanthes oleracea L.) y amaranto
(Amanthus hypochondriacus L.). La flor de estrella y el aciano se pueden considerar como
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una buena fuente de acido organico, debido a que sus contenidos en estos compuestos son
altos (Fernandes et al., 2019).

Los compuestos fendlicos son los metabolitos secundarios méas ampliamente distribuidos
en las plantas, constituyen un grupo diverso de fitoquimicos con mas de 10000 componentes,
incluyendo diferentes familias de metabolitos secundarios aromaticos, muchos de los cuales
tienen efectos antioxidantes contra el dafio celular oxidativo (Chen et al., 2018; VVuolo, Lima,
& Junior, 2019), y dentro de ellos destacan los acidos y flavonoides.

En la Tabla 5 se muestran los principales acidos fenolicos que se encuentran en las flores
comestibles, siendo el &cido p-cumarico, galico, protocatecuico, clorogénico y cafeico los de
mayor distribuicion. Muchos estudios han atribuido a este grupo de compuestos actividades
antioxidantes, y su contenido depende de la especie de la flor, alcanzando valores cercanos a
los 10* ug por gramo de flor comestible.

Recientemente se han reportado varias actividades bioldgicas del &cido clorogénico, en
las que incluyen: agente anti-inflamatorio, antiangiogénico, antidepresivo, antibacteriano,
antioxidante, hepatoprotector, antifungico, entre otras (Kim & Park, 2019). Este acido
fenolico se ha encontrado en altas concentraciones en flor de madreselva (Flos lonicerae) y
flor de durazno (Prunus persica L.), las cuales son de 1.6x10* y 6.5x10° ug/g,
respectivamente.

El &cido protocatecuico es otro &cido fendlico que ha sido objeto de estudio en los
ultimos afios. Este compuesto bioactivo tiene una amplia gama de actividades bioldgicas
(antioxidante, anti-inflamatoria, neuroprotectora, antibacteriana, antiviral, anticancerigena,
antiosteoporotica, analgésia, antienvejecimiento), ademas es un agente protector del
sindrome metabdlico; y preservacion del higado, los rifiones y las funciones reproductivas
(Song et al., 2020). El olivo fragante (Osmanthus fragans L.) y la rosa (Rosa x hybrida)
presentan los mayores contenidos en acido protocatecuico, siendo 7.1x10% y 5.9x10° pg/g,
respectivamente.

Hay &cidos fenolicos que se han encontrado en algunas flores comestibles, por ejemplo,
trans-ferulico, 4-O-cafeoilquinico y acido rosmarinico, que se han informado en flores de
tuna (Opuntia ficus indica L.). Los flavonoides son el grupo mas importante de compuestos
fendlicos que se encuentran en muchas flores comestibles (Tabla 6). Incluyen flavonas
(apigenina, luteolina, miricetina y quercetina), flavanoles (catequina y epicatequina),
flavonoles (isoramnetina, kaempferol y rutina), flavanonas (naringina) y antocianinas
(cianidina-3-glucésido). Estudios previos han demostrado que los flavonoides tienen
propiedades antioxidantes, las cuales estan relacionadas con otras actividades bioldgicas
como antitumoral, antinociceptiva, anti-inflamatoria y antimutagénica (Benvenuti,
Bortolotti, & Maggini, 2016; Pires et al., 2017; Chensom et al., 2019).

Los principales flavonoides que se encuentran en varias flores comestibles son:
catequina, epicatequina, kaempferol, quercetinas y rutina. La baya del sauco (Sambucus
nigra L.), la madre selva francesa (Hedysarum coronarium), la garra de tigre (Erythrina
variegata L.), la rosa (Rosa x hybrida), y la flor de durazno (Prunus persica L.) contienen
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estos flavonoides en las concentraciones mas altas, especificamente, quercetina, rutina,
catequina, epicatequina y kaempferol.

Debido a que las flores comestibles son fuentes de muchos compuestos bioactivos, su
consumo puede brindar beneficios para la salud, ya que varios estudios han demostrado que
previenen enfermedades, ya que su actividad antioxidante puede actuar contra los radicales
libres, evitando el dafio (Song et al., 2011; Yang & Shin, 2017; Huang et al., 2017).

Otros componentes de las flores que se han identificado son minerales, vitaminas, como
A, CyE (Mlcek & Rop, 2011), ciclétidos (péptidos nutricionales vegetales), antocianinas, y
aceites esenciales (Hellinger et al., 2014; Chitrakar et al., 2019; Kumari, Ujala, & Bhargava,
2021).

2.3.2. Consumo seguro de flores comestibles y beneficios para la salud humana

Se han descrito muchos beneficios potenciales de las flores comestibles para la salud
humana, sin embargo, su consumo representa una decision dificil para algunas personas,
debido a que tienen renuencia a consumir y probar un alimento nuevo, como una especie de
neofobia (Chitrakar et al., 2019).En efecto, el consumo de flores comestibles forma parte de
un complejo proceso de decision en la eleccion de alimentos, en el que se han detectado tres
componentes principales: curso de la vida, influencias en la eleccion de alimentos y sistemas
personales.

El curso de la vida esta relacionado con la integracion de las ideas personales, recursos
e influencias sociales con los entornos sociales, culturales y fisicos en los que se basan las
elecciones alimentarias, porque los escenarios impactan directamente en los sistemas
personales de eleccion. Los investigadores centran la atencion en las elecciones y consumo
de alimentos, debido a que informan sobre cuestiones de marketing (Chen & Wei, 2017).

Por otro lado, factores adicionales pueden influir en la eleccién de los alimentos, tales
como: estado animico, convivencia, atractivo sensorial, precio, familiaridad vy
preocupaciones éticas; sin embargo, los principales son los beneficios ara la salud, el
contenido natural y el control de peso (Chen & Wei, 2017). El orden de prioridad de estos
factores esta asociado a la poblacion estudiada, ya que, los pueblos orientales tradicionales
buscan alimentos nutritivos y sus propiedades medicinales, siendo la salud humana un
elemento importante que influye en la decision de eleccién de alimentos (Pereira et al., 2020).

Las flores comestibles se promueven como alimentos saludables y funcionales en
algunos paises, por ejemplo, la fundacion de Tailandia “Seguridad alimentaria: flores
comestibles” fomenta la incorporacion de flores en la dieta y motiva a los agricultores a
cultivar flores organicas (Fernandes et al., 2017).

Existen pocos estudios sobre las preferencias del consumidor relacionadas con las flores
comestibles, sin embargo, la combinacién de colores de las flores, precios y tamafios son las
caracteristicas mas importantes para el consumidor (Kelley et al., 2001). De hecho, los
atributos sensoriales de las flores comestibles son valorados por los consumidores, algunos
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estudios han encontrado que las personas prefieren consumir flores amarillas, anaranjadas y
azules, ademas, aprecian otras caracteristicas como aroma, sabor, textura y apariencia.

La mayoria de las veces, las flores comestibles se consumen en cocteles, bebidas
destiladas, enlatadas o deshidratadas, debido a que la comercializacion de flores frescas es
un trabajo complicado debido a su corta vida Gtil (Newman & O”Connor, 2013). En la
actualidad, los habitos de consumo alimentario se han diversificado y dirigido hacia opciones
alimentarias mas sostenibles y funcionales (Falguera, Aliguer, & Falguera, 2012), por lo
quese ha fomentado el consumo de flores comestibles mendiante la venta de complementos
alimenticios, ingredientes funcionales y aditivos alimentarios, que tienen una vida Gtil mas
larga a través de tecnologias de procesamiento (Rop et al., 2012, Loizzo et al., 2016). De
acuerdo con investigaciones previas, el consumo de varios tipos de flores comestibles brinda
beneficios para la salud del consumidor (Cunningham, 2015; Lu, Li, & Yin, 2016;
Anantharaju et al., 2016; Gutierrez-Grijalva et al., 2016), que se relacionan con la presencia
de muchos compuestos bioactivos.

Muchos estudios han demostrado que las flores tienen actividades farmacoldgicas
notables, como anti-inflamatorias (Lee et al., 2018; Li et al., 2019; Meurer et al., 2019),
neuroprotectoras (Xiong et al., 2016; Yang et al., 2019; Kwon et al., 2019), hepatoprotector
(Tian et al., 2019), hipoglucemiante (Loizzo et al., 2016; Liu et al., 2016; Tang et al., 2018),
antihipertensivo (Acharya, Karak, & De, 2016; Chiou et al., 2017), y efecto preventivo frente
a algunas enfermedades degenerativas y algun tipo de cancer (Lin et al., 2015; Alam et al.,
2018; Nanda, 2019; Kim et al., 2019; Nguyen et al., 2019).

Se han demostrado numerosas actividades bioldgicas de las flores comestibles mediante
ensayos in vitro, in vivo o clinicos, algunas de ellas se muestran en la Tabla 7. Se ha
explorado la actividad antienvejecimiento del crisantemo blanco (Chrysanthemum x
morifolium) y la rosa china (Rosa chinensis). Esta actividad ha sido evaluada usando
productos finales de glicacidb sérica en mujeres (ingesta de tabletas: dosis alta y dosis baja)
y BSA-Glucosa (Yagi et al., 2012), y por ensayo de inhibicion de elastasa (Li et al.,2021).
La actividad antienvejecimiento se ha relacionado con quercetina, isoquercetina, acido
urénico no metilado, fenoles conjugados, quercitrina, 2-feniletil 1-O-B-D-(6’-O-galoil)-
glucopirandsido, galato de etilo (Yagi et al., 2012; Li et al., 2021).

La flor de naranja agria (Citrus x aurantium L.) y la calendula (Tagetes erecta) han
demostrado tener actividad antiamnésica en modelos como el deterioro de la memoria
inducido por escopolamina en ratas Wistar (Rahnama et al., 2014) y cronico inducido por
cloruro de alumnio en ratones (Raju & Srilakshmi, 2018). Esta actividad se ha atribuido a los
acidos fendlicos (cafeico, siringico y géalico), flavanonas (naringina), flavanoles (rutina,
quercetina, kaempferol), terpenoides (B-amirina, eritrodiol), esteroides (f-sitosterol,
estigmasterol), carotenoides (luteina, zeaxantina), tocoferoles (o y p-tocoferol),
probablemente debido a la inhibicion de la enzima colinesterasa implicada en la enfermedad
de Alzheimer (Rahnama et al., 2014; Raju and Srilakshmi, 2018).

La actividad anticancerigena o antiproliferativa de varias flores comestibles ha sido
ampliamente evaluada (Tabla 7), debido a que es la principal causa de muerte a nivel
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mundial. Esta actividad ha sido evaluada para calendula (Calendula officinalis L.), aciano
(Centaurea cyanus L.), dalia (Dahlia mignon), rosa damascena (Rose x damascena),
cempasuchil (Tagetes erecta) y margarita (Bellis perennis L.).

Las flores comestibles han demostrado tener efectos citotoxicos propios contra
diferentes lineas celulares (Tabla 7), los cuales se han asociados a compuestos como:
polifenoles, flavanoles, procianidinas poliméricas, rutina, vicenina-2, apigenina,
Rugosaflavonoide A y B, luteolina y derivados glucosidicos, bioflavonoide japoflavona D,
quercitrina,  isoquercitrina,  kaempferol-3-O-rutinésido,  apigenina-7-O-glucdsido,
triterpenoides (a y B-amirina, lupeol y faradiol), acidos fenodlicos y derivados (cafeico,
clorogénico, protocatecuico,gélico, gentisico, salicilico, sinapico, p-cumarico), &cido
ascorbico y derivados, carotenoides, fenilpropanoides, Hib-éster y Hib-carbaldehido,
antocianinas, principalmente.

Se ha estudiado la actividad anticolinérgica de la margarita comun (Bellis perennis L.),
la malva (Malva L.), y el colibri vegetal (Sesbania grandiflora L.), que han mostrado
inhibicién de AchE y BuChE debido a los carotenoidesm triterpenoides, flavonoides
(antocianinas, flavan-3-oles, principalmente), acidos hidroxicindmicos y taninos (Nowicka
etal., 2019).

Hay flores comestibles que tienen diferentes actividades bioldgicas, como el azafran
(Crocus sativus L.) que puede actuar como antidepresivo (tratamiento en pacientes con
transtornos depresivos) o inmonomodulador (diabetes inducida por estreptozotocina en
ratas), y estas actividades se han asociado con crocina (Samarghandian et al., 2017),
crocetina, picrocrocina, safranal y flavonoides (Talaei et al., 2015; Ahmadpanah et al., 2019).

Por otro lado, se ha reportado actividad antidiabética en flores de Jamaica (Hibiscus
sabdariffa), orquidea (Bauhinia variegata) y madreselva japonesa (Lonicera japonica). Estas
flores comestibles inhiben la actividad de las enzimas [1-amilasa y [1-glucosidasa (ensayos
in vitro e in vivo, y modelo diabético inducido por extreptozotocina en ratas), y se ha
relacionado con: polisacéridos derivados de D-galactosa, D-glucosa, D-manosa, L-ramnosa
y D-xilosa; antocianinas, acidos fendlicos y flavonoides (Wang et al., 2017; Zulfigar et al.,
2019; Tripathi et al., 2019).

Ademas, se ha determinado la actividad antihemolitica (en el modelo de glébulos rojos
O+) para la caléndula (Calendula officinalis L.) y el aciano (Centaurea cyanus L.), y de
acuerdo con estudios previos se ha relacionado con varios compuestos fendlicos,
especialmente, acidos fendlicos como: p-cumarico, cafeico, ferulico y elagico (Escher et al.,
2018; Bragueto-Escher et al., 2019).

Se ha examinado la actividad antihipertensiva en Jamaica (Hibiscus sabdariffa) y aciano
(Centaurea cyanus L.) a traves de la actividad inhibitoria de la enzima convertidora de
angiotensina (ACE) y la actividad vasorelajante por bloqueo de los canales de Ca?
dependiendo del voltaje. Esta actividad se ha atribuido a varios compuestos, como: acido de
hibisco (Zheoat et al., 2019), acido arcérbico, acido neoclorogénico, &cido criptoclorogénico
y antocianinas [3-O-sambubio6sido de delfinidina; 3-O-sambubiodsido de cianidina] (Al-
Anbaki et al., 2021) y acido clorogénico (Al-Anbaki et al., 2021; Escher et al., 2018).
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Al mismo tiempo, se ha estudiado la actividad anti-inflamatoria en flores de Jamaica
(Hibiscus sabdariffa L.), calendula (Calendula officinalis L.) y rosa japonesa (Rosa rugosa),
utilizando diferentes modelos (Tabla 7), y las investigaciones se han enfocado a la inhibicion
de la produccién de mediadores inflamatorios, produccion de 6xido nitrico (NO), inhibicion
de citoquinas proinflamatorias, COX-2 y la sintesis de prostaglandinas. Esta actividad se ha
asociado a flavonoides (gosipetina, hibiscetina, sabdaretina e hibiscetrina), polifenoles y
acido ascorbico (Garbi et al., 2017), antocianinas, acidos fenolicos y acidos no fendlicos
(Apaza-Ticona et al., 2022), terpenos, terpenoides, carotenoides, flavonoides (Silva et al.,
2021), polisacaridos, acido rugosido A, acetato de &cido oleandlico, &cido ursdélico (Olech et
al., 2019; Kim et al., 2022). La lucha contra la obesidad es una de las actividades biol6gicas
mas abordadas, siendo la caléndula (Calendula officinalis L.), la Jamaica (Hibiscus
sabdariffa) y la capuchina (Tropaeolum majus L.) las flores comestibles que la manifiestan
(Tabla 7).

Esta actividad se ha atribuido a los glucosidos de cumarina [neoisobaissedsidos]
(Olennikov et al., 2017), flavonoides (quercetina, luteolina y derivados de glucosidos),
acidos fenolicos, acidos fendlicos [clorogénico, p-cumarico, cafeico, ferulico y elagico] (Kim
et al., 2017; Ojulari et al., 2019; Bragueto-Escher et al., 2019), antocianinas [3-O-
sambubiosido de delfinidina y 3-O-sambubiosido de cianidina] (Ojulari et al., 2019).

Recientemente, la actividad antiviral ha ganado popularidad, y la madreselva japonesa
(Lonicera japonica) ha sido la flor comestible estudiada contra el virus de la hepatitis B
(VHB), el dengue (DENV), el enterovirus (EV71) y el SARS-CoV-2. Esta flor comestible
mostrd inhibicion de las secreciones de HBsAg y HBeAg, y de la replicacion del ADN,
supresion del ARN, expresion proteica de EV71 y let-7a. Se ha atribuido actividad antiviral
a los acidos cefeoilquinicos, flavonoides, fenilpropanoides y terpenoides (Ge et al., 2019;
Lee et al., 2021).

Asimismo, se han probado diversos efectos protectores para las flores comestibles,
incluyendo actividades gastroprotectoras, hepatoprotectoras y neuroprotectoras. En este
sentido, las flores de manzanilla (Matricaria recutita L.) han sido estudiadas por su actividad
gastroprotectora mediante modelo de Ulcera gastrica inducida por etanol en ratas. Sus efectos
se han conferido a diferentes &cidos fendlicos (galico, cafeoilquinico, salicilico, derivados
quinicos, hidroxibenzoico-O hexdsido), quercetina y 5, 5, 4-trihidroxi-6, 3, dimetoxiflavona
(Jabri et al., 2017).

La Jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) y el crisantemo resistente (Chysanthemum x
morifolium) han mostrado actividades hepatoprotectoras y neuroprotectoras (Tabla 7), que
se han administrado a compuestos como los flavonoides (Nurkhasanah and Hakim, 2017;
Olanrewaju et al., 2017), crisantelignanosido A y B (Yang et al., 2019), polifenoles,
sulfhridrilo, NADH y coenizaim Qio (Shalgum et al., 2019). Ademas, se ha encontrado
actividad hepatoprotectora en el hibisco amarillo (Abelmoschus manihot L.) (Tabla 7) y se
ha atribuido a compuestos flavonoides (Yan et al., 2015).

La madreselva japonesa (Lonicera japonica) también ha exhibido actividad
neuroprotectora, que ha sido mediada por la supresion de los niveles de malonaldehido
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(MDA) y la produccion de NO, asi como la inhibicion del estrés oxidativo por la regulacion
de las actividades de superoxido dismutasa (SOD) y glutatién peroxidasa (GSH-Px). Segln
Su et al., (2017), los polisaaridos (constituidos por arabinosa, manosa, glucosa y galactosa)
son responsables de la actividad protectora de la madre selva japonesa.

Muchas de las actividades bioldgicas de han relacionado con la actividad antioxidante debido
a que la mayoria de los compuestos bioactivos actian como captadores de radicales. Por
ejemplo, aciano (Centaurea cyanus L.), caléndula (Calendula officinalis L.), rosa china
(Rossa chinensis), madreselva japonesa (Lonicera japonica), capuchina (Tropaeolum majus
L.), rosa japonesa (Rosa rugosa), cardon (Cylindropuntia rosea), xoconostle var. ulapa
(Opuntia oligacantha), xoconostle var. cuaresmefio rosado (Opuntia matudae) y pitaya
(Echinocereus cinerascens), muestran actividad antioxidante por captacion de radicales
libres, lo que se debe a la presencia de polifenosles y flavonoides (Marian et al., 2017; Escher
et al., 2018; Kim et al., 2022). Algunos de estos compuestos que se encuentran en las flores
comestibles son: derivados del kaempferol (3-O-a-L-ramnopiranosil (1—6)-(2”,3”-O-
digaloil)-B-D -glucopiranosido, 3-O-(6”-O-galoil)-B-D-glucopiranosido, 3-O-(2’-O-galoil)-
B-D-glucopiranosido, quercetina y derivados (3-O-glucosido, 3-O-a-L-ramnopiranosido o
quercitrina, 3-O-B-D-glucopiranosil (1—4)-a-L-ramnopiranosido, rutina, 2-feniletil-1-O-p-
D-(6’-0-galoil)-glucopiranosido, galato de etilo (Li et al., 2021), antocianinas (Escher et al.,
2018), acidos fendlicos [p-cumarico, cafeico, ferulico, elagico, sinapico, galico, vanillico y
siringico, 4-O-glucosido de acido protocatecuico] (Jurca et al., 2018; Bragueto-Escher et al.,
2019; Pensamiento-Nifio et al., 2021), polisacéridos (Su et al., 2017; Olech et al., 2019),
epicatequina, luteolina, catequina, naringina, quercetina, rutina, miricetina (Jurca et al.,
2018), geraldona, isoramnetina y derivados (3-O-glucosido, 3-O-glucosido-7-O-ramndsido),
apigenina-6,8-di-O-glucésido, 3-0O-xilosil-glucuronido, 3,7-dimetilquercetina
(Pensamiento-Nifo et al., 2021).

Evidentemente, las actividades biologicas de las flores comestibles se deben a los
compuestos bioactivos que se muestran en las Tablas 4, 5y 6, por lo que el consumo de estas
estructuras vegetales resulta més atractivo (Micek & Rop, 2011; Lara-Cortés et al., 2013;
Fernandes et al., 2017). De hecho, la relacion del consumo de flores comestibles con el efecto
positivo sobre la salud ha sido documentada desde tiempos pasados, tal y como han puesto
de manifiesto revisiones recientes (Lu, Li, & Yin, 2016; Skrajda-Brdak; Dabrowski, &
Konopka, 2020; Takahashi et al., 2020).

2.3.3. Riesgo de consumo de flores comestibles

Hoy en dia, los consumidores reclaman ciertos atributos de los alimentos, se preocupan
por los aspectos nutricionales, funcionales o de seguridad alimentaria (Huang et al., 2017).
La mayoriade los estudios sobre flores comestibles se han centrado en sus propiedades
nutricionales y funcionales, o sus beneficios para la salud humana, sin embargo, también es
fundamental considerar el riesgo para la salud por el consumo de flores sin su identificacion
botanica como especies comestibles, 0 no estan destinadas al consumo humano por contener
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compuestos toxicos (quimicos o bioldgicos). De hecho, algunas flores pueden ser portadoras
de contaminantes, tanto bioldgicos (microorganismos patégenos) como quimicos (productos
agricolas) que pueden causar un efecto adverso para la salud por ingestién. Un punto clave
es definir la comestibilidad de una flor, asi como también es vital su adecuada identificacion
por pardmetros quimicos y biologicos (Mlcek & Rop, 2011). En este sentido, las flores se
clasifican en comestibles y no comestibles, las cuales difieren en su contenido en sustancias
quimicas, en especial, alcaloides. Estos compuestos forman parte de un sistema de defensa y
algunos de ellos mostraron actividades farmacoldgicas (Nicolau & Gostin, 2016).

Las flores no comestibles contienen alcaloides que pueden ser agentes estimulantes,
pueden tener actividad psicotropica o pueden ser tdxicos (Nicolau & Gostin, 2016), por lo
que su consumo podria ocasionar un riesgo para la salud. Los principales riesgos para la salud
por el consumo de flores son causados por microorganismos patdgenos o presencia de
compuestos quimicos ajenos a estos tejidos vegetales, en los cuales, la contaminacién puede
ocurrir durante los procesos de cultivo o cosecha, procesamiento, distribucion o preparacion
de alimentos; adicionalmente, puede ser producido por las condiciones del suelo
(Matyjaszczyk & Smiechowska, 2019). Por otro lado, el consumo de flores de plantas
ornamentales puede ser un riesgo, ya que en este tipo de cultivos se utilizan productos
agricolas, como fertilizantes o pesticidas. Egebjerg et al., (2018) evaluaron 23 flores
comestibles (silvestres y de cultivo) ofrecidas en restaurantes, con el fin de obtener una lista
de plantas y flores aptas para el consumo humano. Estas flores fueron elegidas considerando
investigaciones previas sobre compuestos fitquimicos y datos toxicologicos en humanos y
animales de experimentacién. Los resultados indicaron que 9 flores contenian compuestos
potencialmente toxicos, 2 incluian compuestos toxicos no identificados y 4 eran flores de
plantas con compuestos tdxicos (Egebjerg et al., 2018). En este estudio se analizaron flores
que han sido utilizadas en alimentos y hasta el momento no hay reportes de efectos toxicos
tras su ingestion, dentro de estas flores se encuentran: caléndula (Calendula officinalis L.),
crisantemo (Chrysanthemum coronarium L.), capuchina (Tropaeolum majus L.) y viola
(Viola tricolor L). La ingestién de flores de Viola puede ser perjudicial para cierto grupo de
personas, ya que estas flores contienen altos niveles de acido metil salicilico.

A nivel mundial, el uso de flores comestibles en la gastronomia ha ido creciendo mucho;
pero, esto ha generado cierta preocupacion, debido a que no existe una regulacion legal sobre
las flores permitidas para el consumo, asi como el manejo del cultivo, postcosecha,
almacenamiento y distribucién (Matyjaszczyk & Smiechowska, 2019). No obstante, existen
atlas, guias y cuadros de flores comestibles que incluyen sus nombres cientificos y
principales caracteristicas, con el fin de ayudar al consumidor a identificar y elegir
adecuadamente la flor para su inclusion en la dieta humana, la cual debe estar libre de
contaminantes bioldgicos y quimicos, evitando efectos adversos para la salud (Nicolau &
Gostin, 2016).
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2.4. Conclusiones

El uso de flores en la gastronomia es una nueva tendencia que ha ganado mayor
popularidad a nivel mundial, debido a las mejoras en las propiedades organolépticas de los
alimentos, mejorando el sabor, el olor, el color, la apariencia estética y valor nutricional. Las
flores son recursos naturales catalogados como fuentes naturales de nutrientes y compuestos
bioactivos con beneficios a la salud, pero deben estar correctamente identificados (quimicos
y biol6gicos) para evitar riesgos para la salud. Las flores comestibles tienen un gran potencial
en nutricion y salud debido a que tienen efectos preventivos en algunas enfermedades
relacionadas con el estrés oxidativo, sin embargo, se requieren mas estudios y evidencias que
demuestren y confirmen tales efectos beneficiosos para la salud humana.

Las propiedades nutrimentales y funcionales de las flores comestibles dependen de la
especie de flor, las condiciones del cultivo, el pais de origen y los métodos de extraccién de
sus compuestos bioactivos. Hoy en dia existe un mayor interés en el consumo y aceptacion
de las flores comestibles, convirtiéndose en una alternativa muy importante para las
industrias alimentarias y farmacéuticas.
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Tabla 1. Los usos mas habituales de las flores comestibles en la gastronomia

Nombre comin Nombre cientifico Familia Usos

Cebollin Allium schoenoprasum L. Amaryllidaceae Ensaladas, verduras cocidas, guisos, queso crema

Boca de dragén Antirrhinum majus L. Plantaginaceae Ensaladas

Begonia tuberosa hibrida Begonia x tuberhybrida Begoniaceae Ensaladas y guarniciones

Girasol Helianthus L. Asteraceae Decoracion de alimentos, ensaladas

Alcachofa Cynara cardunculus L. Queso tipico de ovejas con propiedades organolépticas

Caléndula Calendula officinalis L. Decoracion de alimentos, ensaladas, sopas, guisos, flores secas

utilizadas como colorantes en queso

Aciano Centaurea cyanus L. Infusiones, colorante alimentario natural

Crisantemo resistente Chrysanthemum x morifolium Infusiones, suplementos alimenticios

Flor de calabaza Cucurbita pepo L. Cucurbitaceae Platos, panqueques, papas fritas

Gardenia Gardenia jasminoides J. Ellis Rubiaceae Infusiones y sopas

Hibisco chino Hibiscus rosa sinensis L. Malvaceae Infusions

Jamaica Hibiscus sabdariffa L. Bebidas frias y calientes, bebidas fermentadas, vino, mermeladas,

helados, chocolates, pudines, pasteles, aromatizantes

Jasmin arabe Jasminum sambac L. Oleaceae Infusiones, gruel de avena

Lavanda Lavandula dendata L. Lamiaceae Decoracion de alimentos, postres, helados y bebidas
Magnolia de Yulan Magnolia denudata Magnoliaceae Pasteles, ensaladas, complementos alimenticios

Flor de tuna Opuntia ficus indica L. Cactaceae Vegetales

Orquidea Orchis L. Orchidaceae Decoracion de alimentos, postress, helados

Peonia Paeonia L. Paeoniaceae Decoracion de alimentos, postres, helados, bebidas y jugos
Rosa china Rosa chinensis Rosaceae Infusiones, mermeladas
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Rosa japonesa Rosa rugosa

Flor de sauco Sambucus nigra L. Adoxaceae
Flor de capuchina Tropaeolum majus L. Tropaeolaceae
Violeta comun Viola odorata L. Violaceae
Violeta de pensamiento Viola tricolor L.

Pensamiento de jardin Viola x wittrockiana

Capitulo II.

Infusiones, pasteles, colorante natural

Decoracion de alimentos, ensaladas, postres, bebidas y jugos
Decoracion de alimentos, postres, ingredientes alimentarios,
ensaladas y bebidas

Decoracion de alimentos, postres, helados y bebidas

Colorante natural, dulces, ensaladas, sopas, vinagre, bebidas.

Ensaladas, guarniciones e infusiones

Referencias: Lu et al., 2015; Fernandes et al., 2017; Pires et al., 2019
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Tabla 2. Composicion nutricional (g/100 g de peso seco) de flores comestibles
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Nombre cientifico

Composicién nutricional

Nombre cientifico

Composicién nutricional

PC EE FC Ce CHOs* Referencias PC EE FC Ce CHOs* Referencias
Agave salmiana 16.40 2.80 12.70 5.80 - Euphorbia radians benth 25.10 4.90 12.60 9.40 - Sotelo et al., 2007
Chensom, Okumura
Aloe vera 16.40 420 13.80 8.60 - Sotelo et al., 2007  Lathyrus odoratus L. 14.40 2.06 - 576 77.78 & Mishima, 2019
Antirrhinum majus L. 12.29 3.42 22.88 7.76 53.65 30”223122'5””0' e Malva sylvestris L. 850 2.84 - 1054 78.12 Barrosetal., 2010
Chensom, Okumura . .
6.77 3.76 - 3.76 85.71 & Mishima, 2019 Petunia x hybrida 10.78 3.92 - 9.80 75.49 Chensom, Okumura
& Mishima, 2019
Arbutus xalapensis 11.30 3.90 10.40 6.90 - Sotelo et al., 2007  Rosa "Yves Piaget 10.83 5.00 - 4.17 80.00
Bauhinia variegata L.  10.90 7.00 -  5.03 77.10 ;’622"'03”0'0 etal,  posax damascena 758 201 - 429 86.12 Piresetal., 2017
Begonia x Chensom, Okumura . )
semperflorens 15.79 10.53 - 7.89 65.79 & Mishima, 2019 Spilanthes oleracea L. 10.10 1.45 5.08 47.81 Navarro-Gonzilez et
Fernandes et al al, 2015
Borago officinalis L.  28.98 6.29 - 19.54 - 2020 N Tagetes erecta L. 512 124 - 3.10 54.87
Brassica oleracea L.
var. 18.00 2.87 21.63 13.92 43.57 Torenia fournieri blue 353 588 - 7.06 83.53
botrytis Chensom, Okumura
. & Mishima, 2019
Brassica oleracea L. Fernandes et al., _ o
var. 48.56 1.88 25.97 14.30 9.28 2017 Torenia fournieri violet 450 5.41 - 6.31 83.78
italica
Calendula officinalis L. 13.55 3.55 13.08 7.66 62.15 Tropaeolum majus L. 13.93 3.51 28.79 7.12 46.65 ggrl”?a”des etal.,
643 533 - 693 8132 Piresetal., 2017 1363 226 - 431 4gg0 Navaro-Gonzalezet

al., 2015
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Camellia japonica L.

Centaurea cyanus L.

Cosmos sulphureus cav.

Cucurbita pepo L.
Cynara scolymus L.

Dahlia mignon

Erythrina americana
Mill

Erythrina caribaea

9.33 3.80

8.29 4.15

579 0.14

11.76 5.88

21.90 5.00

14.56 2.77

593 223

26.20 2.30

27.40 1.50

- 4.54

- 6.22 -

- 5.68 88.39

- 294 7941

10.50 15.90 -

16.44 5.82 60.40

- 5.83 86.02

17.30 9.60 -

17.70 10.10 -

Fernandes et al.,
2020

Pires et al., 2017
Chensom, Okumura
& Mishima, 2019
Sotelo et al., 2007

Fernandes et al.,
2017

Pires et al., 2017

Sotelo et al., 2007

Viola tricolor L.

Viola x wittrockiana

22.34

16.81

13.81

10.14

Viola x wittrockianared 20.12

Viola x wittrockiana white 41.43

Viola x wittrockiana
yellow

Yucca filifera

23.44

25.90

4.26

5.00

2.88

1.67

9.91

9.18

14.9

2.10

- 8.51

9.30 4.38

33.31 7.26

- 7.92

- 13.91

- 18.78

- 12.51

8.50 9.70

64.89

64.50

42.74

80.27

Capitulo II.

Chensom, Okumura
& Mishima, 2019

Fernandes et al.,
2017

Gonzalez-Barrio et
al., 2018

da Silva et al., 2020

Fernandes et al.,
2020

Sotelo et al., 2007

PC: proteina cruda, EE: extracto etéreo, FC: fibra cruda, Ce: cenizas, CHO’s: carbohidratos totales (*por diferencia). No determinado (-)
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Tabla 3. Composicion mineral (mg/100 g de peso seco) en algunas flores comestibles

Macroelementos Microelementos Referencias
Nombre cientifico

K P Ca Mg Na Zn Fe Mn Cu Mo
Parkia biglobosa L. 1766.00 2.53  615.10 196.20 139.20 17.8 91 53 3.37 - Hassan et al., 2011
Antirrhinum majus L. 2269.49 331.18 283.27 136.42 69.58 7.05 3.47 454 1.28 0.67
Begonia boliviensis 1297.61 142.33 245,58 105.30 65.73 3.24 1.87 3.06 1.37 0.44
Centaurea cyanus L. 3664.03 548.75 252.75 142,19 76.26 7.79 7.07 235 0.91 0.50
Chrysanthemum frutescens  2734.84 447.61 270.17 109.99 93.10 5.74 538 8.21 2.30 0.31
Chrysanthemum parthenium 3651.46 508.41 346.17 197.94 11492 6.02 591 7.43 2.38 0.31
Dianthus caryophyllus L. 3069.10 460.04 425.88 161.52 98.95 6.21 8.53 6.48 2.49 0.48 Rop et al., 2012
Fuchsia x hybrid 2350.42 257.42 285.66 203.95 150.04 1368 9.70 4.98 3.23 0.85
Impatiens walleriana L. 1922.20 259.48 275.00 137.86 63.93 591 492 4.10 0.89 0.26
Rosa x odorata 195155 223.16 272.70 140.56 75.93 451 352 341 2.26 0.63
Tagetes patula L. 3934.63 494.06 358.32 211.97 118.10 13.73 9.01 8.12 1.13 0.38
Tropaeolum majus L. 2176.92 427.07 299.23 13255 78.54 8.05 574 5.19 1.04 0.26
Viola x wittrockiana 3960.88 514.11 485.95 189.86 131.84 1151 728 7.92 1.95 0.84
Cynara scolymus L. - 42.03 8394 - 60.54 - - 0.26 - -
Brassica oleracea L. var.- 78.28 79.93 - 25.58 - - 35.08 - -
Italica
Brassica oleracea  var.- 5785 17.46 - 2.52 - - 0.22 - - Fernandes et al., 2017
Botrytis
Viola tricolor L. - 819 3024 - 0.96 - - 0.11 - -
Calendula officinalis L. - 10.82 4137 - 1.22 - - 0.02 - -
Tropaeolum majus L. - 955 2842 - 0.99 - - 0.17 - -
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Viola x wittrockiana 1823.30 539.27 810.86 365.84 464.01 - -

Gonzalez-Barrio et
Antirrhinum majus L. 1466.14 247.21 446.42 220.25 37.61 - - al., 2018
Agave salmiana 1600.00 320.00 220.00 120.00 - 46600 6500
Aloe vera 2160.00 220.00 250.00 150.00 - 6610 6610 Pinedo-Espinoza et
Erythrina americana 2260.00 320.00 620.00 150.00 - 13200 13200 al., 2020
Myrtillocactus geometrizans 2900.00 260.00 210.00 180.00 - 6200 6200

No determinado (-)
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Tabla 4. Principales compuestos bioactivos no fenélicos en flores comestibles

Capitulo II.

Compuestos

Contenido pg/g

Fuente (flor comestible)

Referencias

Tocoferoles

o 140.3 Malva sylvestris L. Barros et al., 2010

B 5.7

Y 25.3

d 2.4

Carotenoides

Violaxantina 8.9x103 Viola x wittrockiana, Antirrhinium majus L., Tropaeolum majus L. (r)?, Gonzélez-Barrio et al., 2018; Barros et
Luteina 6.9-5 1x10° Tropaeolum majus L. (n)°, Borago officinalis L., Centaurea cyanus L. al., 2020; Fernandes et al., 2019
Zeaxantina 7.5x103-3.8x10*

B-caroteno 0.4-4.1x10*

Acidos organicos no fenélicos

Acido citrico

5.2x103-1.1x10*

Acido levulinico

5.3x103-1.6x10*

Acido fumérico 130-1.3x10*
Acido mélico 1.5x10%4.7x10*
Acido malénico 640-1.1x10*
Acido succinico 110-9.7x10*
Acido quinico 1.3x10%-2.4x10%
Acido tartarico 3.6x10*

Acido ascoérbico 1.1x10°

Malva sylvestris L., Borago officinalis L., Centaurea cyanus L.,
Tropaeolum majus L. (r)® , Tropaeolum majus L. (n)°, Spilanthes
oleracea L., Amaranthus hypochondriacus L.

Fernandes et al., 2019; Barros et al.,
2010, Barros et al., 2020

aTropaeolum majus L. roja (r), "Tropaeolum majus L. naranja (n)
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Tabla 5. Acidos fendélicos en flores comestibles
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Compuesto

Contenido pg/g”

Fuente (flor comestible)™

Referencias

Acido salicilico
Acido p-cumérico
Acido gélico

Acido protocatectico

Acido homogentisico
Acido clorogénico

Acido cafeico

Acido p-hidroxibenzoico
Acido vanillico

Acido ferdlico

Acido siringico

Acido trans-fertlico
Acido 4-O-cafeoilquinico

Acido rosmarinico

190-1.0x10?
1-4.9x10°

14-7.9x10°
17.8-7.1x103
1.6x10%-9.8x10°
16.2-1.6x10*

16.1-342.4

104.7-3.2x10°

62.1-356.4
22.7-1.3x10°
269.0-1.2x10°
164.9

35

19.6

c f

c.fjkooaguvxyz

a,dogijklfopaqgstv
a,eghklmnonqrtuw

m,p,r,w

h,k I,nfAo04q5suvXy,z

i,j,k,n,0,q,u,v,y,z

h,j,n,v
ik Lu
b,j,s,u, XY,z
i,l,nsu

q

Fernandes et al., 2019

Fernandes et al., 2019; Barros et al., 2020; Ammar et al., 2018;
Xiong et al., 2014.

Li et al., 2014; Xiong et al., 2014

Lieta., 2014.
Ammar et al., 2018; Barros et al., 2020; Xiong et al., 2014

Xiong et al., 2014; Karimi et al., 2012; Ammar et al., 2018;
Barros et al., 2020.

Fernandes et al., 2019; Ammar et al., 2018; Barros et al., 2020;
Xiong et al., 2014,

Xiong et al., 2014

Barros et al., 2020; Xiong et al., 2014
Xiong et al., 2014; Karimi et al., 2012
Ammar et al., 2018

“en peso seco. “significado: a: Allamanda cathartica L.; b: Amaranthus hypochondriacus L.; c¢: Borago officinalis L.; d: Bougainvillea spectabilis; e: Camellia japonica
L.; f: Centaurea cyanus L.; g: Chrysanthemum coronarium; h: Chrysanthemum morifolium; i: Citrus x aurantium L.; j: Flos carthami; k: Flos loniraceae; I: Flos rosae
rugosae; m: Gerbera jamesonii Bolus; n: Hibiscus sabdariffa L.; fi: Lavandula pedunculata; o: Lilium brownii var. viridulum; p: Magnolia x soulangeana; q: Opuntia
ficus indica L.; r: Osmanthuscfragrans; s: Paeonia suffruticosa; t: Phaseolus vulgaris L.; u: Prunus persica L.; v: Rosa chinensis; w: Rosa x hybrida; x: Spilanthes
oleracea L.; y: Tropaeolum majus L.;(naranja); z: Tropaeolum majus L. (rojo).
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Tabla 6. Flavonoides encontrados en flores comestibles
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Compuestos Contenido pg/g” Fuente (flor comestible) Referencias
Antocianinas 300.0-5.7x103 €, G Gonzalez-Barrio et al., 2018
3-O-glucésido de cianidina 106.8-491.7 s, t Lietal, 2014
Apigenina 1.5-651.8 fi Xiong et al., 2014
Catequina 38.9-1.8x10° c,folpr,w Li et al., 2014; Barros et al., 2020
Epicatequina 35.4-8.3x10° b,c,f, g il ay, ey Li et al., 2014; Barros et al., 2020
3-O-glucésido de isoramnetina 10.5-268.3 Y Ammar et al., 2018
Kaempferol 36.4-2.8x103 ¢ d,q Xy, da s fi ;((;igg etal., 2014; Barros et al., 2020; Loizzo et al.,
3-O-rutinosido de kaempferol 69.6

L. \% Ammar et al., 2018
3-0-arabindsido de kaempferol 215
3, 7-O-diglucosido de kaempferol 38.7
Derivados de kaempferol 210.3 a Barriada-Bernal et al., 2014
3-O-(ramnosil-(1-6)-glucésido) de 356.2
kaempferol
Luteolina 1.5x103 u Loizz0 et al. 2016
Miricetina 500-3.5x10° d,hj,0,u,12 by c ’
Naringina 688.1 k Karimi et al., 2012
Quercetina 16.8-2.4x10* h,m,n, /00 XY,c Xiong et al., 2014; Loizzo et al., 2016
3-0-glucosido de quercetina- 26.2-743.7 a Barriada-Bernal et al., 2014
3-O-ramnésido de quercetina 1341.2 v Ammar et al., 2018
3[](;?(:2322'_"(1' 6)-galactosido) de 22.9 a Barriada-Bernal et al., 2014
3-O-galactdsido dequercetina- 3253.1 % Ammar et al., 2018

Rutina

147.6-2.8x10*

¢, hj, kmnfo,0qsV, XY, e,Barros et al., 2020; Xiong et al., 2014; Karimi et al.,

fa

2012; Ammar et al., 2018; Loizzo et al., 2016

*en peso seco. “*Significado: a: Agave durangensis; b: Allamanda cathartica L.; c: Amaranthus hypochondriacus L.; d: Anchusa azurea; e: Antirrhinium majus L.; f: Bougainvillea spectabilis; g: Camellia japonica L.;
h: Capparis sponisa L.; i: Chrysanthemum coronarium; j: Cichorium intybus L.; k: Citrus x aurantivm L.; |: Erythrina variegata L.; m: Flos carthami; n: Flos lonicerae; f: Flos rosae rugosae; o: Hedysarum coronarium;
p: Hibiscus rosa-sinensis L.; q: Lavanda pedunculata; r: Lilium brownii; s: Lilium brownii var. viridulum; t: Magnolia x soulangeana; u: Malva sylvestris L.; v: Opuntia ficus indica L.; w: Osmanthus fragrans; x: Paeonia
suffruticosa; y: Prunus persica L.; z: Robinia pseudoacacia L.; a:: Rosa x hybrida; b.: Rosmarinus officinalis L.; ca: Sambucus nigra L.; d.: Spilanthes oleracea L.; ei: Tropaeolum majus L. (naranja); f.: Tropaeolum
majus L. (rojo); ga: Viola x wittrockiana
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Tabla 7. Principales actividades biologicas de las flores comestibles

Flores comestibles Método/modelo Referencias
Anticancer o antiproliferativo
Caléndula, aciano Lineas celulares: melanoma murino metastasico Marian et al., 2017;

Aciano

Ensayo de citotoxicidad in vitro en células de adenocarcinoma de pulmén, colorectal y hepatoma Eschert et al., 2018
humano

Aciano, dalia, rosa damascena, Lineas celulares: carcinoma de mama, pulmén de células no pequefias, cérvico-uterino yPiresetal., 2018

maravilla
Margarita comun

Madreselva japonesa

hepatocelular

Lineas celulares: carcinoma de pulmén humano, adenocarcinoma de colon y fibroblasto de piel Karakas et al., 2016

normal, citotoxicidad por ensayo de resazurina

Lineas celulares: cancer de higado humano, cancer de colon y en un modelo de xenoinjerto CT26. Ge et al., 2019; Wan et al., 2019; Li
etal., 2021

Rosa japonesa Lineas celulares: carcinoma de cuello uterino, carcinoma de mama, fibroblastos de piel humana Gao 2013; Hu 2013; Nowak 2014.
normal, leucemia promielocitica, carcinoma de pulmoén humano, neuroblastoma, cancer de Olech et al., 2019
préstata, cancer de higado y carcinoma epitelial humano. Cancer de pulmén y colon humano.
Maravilla, enredadera de coral, Lineas celulares: adenocarcinoma colorectal, gastrico y vesical Kaisoon et al., 2012
flor de papel
Arbol de orquidea Lineas celulares: adenocarcinoma de mama, carcinoma de pulmén de células no pequefias, cuello Villavicencio et al., 2018
uterino y carcinoma hepatocelular
Jamaica Lineas celulares: mieloma maltiple y melanoma humano Malacrida et al., 2021; Apaza-Ticona
etal., 2022
Planta de té Lineas celulares: cancer de ovario endotelial humano Wang et al., 2017
Crisantemo salvaje Lineas celulares: Leucemia mieloide crénica maligna K-562, cancer gastrico humano MKN45  bin Muhamad et al., 2021. Liu et al.,
2017
Milenrama Lineas celulares: tumor pancreatico humano MiaPaca-2, cAncer de mama, cuello uterino, pulmén, Garcia-Risco et al., 2017; Abou
leucemia mielogénica crénica y epidermoide humano Baker, 2020
Antidiabetico
Jamaica Actividad inhibidora de la a-glucosidasa in vitro e in vivo Zulfigar et al., 2019
Arbol de orquidea Modelo diabético inducido por estreptozotocina (STZ) Tripathi et al., 2019

Madreselva japonesa

Inhibicion de la a-amilasa y a-glucosidasa en ratas diabéticas inducida por estreptozotocina Wang et al., 2017

Anti-inflamatorio
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Jamaica

Aciano
Caléndula

Rosa japonesa
Capuchina

Actividad vasorelajante por bloqueo de los canales de Ca?*, inhibicién de la enzima convertidora Zheoat et al., 2019; Al-Anbaki et al.,
de angiotensina (ECA). Lineas celulares RAW 264.7. Inhibicion de a-amilasa, lipidos,2021. Apaza-Ticona et al., 2022.
metabolismo del colesterol, lipasa pancreética y adipogénesis Ojulari et al., 2019

Actividad inhibidora de la enzima convertidora de angiotensina (ECA). Estabilizacion de Escher et al., 2018. Garbi et al., 2017
membrana de HRBC (glébulos rojos humanos)

Lineas celulares RAW 264.7. Inhibicion in vitro de la enzima o-amilasa y a-glucosidasa Silva et al., 2021. Bragueto-Escher et
al., 2019; Olennikov et al., 2017

Olech et al., 2019. Kim et al., 2022
Kimetal., 2017

Ensayo de cribado de inhibidores de COX (ovino/humano). Lineas celulares RAW 264.7
Células de adipocitos 3T3-L1

Anti-obesidad

Caléndula, jamaica

Capuchina

Inhibicién de amilasa, a-glucosidasa, lipidos, metabolismo del colesterol, lipasa pancredtica y Olennikov et al., 2017; Bragueto-
adipogénesis Escher et al., 2019; Ojulari et al., 2019

Células de adipocitos 3T3-L1 Kimetal., 2017

Hepatoprotectivo

Hibiscus amarillo

Crisantemo resistente

Jamaica

Dafio hepatico colestasico inducido por isocianato de a-naftilo en ratas Yan et al., 2015

In-vivo (modelo de lesion hepatica inducida por alcohol, acetaminofen (APAP) y tetracloruro de Tian et al., 2019
carbono (CCly), in vitro (linea celular cancerosa de higado humano)

Modelos en ratas: modelo de hapatotoxicidad inducida por etanol en ratas; hepatotoxicidad Olanrewaju et al., 2017; Nurkhasanah
inducida por DMBA & Hakim, 2017

Neuroprotectivo

Crisantemo resistente, jamaica

Madreselva japonesa

Neurotoxicidad inducida por peréxido de hidrogeno (H202) en células de neuroblastoma humano Yang et al., 2019; Shalgum et al.,
SH-SY5Y 2019

Dafo por isquemia/reperfusion en cerebro de rata Suetal., 2017
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Capitulo 11

A) Caracterizacion nutricional, funcional y actividad
antioxidante de flores de Cactaceas de Hidalgo, México

Resumen

Las flores han sido utilizadas tradicionalmente en la elaboracion de diversos platillos
para mejorar aspectos sensoriales de los alimentos. El objetivo de la investigacion fue evaluar
la composicion nutrimental, funcional e identificacion de los principales metabolitos por
HPLC/ESI/MS de flores de cactaceas, como posible fuente de compuestos bioactivos y
determinar su posible utilizacion en la industria alimentaria. Los resultados mostraron que
los componentes mas abundantes en las flores fueron los carbohidratos, seguido de cenizas
y proteinas. La mayor capacidad antioxidante DPPH" y ABTS"" se observo en Echinocereus
cinerascens con valores de 255.08 y 392.65 puM Equivalentes Trolox/g de p.s.
respectivamente, correlacionado con el contenido de compuestos fendlicos. Se detectaron 44
compuestos en total, de los cuales los principales corresponden a compuestos como la
quercetina e isoramnetina, asi como sus derivados de ambos compuestos, &cido
protocatéquico y apigenina. Este estudio indica que las flores de Cactaceas podrian ser una
fuente de nutrientes; ademas, la diversidad de compuestos y sus buenas propiedades
antioxidantes sugieren que deben ser consideradas como nuevas fuentes de compuestos
antioxidantes naturales de productos funcionales.

Palabras clave: cactaceas, flores comestibles, composicion nutricional, compuestos
bioactivos
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3.1. Introduccién

En los dltimos afios, se ha generado un gran interés por la incorporacion de flores
comestibles en la alimentacion humana (Matyjaszcyl et al., 2019), desempefiando un papel
importante en la preparacion de alimentos, frecuentemente utilizadas como guarnicién fresca
en diversos platillos o como ingrediente principal en mermeladas, pasteles, yogures, postres
y helados e incluso consumidas directamente como vegetales (Takahashi et al., 2020), lo
anterior, con la intencion de mejorar el aspecto visual, color, sabor y valor nutritivo de los
alimentos (Fernandes et al., 2017). A través de la historia, se ha documentado el empleo de
flores durante siglos en las culturas romanas, chinas, indias y de medio oriente principalmente
en la elaboracion de alimentos en muchos paises del mundo (Fernandes et al., 2017).

El reciente interés por incluir flores comestibles en la dieta humana, se debe
principalmente al aporte nutrimental y a los posibles efectos benéficos a la salud en el sistema
inmunoldgico, prevencion de algunas enfermedades asociadas al estrés oxidativo como las
enfermedades cardiovasculares, cognitivas y algunos tipos de cancer (Grzeszczuk et al.,
2016, Nanda 2019), efectos altamente asociados a compuestos bioactivos como los fenolicos,
flavonoides, antocianinas, carotenos, terpenoides, alcaloides, vitaminas, minerales, péptidos
y aceites esenciales (Kumari et al., 2021; Zheng et al., 2021). Ademas, se ha demostrado que
las flores poseen actividades bioldgicas como antioxidantes, antibacterial y antiproliferativos
(Pires et al., 2018), antiobesidad, hipoglucemiantes, neuroprotectores, hepatoprotectores,
gastroprotectores y antiinflamatorios (Kumari et al., 2021, Pires et al., 2018).

Las cactaceas son plantas originarias de América del Norte, con flores que también se
utilizan en la alimentacién. Las Cactaceas comprenden alrededor de 1500 especies de las
cuales en México se encuentran aproximadamente 700 especies, agrupadas en 68 géneros.
Se consideran parte importante de la vegetacion de tierras aridas y semiaridas, representando
un papel importante en la cultura y las poblaciones humanas, donde los pueblos indigenas
utilizan mas de 150 especies de cactaceas, siendo 50 de ellas las més cultivadas para diversos
fines (Salazar et al., 2020). Entre ellos, se cultivan flores para consumo humano como agave,
garambullo y aloe (Pinedo-Espinoza et al., 2020); estos tienen altos contenidos de
compuestos fenolicos, acido ascorbico y carotenoides, a los que se atribuyen buenas
capacidades antioxidantes.

De acuerdo a la literatura la importancia etnoboténica de los cactus (penca y frutos)
incluyen su uso como alimento, medicina, entre otros. Sin embargo, las flores de cactaceas
generalmente son consideradas como un subproducto y no son aprovechadas, en gran parte
por que no se dispone de un historial de consumo como un nuevo posible ingrediente
alimenticio sin riesgo para la salud, ademéas de los pocos estudios relacionados con los
compuestos bioactivos presentes en las flores de cactdceas que promuevan un mejor
aprovechamiento de estas especies de flores y considerarlas alternativas como ingredientes o
alimentos funcionales.

En México, en el estado de Hidalgo, existe una superficie de zonas aridas del 39 % (Olson et
al., 2001), donde prosperan cactaceas como cardon (Cylindropuntia rosea), xoconostle
variedad ulapa (Opuntia oligacantha), xoconostle variedad cuaresmefio rosado (Opuntia
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matudae), y Pitaya (Echinocereus cinerascens) son muy comunes. Estas Cactaceas son
comercialmente importantes principalmente por sus frutos, aunque las flores también se
utilizan como alimento principalmente en comunidades indigenas en diferentes platillos
tradicionales, y consumidas por los animales como forraje (Pérez-Escandon et al., 2003). Sin
embargo, en su aporte a la dieta y como beneficio para la salud de quienes los consumen, se
desconocen sus propiedades nutracéuticas. Asimismo, el uso de estas flores se ve limitado
por la dificultad de su aplicacibn como posible ingrediente alimentario y la escasa
informacién de su potencial nutricional y funcional. Con ello, no existen datos sobre la
identificacion de compuestos toxicos o factores alergénicos y antinutricionales que puedan
comprometer la salud del consumidor, o garantizar las cantidades seguras para el consumo.

Con el fin de obtenerlos primeros conocimientos sobre las flores de cardon, xoconostle y
pitaya como posible fuente de compuestos bioactivos para su uso en la industria alimentaria,
el objetivo de la investigacion fue evaluar su composicion nutricional, funcional y la
identificacion de sus metabolitos principales por HPLC/ESI/MS.

3.2. Materiales y Métodos

3.2.1. Material vegetal

Se recolectaron flores de cardon (CA) (Cylindropuntia rosea), xoconostle var. ulapa
(XU) (Opuntia oligacantha), xoconostle var. cuaresmefio rosado (XC) (Opuntia matudae) y
pitaya (PI) (Echinocereus cinerascens) en el municipio de Tetepango, Hidalgo, México, el
cual se localiza, a una latitud Norte de 20°06'38”, longitud Oeste de 99°09'11” y a una altura
sobre el nivel del mar de 2100 metros.

Las flores se recolectaron, se almacenaron en un ultracongelador a -76 °C (modelo 703
Thermo-Scientific, Outside, MA, USA), y posteriormente fueron liofilizadas (modelo 79480
LABCONCO, Kansas City, MI, USA), y molidas usando un molino de cuchillas (Knife Mill
Grindomix GM 200; Hahn, Germany), las muestras se almacenaron a 5 C hasta su posterior
analisis.

3.2.2. Preparacion de la muestra

Para la determinacion de compuestos antioxidantes y actividad antioxidante, 0.1 g de
muestra liofilizada se mezclé en 10 mL de disolvente etanol: agua (70:30, v/v) y ultrasonicado
durante 15 min a una frecuencia de 40 kHz a 25 °C (modelo 32V118A Ultrasonicator bath
LSS, China), posteriormente centrifugado a 16500 x g durante 10 min a 5 °C (Centrifuge
Thermo-Scientific, ST 16R, Osterode am Harz, Germany). El sobrenadante fue utilizado para
los analisis correspondientes.

3.2.3. Composicion nutricional

Los métodos oficiales de la AOAC (2005), fueron utilizados para el analisis de humedad
(925.09), grasas (983.23), proteinas (950.48), cenizas (930.05) y fibra cruda (985.29,
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993.21). Los carbohidratos totales se calcularon por diferencia. La energia se determino
mediante la ecuacion descrita por Chahdoura et al. (2015).

kj
100 g peso fresco

Energia = = [(4‘)(gproteina + gcarbohidrutos) + (2)(gfibra) + (9)(ggrasa)] [4-184’]

3.2.4. Determinacién de carotenoides totales

Se evaluaron las fracciones isocromaticas rojas (capsantina y capsorrubina) y amarillas
(R-caroteno, [3-criptoxantina, zeaxantina) de los carotenoides totales segun Hornero-Mendez
y Minguez-Mosquera (2001). El solvente usado para la preparacion de la muestra fue acetona
al 80%. Las absorbancias de las muestras se midieron con un espectrofotémetro a 472 nmy
508 nm, respectivamente. Los valores de las mediciones de carotenoides rojos y amarillos se
expresaron como mg/g de peso seco.

3.2.5. Determinacion de clorofila

La clorofila a, b y la total fue determinada de acuerdo a la metodologia descrita por
Witham et al. (1971), con ligeras modificaciones. La muestra se prepar6 utilizando acetona
al 80%. La absorbancia se obtuvo usando un espectrofotémetro a 645 y 663 nm (modelo
6715 UV-Vis Jenway spectrophotometer, Staffordshire, USA). Los resultados fueron
expresados en mg de clorofila por gramos de peso (mg/g de peso seco).

3.2.6. Determinacion de acido ascorbico

El contenido de acido ascorbico se evalud segun lo establecido por Dirist et al. (1997)
con ligeras modificaciones. Las muestras (0.1 g) fueron preparadas con 10 mL de &cido
tricloroacético al 3% (v/v). Las muestras se sometieron a ultrasonicacion (modelo 3510
Branson, China) durante 15 min a una frecuencia de 40 kHz. Posteriormente, las muestras se
centrifugaron a 10000 x g durante 10 min; luego, se tomaron 2 mL del sobrenadante a los
cuales se le agregaron 2 mL de la solucion tampdn de acetato (pH 4). Enseguida, se agregaron
3 mL de dicloroindofenol y 15 mL de xileno. Las mediciones se realizaron a 520 nm en un
espectrofotometro (modelo 6715 UV-Vis Jenway, Techne Inc., Staffordshire, UK). Los
resultados se expresaron como miligramos de acido ascérbico por gramos de peso seco (mg
AA/g peso seco).

3.2.7. Determinacién de fenoles totales

El contenido fendlico total se determin6 por el método de Folin-Ciocalteu descrito por
Singleton y Rossi (1965). El solvente empleado para la preparacion de las muestras fue etanol
al 80%. Posteriormente, 0.5 mL de la muestra se mezcl6 con 0.5 mL del reactivo Folin-
Ciocalteu al 50% en agua. La mezcla se dejé reposar durante 7 min, después se le agreg6 1.5
mL de carbonato de sodio al 7.5% y la mezcla se dejé reaccionar en la oscuridad durante 60
min. La absorbancia se determiné a 725 nm usando un espectrofotémetro (modelo 6715 UV-
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Vis Jenway, USA). Los resultados se expresaron como mg de equivalentes de acido galico
(mg EAG)/g de peso seco.

3.2.8. Determinacion de flavonoides totales

Los flavonoides se determinaron de acuerdo al método descrito por Rosales et al. (2011),
usando el mismo solvente descrito anteriormente en la preparacion de la muestra.
Brevemente, 2mL de la muestra se mezcl6 con 1.5 mL de nitrito de sodio y 2 mL de agua,
esta mezcla se dejo reposar en la oscuridad durante 5 min. Se afiadio a la mezcla 1.5 mL de
tricloruro de aluminio y 1 mL de hidroxido de sodio y se dejé reposar durante otros 20 min.
La absorbancia se determind a 415 nm usando un espectrofotémetro (modelo 6715 UV-Vis
Jenway, USA). Los resultados se expresaron como mg de equivalentes de quercetina (mg
EQ)/g de peso seco.

3.2.9. Evaluacioén de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante se determin6 empleando el método DPPH" (2,2-diphenyl-1-
picrylhydraill) y ABTS™ (2,2°-azino-bis 3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid). El solvente
utilizado para la preparacion de la muestra fue etanol al 80 %. Los resultados se expresaron
como UM de equivalentes Trolox (UM ET)/g peso seco. EI método DPPH" (2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo) se realiz6 de acuerdo a lo establecido por Brand-Williams et al. (1995).
Brevemente, 0.3 mL de muestra se mezcld con 2.7 mL de DPPH" (6 x 10° M). La mezcla se
dejo reposar en la oscuridad durante 1 h a 4 °C, la absorbancia se determin6 a 517 nm (Asz7).

El método ABTS"" se realiz6 de acuerdo a lo establecido por Re et al. (1999). El radical
ABTS"" se produjo mezclando una solucién de ABTS™ a 7 mM con 10 mL de persulfato de
potasio a 2.45 mM en completa oscuridad durante 16 h con agitacién constante. El radical
ABTS"" se diluy6 en etanol al 80 % para las muestras, hasta alcanzar un valor de absorbancia
de 0.7 £ 0.02 a 734 nm. Se tomaron 3.9 mL de radical ABTS"" diluido y se mezclé con 0.1
mL de muestra, posteriormente se dejo reposar durante 6 min en la oscuridad. La absorbancia
de la mezcla se determiné a 734 nm.

3.2.10. Extraccién y purificacion de compuestos fenolicos

Los extractos fueron obtenidos de acuerdo al procedimiento descrito por Ascacio-Valdés
et al. (2010). La extraccion de los compuestos fendlicos se realizé empleando una mezcla de
etanol:agua (70:30, v/v), con relacion masa-volumen 1:16 por medio de ultrasonido a 40 kHz
(Branson, Mod. 2510, Marsall Scientific, New Hampshire, USA) durante 20 minutos. Los
extractos fueron filtrados y posteriormente procesados por cromatografia liquida en columna
con Amberlite XAD-16, para recuperar la fraccion polifenolica. En primera instancia se
realizaron eluciones con agua destilada, enseguida se utilizo etanol para recuperar la fraccion
fendlica de interés.

49



Capitulo 11
3.2.11. ldentificacion de compuestos fenolicos por HPLC/ESI/MS

Los compuestos obtenidos después de la cromatografia liquida con Amberlite XAD-16
fueron analizados por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) en un sistema Varian
HPLC, que incluye un inyector automatico (VarianProStar 410, USA), una bomba ternaria
(VarianProStar 2301, USA) y un detector de matriz de fotodiodos (PDA) (VarianProStar 330,
Palo Alto, CA, USA). Se usd un espectrometro de masas con trampa de iones de
cromatografia liquida (Varian 500-MS IT Mass Spectrometer, CA, USA) equipado con una
fuente de iones electrospray. Se inyectaron muestras (5 pL) en una columna Denali C18 (150
mm X 2.1 mm, 3 um, Grace, USA). La temperatura del horno se mantuvo a 30 °C. Los
eluyentes fueron acido formico (0.2 %, v/v; solvente A) y acetonitrilo (solvente B). Se aplico
el siguiente gradiente: inicial 3 % de B; 0-5 min, 9 % B lineal; 5-15 min, 16 % B lineal; 15-
45 min; 50 % B lineal. La columna se lavd y reacondiciond. La velocidad de flujo se mantuvo
a 0.2 mL/min y la elucion de compuestos fendlicos se controld a 245, 280, 320 y 550 nm.
Todo el efluente (0.2 mL/min) se inyect6 en la fuente del espectrémetro de masas, sin
division. Todos los experimentos del espectrémetro de masas se realizaron en modo negativo
[M-H]™. Se utilizd nitrgeno como gas nebulizador y helio como gas de amortiguacion. Los
pardmetros de la fuente de iones fueron: voltaje de pulverizacion 5.0 kV vy, el voltaje y la
temperatura capilar fueron 90.0 V y 350 °C, respectivamente. Los datos fueron colectados y
procesados utilizando el software MS Workstation (V 6.9).

3.2.12. Andlisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron mediante el software JMP.5.0.1 (A Business Unit
of SAS, Statistics Analysis System, v. 9.0). Los datos se analizaron empleando el analisis de
varianza (ANOVA) y una prueba de comparaciones mdltiples de Tukey con nivel de
significancia p < 0.05 para establecer las diferencias significativas entre las muestras. Los
valores se expresaron como la media + desviacion estandar, todos los experimentos se
realizaron por triplicado.

3.3. Resultados y Discusion

3.3.1. Composicion nutricional

La composicién nutricional de las flores se observa en la Tabla 8. Un mayor contenido
de humedad se encontr6 en xoconostle var. cuaresmefio rosado (XC) (6.72 g/100 g de peso
seco) y el menor contenido (4.45 g/100 g de peso seco) en flores de cardon (CA).

En general las flores tenian mayor contenido de carbohidratos, seguido de cenizas y
proteinas. El contenido de carbohidratos oscilo de 55.83 g/100 g p.s. (Pl) a67.44 g/100 g p.S.
(CA). Estos valores son superiores a los reportados por Ammar et al. (2014) en flores de
nopal (Opuntia ficus-indica L.) y nopal tunero (Opuntia stricta), y por Navarro-Gonzalez et
al. (2014) en flores de paracress (Spilanthes oleracea L.), capuchina (Tropaeolum majus L.)
y cempasuchil (Tagetes erecta L.). Sin embargo, Fernandes et al. (2017) reportaron valores
similares en flores comestibles de erythrina (Erythrina caribaea) y rosa rugosa (Rosa
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micrantha). Mientras que Pires et al. (2017) en flores de caléndula (Calendula officinalis L.),
dalia (Dahlia mignon), rosa de Damasco (Rosa x damascena) y aciano (Centaurea cyanus
L.) reportaron valores superiores.

El contenido de cenizas oscil6 de 11.21 g/100 g p.s. (CA)a17.73 g/100 g p.s. (xoconostle
ulapa (XU)). Se encontrd un contenido de cenizas relativamente alto en comparacién con los
valores informados por Gonzalez-Barrio et al. (2018) en flores de pensamiento (Viola x
wittrockiana) y dragoncillo (Antirrhinum majus L.) y Pinedo-Espinoza et al. (2020) en flores
de agave (Agave salmiana), sabila (Aloe vera), colorin (Erythrina americana) y garambullo
(Myrtillocactus geometrizans). Por otro lado, Fernandes et al. (2020) reportaron valores mas
altos en flores de borraja azul (Borago officinalis L.) y en variedades de flores de
pensamiento (Viola x wittrockiana).

Los resultados del contenido de proteinas y grasas, fueron consistente con lo reportado
por Ammar et al. (2014) en flores de nopal (Opuntia ficus-indica L.) y nopal tunero (Opuntia
stricta). Por otro lado, Pires et al. (2017) reportaron en flores de aciano (Centaurea cyanus
L.), dalia (Dahlia mignon), Caléndula (Calendula officinalis L.), rosa de Damasco (Rosa x
damascena) un contenido de proteinas mas bajo. Sin embargo, el contenido de grasa fue muy
similar a los valores reportados en la Tabla 8.

En otro estudio, reportaron contenidos mas altos de proteinas y grasas en flores de
capuchina (Tropaeolum majus L.), Begonia (Begonia x semperflorens) y cosmos amarillo
(Cosmos sulphureus) (Chensom et al., 2019).

Mientras que los resultados obtenidos para fibra cruda con valores de 8.47 g/100 g p.s.
(CA)a11.52¢/100 g p.s. (XU, PI) fueron inferiores a los reportados por Ammar et al. (2014)
en flores de nopal (Opuntia ficus-indica L.) y nopal tunero (Opuntia stricta) y Gonzalez-
Barrio et al. (2018) en flores de pensamiento (Viola x wittrockiana) y dragoncillo
(Antirrhinum majus L.). Sin embargo, fueron semejantes a los valores reportados en flores
de agave (Agave salmiana), sabila (Aloe vera), colorin (Erythrina americana) y garambullo
(Myrtillocactus geometrizans) por Pinedo-Espinosa et al. (2020).

Tabla 8. Composicion nutricional de flores de cactaceas de Hidalgo, México

Flor

Componente Xoconostle Xoconostle
(9/100 g de peso seco) C. rosea 'ulapa’ ‘cuaresmefio’ E. cinerascens

0. oligacantha 0. matudae
Proteinas 10.93 +£0.10° 10.50 + 0.15° 9.52 +0.34° 13.64 £0.232

Grasas 1.96b + 0.15° 2.94 £ 0.25% 2.30 +0.19%® 2.18+0.08°

Carbohidratos 67.44 + 0.45° 57.31 +0.86° 61.20 + 0.63° 55.83 +0.11°¢
Fibra cruda 8.47 +0.14° 11.52 + 0.462 10.29 £ 0.402 11.52+£0.128
Cenizas 11.21 +£0.04¢ 17.73+£0.10% 16.68 + 0.04° 16.83 +0.35"
Energia 1456.22 £ 1.45 1338.97 £ 2.59 1356.63 + 1.54 1341.01 £ 9.06

Carddn (Cylindropuntia rosea), xoconostle var. ulapa (Opuntia oligacantha), xoconostle var. cuaresmefio
rosado (Opuntia matudae), pitaya (Echinocereus cinerascens). Los valores representan la media + desviacion
estdndar (n=3). Valores con diferentes letras en la misma fila indican diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.05) de acuerdo con la prueba de Tukey de comparacion multiple de medias.
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Las flores presentaron altos valores energéticos superior a los 1300 kJ/100 g de peso
fresco, lo anterior, se debid al alto contenido de carbohidratos presente en las muestras
(superior al 55 %). De acuerdo con los resultados obtenidos, las flores de cactaceas podrian
considerarse como una fuente alternativa proteica en la dieta, debido a su alto contenido en
comparacion con otras flores y vegetales.

En estudios previos se ha demostrado que las flores comestibles son fuente nutricional
complementaria, de composicion similar a la de otros alimentos vegetales, se caracterizan
por bajo contenido de lipidos, contenido medio de proteinas y fibra, y contenidos variables
de carbohidratos y minerales (Pires et al., 2017; Gonzéalez-Barrio et al., 2018; Chensom et
al., 2019).

3.3.2. Contenido de carotenoides totales

Los contenidos de compuestos antioxidantes de las flores se observan en la Tabla 9. El
contenido de carotenoides rojos (capsantina y capsorrubina) y amarillos (p-caroteno, f-
criptoxantina y zeaxantina) fueron determinados. Los carotenoides rojos fueron los
pigmentos con mayor presencia en las flores, con valores de 0.16 mg/g p.s. (XU) a 0.24 mg/g
p.s. (PI), mientras que los carotenoides amarillos Unicamente fueron detectados en XC con
un contenido minimo de 0.02 mg/g p.s. Hasta ahora, no se tiene informes del contenido de
carotenoides en estas especies de cactaceas, no obstante, existen estudios previos en otras
flores comestibles, Chensom et al. (2019) reportaron carotenoides amarillos en flores de
cosmos amarillo (Cosmos sulphureus) y primavera (Primula x polyantha). Pinedo-Espinosa
et al. (2020) reportd contenidos mas altos de carotenoides rojos y amarillos en flores de agave
(Agave salmiana), sabila (Aloe vera), colorin (Erythrina americana) y garambullo
(Myrtillocactus geometrizans). Los contenidos de carotenoides totales que se observa en la
Tabla 9 son similares a los reportados en flores de pensamiento (Viola x wittrockiana) y
dragoncillo (Antirrhinum majus L.) (Gonzéalez-Barrio et al., 2018). Sin embargo, en flores de
pitito (Tropaeolum pentaphyllum), aciano (Centaurea cyanus L.), salco (Sambucus nigra
L.), manzanilla (Matricaria L.) y vulneraria (Anthyllis vulneraria L.) se encontraron menores
contenidos segun lo reportado por De Bona et al. (2017) y Nowicka et al. (2019).

Resultados similares han sido obtenidos en otros estudios, con variabilidad de contenido
de acuerdo a la especie de la flor en estudio (Kamalambigeswari y Rebeca, 2016). Estos
compuestos se encuentran en todas las partes anatémicas de la flor: sépalos, polen, anteras,
estambres y pétalos (Britton, 2008). EI consumo de alimentos ricos en carotenoides,
incluyendo flores comestibles, pueden aliviar los sintomas de retinopatia diabética, mejorar
la peroxidacion del glutation y reducir el nivel de colesterol en sangre, en la tltima instancia,
contribuyen a la proteccion eficiente de las enfermedades cronicas no transmisibles
(Gonzélez-Barrio et al., 2018; Matéjkova y Petiikova, 2010).

52



Capitulo 11
Tabla 9. Compuestos antioxidantes en flores de cactaceas de Hidalgo, México.

Flor
. Xoconostle Xoconostle
Compuestos antioxidantes \ \ . 5,
C. rosea ulapa Cuarésmeno g cinerascens
O. oligacantha 0. matudae
Carotenoides mg/g de ps
Carotenoides rojos 0.26 +0.022 0.16 £ 0.01¢ 0.20 + 0.02° 0.24 +0.01®
Carotenoides amarillos ND ND 0.02+0.01 ND
Carotenoides totales 0.26 £ 0.022 0.16 £ 0.01¢ 0.22 +0.01° 0.24 +0.01®
Clorofila mg/g de ps
Clorofilaa 29.03+1.06* 16.43+0.96° 20.09+1.19° 2552 +0.89°
Clorofila b 36.99 £ 2.152 21.52 £ 2.25° 29.26 +£2.35° 32,92 +1.97%®
Clorofila total 66.02 £ 3.212 37.95+£3.21° 49.35+ 2.27° 58.43 + 2.75°
Acido ascorbico mg AA/g de ps 0.23 +0.06° 0.12 +0.02° 0.08 + 0.02° 11.41+0.10°
Fenoles totales mg EAG/g de ps 5.29 + 0.02¢ 7.01 +0.05° 9.43+0.01° 44.63 + 0.502
Flavonoides totales mg EQ/g de ps ~ 9.93 + 0.08¢ 11.54 £ 0.04°¢ 12.96 + 0.10° 40.61 + 0.642

Cardén (C. rosea), xoconostle var. ulapa (O. oligacantha), xoconostle var. cuaresmefio rosado (O. matudae),
pitaya (E. cinerascens). AA, &cido ascorbico; EAG, equivalentes de &cido galico; EQ, equivalentes de
quercetina. Los valores representan la media £ desviacion estdndar (n=3). ND= no detectado. Los valores
representan la media + desviacion estandar (n=3). Valores con diferentes letras en la misma fila indican
diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) de acuerdo con la prueba de Tukey de comparacion
multiple de medias.

3.3.3. Contenido de clorofila

El contenido de clorofila a en las flores oscil6 de 16.43 mg/g p.s. (XU) a 29.03 mg/g p.s.
(CA) (Tabla 9). La clorofila b con valores que van de 21.52 mg/g p.s. (XU) a 36.99 mg/g p.s.
(CA). Aunque no existen reportes previos del contenido de clorofila en estas muestras, De
Bona et al. (2017) reportaron un contenido de clorofila a de 0.51 mg/g p.s. y clorofila b 0.95
mg/g p.s. en flores de pitito (Tropaeolum pentaphyllum).

3.3.4. Contenido de acido ascérbico

Con relacion al contenido de &cido ascérbico (Tabla 9), el mayor contenido fue detectado
en las flores de PI con 11.41 mg Acido Ascorbico (AA)/g p.s., mientras que el resto de las
flores presentaron minimas concentraciones. Los resultados en este estudio para flores de
CA, XU y XC fueron menores en comparacion con lo reportado en flores de capuchina
(Tropaeolum majus L.) (Garzén y Wrolstad, 2009); agave (Agave salmiana), sabila (Aloe
vera), colorin (Erythrina americana) y garambullo (Myrtillocactus geometrizans) (Pinedo-
Espinoza et al., 2020). De manera similar, contenidos mas altos de &cido ascorbico se
reportaron en otras flores, incluida la bergamota silvestre (Monarda didyma L.), dragoncillo
(Antirrhinum majus L.), clavelina china (Dianthus chinensis L.) y lirio de la mafana
(Hemerocallis x hybrida) (Stefaniak y Grzeszczuk, 2019). Sin embargo, Pl destaca por su
alto contenido en &cido ascorbico en comparacién con los datos reportados en la literatura en
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flores comestibles. En este sentido, el acido ascérbico se considera un compuesto organico
natural, con poderosas propiedades antioxidantes y eliminador de radicales libres,
biol6gicamente importante en la prevencion de algunas enfermedades (Du et al., 2012).

3.3.5. Contenido de fenoles totales

Se observaron diferencias significativas en el contenido de fenoles en flores de CA, XU
y XC (Tabla 9). La mayor concentracion de compuestos fendlicos se observo en Pl, con un
valor hasta ocho veces mayor con respecto a las flores de CA, XU y XC. Estos resultados
son congruentes con lo reportado previamente en la literatura, Li et al. (2014) evaluaron 51
flores comestibles y reportd valores del contenido de fenoles de 0.13 a 11.48 mg de
Equivalentes de Acido Galico (EAG)/g p.s. Por otra parte; Navarro-Gonzalez et al. (2014)
describieron valores entre 6.64 y 26.63 mg EAG/g ps en otras flores comestibles, sin
embargo, los valores encontrados en este estudio resultaron ser inferiores a los reportados
por Kaisoon et al. (2012), que informd valores de 138.2 a 212.9 mg EAG/g p.s. en flores de
Tailandia. Previamente estudios han demostrado que las flores comestibles son fuente
alternativa de compuestos fenolicos, y el alto contenido de compuestos fendlicos se ha
correlacionado directamente con la actividad antioxidante (Gonzalez-Barrio et al., 2018;
Kaisoon et al., 2011; da Silva et al., 2020). Estos compuestos son ampliamente distribuidos
en vegetales, frutas, cereales, y en flores comestibles (Tiwari et al., 2013; Chen et al., 2018),
son importantes como compuestos antioxidantes y su capacidad de eliminacion de radicales
libres, con beneficios a la salud humana (Kumari et al., 2021; Vuolo et al., 2019).

3.3.6. Contenido de flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales se observa en la Tabla 9, Pl presentd mayor
contenido en comparacidn con las flores de CA, XU y XC, con una diferencia de contenido
de hasta 4 veces mayor. Las flores mostraron alta concentracién en comparacién con lo
reportado por da Silva et al. (2020) en 22 tipos de flores de pensamientos (Viola x
wittrockiana) y por Pineda-Espinosa et al. (2020) en flores de agave (Agave salmiana) y
garambullo (Myrtillocactus geometrizans). Los flavonoides presentes en flores comestibles
tienen importancia bioldgica, principalmente como antioxidantes con efectos protectores
contra enfermedades cardiovasculares, actividad antitumoral, antiinflamacion entre otras
(Nanda, 2019; Kwon et al., 2019). Sin embargo, la actividad antioxidante de los flavonoides
depende principalmente de su estructura quimica, donde juega un papel importante la
posicién y nimero de grupos hidroxilo o metoxilo en el anillo (Fan et al., 2012).

3.3.7. Actividad antioxidante

Los valores mediante el ensayo DPPH" oscilaron de 11.23 a 255.08 uM de Equivalentes
Trolox (ET)/g p.s. y en ABTS™ de 20.47 a 392.65 UM ET/g p.s. (Figura 1). Las flores de Pl
exhibieron una alta capacidad antioxidante en ambos métodos, con valores de 10 a 22 veces
mayor que las flores de CA, XU y XC. Por otra parte, las flores de XU presentaron los valores

54



Capitulo 11

minimos en ambos métodos. Los resultados del ensayo DPPH" mostraron alta actividad
antioxidante en comparacion con lo reportado por Zheng et al. (2018) en flores de pepino
(Cucumis sativus L.), amaranto globoso (Gomphrena globosa L.) y lirio de dia
(Hermerocallis citrina). No obstante, fueron inferiores en comparacion con lo reportado por
Chen et al. (2015) en flores de ciruelo rojo (Prunus mume), amaranto globoso (Gomphrena
globosa L.) y clavel (Dianthus caryophyllus L.), asi como lo reportado por Barros et al.
(2020) en flores de capuchina (Tropaeolum majus L.), paracress (Spilanthes oleracea L.) y
amaranto (Amaranthus hypochondriacus L.). Sin embargo, la actividad antioxidante en
pétalos de rosa de mayo (Rosa x centifolia), nomeolvides (Myosotis sylvatica) y rosa rugosa
(Rosa rugosa) fue mayor que la encontrada en P1 (Zheng et al., 2018).
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“§J 15 d © ; 150
3 10 = 100
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0 0
DPPHe ABTSe+ DPPHe ABTSe+
cardon = x. ulapa ®X. cuaresmefio m pitaya

Figura 1. Actividad antioxidante (DPPH*® y ABTS*") de flores de cactus. Carddn: C. rosea, xoconostle
var. ulapa: O. oligacantha, xoconostle var. cuaresmefio rosado: O. matudae, pitaya: E. cinerascens. Los
resultados son expresados en uM equivalentes de Trolox/g de peso seco. Los valores representan la media +
desviacién estandar (n=3). Los valores con letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas
(p <0.05) de acuerdo con la prueba de Tukey.

Los valores obtenidos mediante el método ABTS™ resultaron ser mas altos en
comparacion con el método DPPH, lo anterior, principalmente por la diferencia de
sensibilidad entre ambos métodos (Gouveia y Castilho, 2012). La actividad antioxidante de
las flores de cactus fue mayor en comparacion con flores de azafran (Crocus sativus L.) y
amaranto globoso (Gomphrena globosa L.) reportado por Zheng et al. (2018), pero inferiores
a lo reportado por Chen et al. (2015) en flores de amaranto globoso (Gomphrena globosa
L.), caléndula (Calendula officinalis L.) y ciruelo rojo (Prunus mume) a excepcion de PlI.

Las flores de PI, CA, XU y XC podrian considerarse fuentes ricas en compuestos
antioxidantes con posibles efectos benéficos a la salud. Se ha demostrado que las flores
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comestibles son ricas fuente de compuestos bioactivos como antocianinas, vitaminas,
carotenoides, polifenoles y flavonoides (Kumari et al., 2021).

3.3.8. Identificacion de compuestos fendlicos por HPLC/ESI/MS

Los rendimientos de extraccion de compuestos bioactivos obtenidos del extracto
hidroalcoholico fueron 11.53 % para Cardon, 16.92 % para xoconostle var. ulapa, 12.18%
para xoconostle var. cuaresmefio rosado y 27.23 % para pitaya. El perfil polifenolico de las
flores se determiné por HPLC-ESI/MS. Para lograr la identificacion de los compuestos en
las flores, las determinaciones en el espectrometro de masas (MS) se realizaron en modo de
ionizacion negativa [M-H™]. Se logré detectar 28 compuestos totales, de los cuales 19
compuestos son unicos. Los principales compuestos identificados son flavonoles, flavonas,
antocianinas, catequinas, acidos hidroxibenzoicos, &cidos hidroxicinamicos, metoxiflavonas,
acidos metoxicindmicos, &cidos metoxiflavonoles, lignanos y trimeros de proantocianidina.
La Tabla 10 muestra la identificacion tentativa de compuestos fendlicos, donde los picos
separados por HPLC/ESI/MS se identificaron de acuerdo a su peso molecular mediante la
base de datos VARIAN Work Station (version 2.0). En la Figura 2, se presentan los perfiles
cromatograficos de compuestos fenélicos separados por HPLC/ESI/MS.

Se detectaron la presencia de 15 compuestos en CA, mientras que se identificaron 10, 12
y 7 compuestos en XU, XC y PI. Todas las eluciones fueron registradas a 280 nm. De acuerdo
al cromatograma, los principales compuestos detectados en las flores de CA se identificaron
como flavonoles (pico 12, con tr 54.47 min y m/z 301, identificado como quercetina),
seguido de &cidos hidroxibenzoicos (pico 14, con tr 56.59 min y m/z 315, identificado como
el 4-O-glucésido de acido protocatecuico) y metoxiflavonas (pico 13, con tr 55.73 y m/z 283,
identificado como Geraldona).
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Figura 2. Perfil cromatogréafico de los principales compuestos fenolicos de flores de catus de Hidalgo
México. Observado a A 280 nm. A. cardén (C. rosea), Picos 1, 10 y 15: &cidos hidroxicinamicos, 5:
antocianinas, 2, 3, 4, 6 y 12: flavonoles, 7, 11 y 14: &cidos hidroxibenzoicos, 13: metoxiflavonas, 9: trimeros
de proantocianidinas. B. xoconostle var. ulapa (O. oligacantha), Picos 1, 2 y 3: &cidos metoxicindmicos, 4 y
10: metoxiflavonas, 6: flavonoles, 7 y 8: metoxiflavonoles. C. xoconostle var. cuaresmefio rosado (O. matudae),
Picos 1y 2: 4cidos metoxicindmios, 4: lignanos, 5: metoxiflavonas, 8: flavonoles, 9 y 10: metoxiflavonoles, 12:
antocianinas. D. pitaya (E. cinerascens), Picos 1y 2: catequinas, 3, 4 y 5: flavanoles, 7: metoxiflavonoles.
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Tabla 10. Identificacién de compuestos polifendlicos por HPLC/ESI/MS de flores de
cactaceas de Hidalgo, México.

Flor Pico (rrt1?n) ['\(/In;,g]- Compuesto Familia
1 3.85 340.8 4-O-gluctsido de 4cido cafeico ﬁfC'dOS. oo
idroxicindmicos
2 3325 7107 S;O-(6"-malonil-gluctsido) 7O Flavonoles
glucosido de quercetina
3 3459 608.8 3-O-xilosil-glucurénido de quercetina  Flavonoles
4 3562 462.8 3-O-glucdsido de quercetina Flavonoles
5 37.08 5048 3-O-(6"-acetil-glucosido) de peonidina  Antocianinas
6 39.53 488.8 3-O-acetil-ramnosido de quercetina Elavonoles
7 4733 314.9 4-O-glucoside de &cido protocatecuico AC'dOS. .
hidroxibenzoicos
8 48,70 1086.7 Desconocido emmememeee
Cardon 9O  49.49 8948 Trimerode prodelfinidina GC-Gc-c  |meros - de
proantocianidina
10 51.90 358.8 Acido rosmarinico Acidos
hidroxicinamicos
11 5246 299 4_—O-g|_UCOSId9 de acido 4- Amdog _
hidroxibenzoico hidroxibenzoicos
12 5447 301 Quercetina Flavonoles
13 5573 283 Geraldona Metoxiflavonas
14 5659 315 4-O-glucdsido de &cido protocatecuico Amdog .
hidroxibenzoicos
15 59.20 358.9 Acido rosmarinico Acidos
hidroxicinamicos
1 3.47 249  Feruloilglicina AC'dOS. S
hidroxicinamicos
5 2555 238.9 3:(3,4-.d|h|drOX|fen|I)-_2- o
hidroxipropanoato de isopropilo
- . - Acidos
3 2757 354.9 4-O-glucosido de acido fertlico T
metoxicinamicos
Xoconostle 4 3169 370.8 Sinensetina Methoxyflavones
var. ulapa 5 34.04 7688 Desconocido @ smmememeee
6 3524 462.8 3-O-glucosido de quercetina Flavonoles
7 3667 6229 5O -gluctsido 7-O-ramnosido de ..o iciavonoles
isoramnetina
8 37.63 476.9 3-O- glucésido de isoramnetina Metoxiflavonoles
9 42.01 828.6 2-O-triglucdsido de sesaminol Lignanos
10 53.90 312.8 Cirsimaritina Metoxiflavonas
L . L Acidos
1 2339 354.8 4-O-glucosido de 4cido ferdlico MetoxiCinAmicos
5 2411 3548 4_—Q—g|ucomdo de acido ferdlico Amdog o
(isbmero) metoxicindmicos
3 9577 2389 3?(3,4-_d|h|drOX|fen|I)-_2- L
Xoconostle hidroxipropanoato de isopropilo
var. 4 27.78 354.9 Conidendrina Lignanos
cuaresmefio 5 3150 370.9 Sinensetina Metoxiflavonas
rosado 6 33.73 768.8 Desconocido 0 emmmeeeeee-
7 3376 768.8 Desconocido 0 eemmeeeeee-
8 3513 4629 3-O-glucésido de quercetina Flavonoles
9 3673 6229 J>O-glucosido  7-O-ramnosido  de o iciavonoles
isoramnetina
10 37.67 476.9 3-O-glucdsido de isoramnetina Metoxiflavonoles
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11 4237 798.7 Derivado de acido elagico ACIdOS_ .
hidroxibenzoicos

12 4471 652.8 3,5-O-diglucosido de malvidina Antocianinas

1 2291 2889 (+)-Catequina Catequinas

2 2207 289 (-)-Epicatequina Catequinas

3 3188 7711 3-O-glu_cosiI-ramnosil-glucésido de Flavonoles

Pitaya quercej'tlnz? L .

4 3287 609.1 3-O-xilosil-glucurdnido de quercetina Flavonoles

5 3510 593.1 6,8-di-C-glucdsido de apigenina Flavonas

6 3003 859 Desconocido ememmemeee

7 4814 329.2 3,7-Dimetilquercetina Metoxiflavonoles

Cardon (C. rosea), xoconostle var. ulapa (O. oligacantha), xoconostle var. cuaresmefio rosado (O. matudae),
pitaya (E. cinerascens). ts=Tiempo de retencion, [M-H]<™? = Relacién masa-carga. Todos los experimentos se
realizaron en modo de ionizacion negativa, longitud de onda 280 nm.

En las flores de XU y XC los principales compuestos detectados se identificaron como
metoxiflavonoles 3-O-glucdsido de isoramnetina (pico 8, con tr 37.63y m/z 476.9 en XU y
pico 10, con tr 37.67 min y m/z 476.9 en XC), seguido de 3-O-glucésido 7-O-ramnosido de
isoramnetina (pico 7, con tr 36.67 y m/z 622.9 en XU y pico 9, con tr 37.73 y m/z 622.9 en
XC) y flavonoles como el 3-O-glucédsido de quercetina (pico 6, con tr 35.24 y m/z 462.8 en
XU y pico 8, con tr 35.13 min y m/z 462.9 en XC). En flores de PI, el principal compuesto
detectado se identificé como flavona 6, 8-di-C-glucosido de apigenina (pico 5, con tr 35.10
miny m/z 592.1), seguido de flavonoles como el 3-O-xilosil-glucurénido de quercetina (pico
4, con tr 32.87 y m/z 609.1) y metoxiflavonoles como el 3,7-dimetil quercetina (pico 7, con
tr 48.14 y m/z 329.2).

La quercetina y sus derivados fueron los principales metabolitos secundarios
encontrados en las flores analizadas en este estudio; es un flavonoide natural ampliamente
distribuido en plantas, frutas y verduras en forma glicosilada. Los glucosidos y rutindsidos
mejoran la actividad biolégica de la quercetina aglicona, con potenciales efectos
farmacoldgicos como la prevencion de enfermedades crénicas y algunos tipos de cancer
debido a su accion antioxidante frente al dafio de radicales libres (Lesjak et al., 2018).

En otro estudio, se ha reportado que la isoramnetina y sus derivados presentan potencial
actividad antiinflamatoria a través de la supresion de la infiltracion celular, inhibiendo la
produccién de 6xido nitrico, la actividad de COX-2 y la secrecion de citocinas (Antunes-
Ricardo et al., 2015). Otros compuestos de importancia como los derivados del acido
protocatéquico y de la apigenina también fueron detectados.

Estos compuestos también presentan efectos farmacologicos contra algunas
enfermedades, el acido protocatéquico y sus derivados actian como agentes antioxidantes,
antiinflamatorios, antimicrobianos, anti-cancerigeno, anti-diabetes (Semaming et al., 2015;
Krzysztoforska et al., 2019).

Estudios en cultivos celulares y modelos animales han revelado que la apigenina y sus

derivados, tienen efectos anticancerigenos al prevenir la proliferacion celular en diversos
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tumores malignos (higado, pancreas, sangre, prostata, mama, tiroides, piel), ademas de sus
efectos antioxidantes, antivirales, antidepresivas, antimicrobianos, cardioprotectores,
antimutagénicos y antiinflamatorios (Zheng et al., 2014; Maduni¢ et al., 2018). Compuestos
de importancia bioldgica se detectaron en esta investigacion, resultando relevante debido a
la escasez de estudios previos sobre la identificacion de compuestos en estas especies de
flores de cactéceas.

3.4. Conclusiones

Las flores de carddon (Cylindropuntia rosea), xoconostle var. ulapa (Opuntia
oligacantha), xoconostle var. cuaresmefio rosado (Opuntia matudae) y pitaya (Echinocereus
cinerascens) presentaron contenidos aceptables de proteinas, cenizas y carbohidratos, con
composiciones similares a las flores de caléndula, capuchina y pensamiento. Las flores
estudiadas son una fuente prometedora de compuestos antioxidantes, destacando la flor de
Pitaya por un mayor contenido de fenoles y flavonoides, lo que favorecié mayores efectos
antioxidantes. En el perfil de los compuestos polifendlicos, los principales compuestos
encontrados fueron quercetina, 3-O-acetil-ramndsido de quercetina, 4-O- glucosido de acido
protocatecuico, 3-O-glucésido de isoramnetina, 3-O-glucésido 7-O-ramndsido de
isoramnetina, 6,8-di-C-glucdsido de apigenina y 3-O-xilosil-glucuronido de quercetina. De
acuerdo a los resultados informados en este estudio, estas flores pueden ser una fuente
alternativa de nutrientes en el desarrollo de alimentos funcionales; sin embargo, se
recomienda la realizacion de estudios complementarios, como la identificacion de la dosis
letal media (DLso), asi como los posibles componentes antinutricionales.
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B) Caracterizacion nutricional, funcional y actividad
antioxidante de flores de Crotalaria longirostrata L.

Resumen

Las plantas silvestres comestibles durante cientos de afios han formado parte de la
alimentacion basica o complementaria de las comunidades indigenas. En este trabajo, se
evalué la composicion quimica y funcional de flores de chipilin (Crotalaria longirostrata
L.). También se identificaron los principales metabolitos mediante HPLC/SI/MS. Los
componentes mas abundantes de las flores de chipilin fueron los carbohidratos, proteinas y
fibra cruda, con valores de 47.27 %, 27.53 % y 16.87 %, respectivamente. También
presentaron contenidos aceptables de compuestos antioxidantes, favoreciendo el potencial
antioxidante con valores de inhibicion de los radicales DPPH® y ABTS*" de 24.67 y 33.10
uM equivalentes Trolox/ g de peso seco, respectivamente. El perfil polifendlico por
HPLC/ESI/MS detect6 la presencia de 12 compuestos. EI compuesto principal fue el 3-O-
sambubiodsido de delfinidina (antocianina), seguido de 2"-O-xilosil-glucésido de 3-
hidroxifloretina (dihidrochalcona). Este estudio, sugiere que las flores de chipilin son una
fuente valiosa de nutrientes y compuestos antioxidantes, con posibles efectos benéficos a la
salud humana, ademas, de sus posibles usos en el desarrollo de ingredientes funcionales.

Palabras clave: plantas silvestres, flores comestibles, Crotalaria longirostrata L.,
composicién nutricional, compuestos bioactivos
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3.6.1. Introduccidn

La naturaleza y diversidad en flora provee al ser humano de plantas silvestres
comestibles, estas durante mucho tiempo han sido base de una alimentacion saludable y
nutritiva, de gran importancia principalmente en comunidades indigenas donde el acceso a
otras fuentes de alimentos es muy limitado. Ese tipo de recursos alimenticios naturales son
fuentes de carbohidratos, fibra, macro y micro minerales y, compuestos fendlicos; que
brindan ciertos beneficios a la salud del consumidor; ademas, aligeran el hambre de las
personas de escasos recursos econémicos en regiones marginadas (Diaz-Jose et al., 2019;
Mateos-Maces et al., 2020).

En México, el consumo de plantas silvestres data desde hace cientos de afios, como
alimentos basicos o complementarios para satisfacer las necesidades nutritivas y de
alimentacion. Actualmente, la dieta nutrimental de muchas personas se basa en este tipo de
alimentos; sin embargo, muchas de las plantas no tienen un valor agregado o se desconocen
sus propiedades nutritivas (Sotelo et al., 2007). El conocimiento de las personas nativas en
el area de produccion de la especie vegetal, la diversidad y sus componentes/propiedades son
factores importantes para considerar a una planta comestible. Ademas, la recoleccién, el
transporte y el procesamiento también son importantes (Mateos-Maces et al., 2020). Estudios
previos, han informado la importancia de estas especies vegetales en diversos sectores
sociales, donde los patrones de uso y consumo, estan fuertemente ligados a la cultura,
principalmente en comunidades indigenas (Diaz-José et al., 2019).

El género Crotalaria (Fabaceae) con alrededor de 600 a 700 especies, se considera de
los principales géneros de las leguminosas. Este género se distribuye en regiones tropicales
y subtropicales de Africa, Asia, India y América, son anuales o perennes. Su clasificacion se
basa en la morfologia de sus flores, hojas simples, trifoliada, alternas, obovadas y
lanceoladas, generalmente de color amarillo, blanco, violaceo o azulado (Samaila et al.,
2019). Los principales compuestos de estas plantas son los flavonoides, saponinas y
alcaloides, y se les atribuye actividades antioxidantes, anticancerigenas, antimicrobianas y
anti-inflamatorias (Scupinari et al., 2020).

En regiones tropicales de Veracruz, Oaxaca y Chiapas, México; se producen plantas
comestibles silvestres de importancia en la alimentacion de las poblaciones locales, dentro
de estas podemos hacer mencion de la planta de chipilin (Crotalaria longirostrata L.)
perteneciente al genero antes mencionado, originaria del sur de México y Centroamérica.
Utilizada como alimento en diferentes preparaciones tradicionales, recolectadas
principalmente por personas nativas y utilizadas en diversos caldos, sopas, guisos y en los
tipicos tamales. También tienen propiedades etnobotanicas como narcéticos e hipnéticos
(Jiménez-Aguilar y Grusak, 2015). La planta mide de 1 a 1.5 m de altura aproximadamente,
sus ramas se componen de tres hojas ovaladas y sus flores amarillas con forma de mariposa,
forman una espiga en la parte superior de la planta. En la actualidad, las flores de chipilin
suelen ser consumidas por algunas personas como ingredientes en la elaboracion de platillos
tradicionales. Sin embargo, hasta el momento no se le ha dado la importancia de su valor
nutritivo y en ocasiones suele desaprovecharse.
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Tambien estas especies del género Crotalaria en el sector agricola son muy utiles en el
control de neméatodos. Lo anterior, debido a los alcaloides conocidos como pirrolizidina que
tienen actividades bioldgicas y tienen un papel fundamental como nematicidas y ovicidas,
una alternativa muy importante para evitar el uso de agentes quimicos en la proteccién de
cultivos (Scupinari et al., 2020).

Dentro de los habitos de consumo de hierbas o plantas comestibles, el chipilin es una
fuente importante en la alimentacion de las personas en regiones del sureste mexicano y sus
flores son un complemento en la nutricién. Sin embargo, a pesar de formar parte de la dieta
base 0 como complemento, aun se desconocen sus caracteristicas nutricionales y sus
propiedades. Por lo anterior, el objetivo de la presente investigacion fue evaluar la
composicion quimica, funcional, e identificar los principales metabolitos por HPLC/ESI/MS
de las flores de chipilin (Crotalaria longirostrata L.).

3.6.2. Materiales y Métodos

3.6.2.1. Material vegetal

Flores de chipilin (Crotalaria longirostrata L.) fueron recolectadas en el municipio de
Acacoyagua, Chiapas; México, ubicada a una latitud norte de 15°2024", longitud oeste de
92°40'27” y a una altura sobre el nivel del mar de 86 metros.

Las muestras fueron almacenadas en un ultracongelador a -76 °C (Thermo-Scientific,
703, Outside, EE. UU.), y posteriormente fueron liofilizadas (Labconco, 7948000, Missouri,
EE. UU.), y molidas en un molino de cuchillas (Knife Mill Grindomix GM 200; Hahn,
Germany), las muestras se almacenaron hasta su uso.

3.6.2.2. Preparacion de la muestra

Para la determinacion de compuestos antioxidantes y actividad antioxidante, 0.1 g de
muestra liofilizada se mezclé en 10 mL de una mezcla etanol: agua (70:30, v/v) y fue
ultrasonicado durante 15 min a una frecuencia de 40 kHz a 25 °C (Ultrasonicator LSS,
32V118A, China), posteriormente centrifugado a 16500 x g durante 10 min a 5 °C
(Centrifuge Thermo-Scientific, ST 16R, Germany). El sobrenadante fue utilizado para los
analisis correspondientes.

3.6.2.3. Composicion nutricional

Para el analisis de humedad (925.09), grasas (983.23), proteinas (950.48), cenizas
(930.05) y fibra cruda (985.29, 993.21) se utilizaron los métodos oficiales de la AOAC
(2005). Los carbohidratos totales se calcularon por diferencia. La energia se determind
mediante la ecuacién descrita por Chahdoura et al. (2015).

kJ
100 g peso fresco

Energia = = [(4)(gprotel’na + gcarbohidratos) + (2)(gfibra) + (9)(ggrasa)] [4.184]
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3.6.2.4. Determinacion de carotenoides totales

Las fracciones isocromaticas rojas (capsantina y capsorrubina) y amarillas ([3-caroteno,
R-criptoxantina, zeaxantina) de los carotenoides totales fueron determinadas de acuerdo con
Hornero-Mendez y Minguez-Mosquera (2001). La muestra (0.1 g) fue preparada con acetona
(10 mL). Las absorbancias de las muestras se midieron con un espectrofotdmetro a A 472y
508 nm, respectivamente. Los resultados se expresaron como mg/g de peso seco.

3.6.2.5. Determinacion de clorofila

La clorofila a, b y la total fue determinada de acuerdo con la metodologia descrita por
Witham et al. (1971), con ligeras modificaciones. La preparacion de la muestra (0.1 g) se
realizd con acetona al 80 % (10 mL). Las mediciones de absorbancia se realizaron a A 645y
663 nm respectivamente, mediante un espectrofotometro (UV-Vis Jenway
spectrophotometer, 6715, USA). Los resultados fueron expresados en mg de clorofila por
gramos de peso (mg/g de peso seco).

3.6.2.6. Determinacion de acido ascorbico

El contenido de acido ascorbico se evalud segun lo establecido por Dirist et al. (1997)
con ligeras modificaciones. Las muestras (0.1 g) fueron preparadas con 10 mL de &cido
tricloroacético al 3 % (v/v). Las muestras se sometieron a ultrasonicacion (modelo 3510
Branson, China) durante 15 min a una frecuencia de 40 kHz. Posteriormente, las muestras se
centrifugaron a 10000 x g durante 10 min; luego, se tomaron 2 mL del sobrenadante a los
cuales se le agregaron 2 mL de la solucién tampon de acetato (pH 4). Enseguida, se agregaron
3 mL de dicloroindofenol y 15 mL de xileno. Las mediciones se realizaron a 520 nm en un
espectrofotometro (modelo 6715 UV-Vis Jenway, Techne Inc., Staffordshire, UK). Los
resultados se expresaron como miligramos de &cido ascorbico por gramos de peso seco (mg
AA/g peso seco).

3.6.2.7. Determinacion de fenoles totales

Se determind por el método de Folin-Ciocalteu el contenido de fenoles totales segun
Singleton y Rossi (1965). La muestra (0.1 g) fue preparada con etanol al 80 %. Brevemente,
0.5 mL de la muestra se mezclé con 0.5 mL del reactivo Folin-Ciocalteu al 50 % en agua. La
mezcla se dejo reposar durante 7 min, posteriormente se le agregd 1.5 mL de carbonato de
sodio al 7.5 % y se dejo reaccionar en la oscuridad durante 60 min. La medicion de
absorbancia se realiz6 a A 725 nm mediante un espectrofotometro UV-Vis (Jenway, 6715,
USA). Los resultados se expresaron como mg de equivalentes de acido galico (mg EAG)/g
de peso seco.

3.6.2.8. Determinacion de flavonoides totales

Los flavonoides se determinaron de acuerdo con el método descrito por Rosales et al.
(2011), el solvente utilizado en la preparacién de la muestra (0.1 g) fue etanol al 80 %.
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Enseguida, 2 mL de la muestra se mezcl6 con 1.5 mL de nitrito de sodio y 2 mL de agua, se
dejo reposar durante 5 min en total oscuridad. A continuacion, se afiadié a la mezcla 1.5 mL
de tricloruro de aluminio y 1 mL de hidroxido de sodio y se dejé reposar durante otros 20
min. La medicidn se realizé a A 415 nm en un espectrofotometro UV-Vis (Jenway, 6715,
US). Los resultados se expresaron como mg de equivalentes de quercetina (mg EQ)/g de peso
Seco.

3.6.2.9. Evaluacion de la actividad antioxidante

Se emplearon los métodos de DPPH" y ABTS™" para evaluar la actividad antioxidante.
Para ello, la muestra (0.1 g) fue preparada en solucién etandlica al 80 %. Los resultados se
expresaron como UM de equivalentes Trolox (UM ET)/g peso seco. La actividad captadora
del radical DPPH" (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) fue realizada de acuerdo con lo establecido
por Brand-Williams et al. (1995). Enseguida, 0.3 mL de muestra se mezclaron con 2.7 mL
de DPPH" (6 x 10 M). La mezcla se dejo reposar en completa oscuridad durante 1 h a 4 °C,
la lectura de la absorbancia fue a A 517 nm (As17).

En cuanto a la actividad inhibidora del radical ABTS™ (&cido 2, 2 -azino-bis-(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonico) se realizo de acuerdo con Re et al. (1999). Se llevé a cabo una
reaccion de oxidacion del ABTS™ a 7 mM con 10 mL de persulfato de potasio 2.45 mM, en
ausencia de luz durante 16 h con agitacion constante para generar el radical. Para agregar a
la muestra, previamente el radical ABTS se diluyd en solucion etandlica al 80 %, hasta
obtener un valor de absorbancia de 0.7 £ 0.02 a A 734 nm (A734). Se tomaron 3.9 mL de
radical ABTS™" diluido y se mezclaron con 0.1 mL de muestra, enseguida se dejo reposar
durante 6 min en la oscuridad. La absorbancia de la mezcla fue determinada a A 734 nm
(Av3a).

3.6.2.10. Extraccion y purificacion de compuestos fendlicos

El extracto fue obtenido de acuerdo con las condiciones descritas por Ascacio-Valdés et
al. (2010). La extraccion de los compuestos fendlicos se realiz6 empleando una mezcla de
etanol:agua (70:30, v/v), con relacién masa-volumen 1:16 por medio de ultrasonido a 40 kHz
(Branson, Mod. 2510, Marsall Scientific, NH, USA) durante 20 minutos. El extracto fue
filtrado y posteriormente procesado por cromatografia liquida en columna, utilizando como
fase estacionaria Amberlite XAD-16 y como fase movil agua y etanol, para recuperar la
fraccion polifendlica. La elusion inicié con agua destilada (400 mL), enseguida se utilizé
etanol (600 mL).

3.6.2.11. Identificacion de compuestos fenolicos por HPLC/ESI/MS

Las fracciones obtenidas después de la cromatografia liquida con Amberlite XAD-16
fueron analizados por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) en un sistema Varian
HPLC, que incluye un inyector automatico (VarianProStar 410, USA), una bomba ternaria
(VarianProStar 2301, USA) y un detector de matriz de fotodiodos (PDA) (VarianProStar 330,
USA). Se usO un espectrometro de masas con trampa de iones de cromatografia liquida
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(Espectrometro de masas Varian 500-MS IT, USA) equipado con una fuente de iones
electrospray. Se inyectaron muestras (5 pL) en una columna Denali C18 (150 mm x 2.1 mm,
3 um, Grace, USA). La temperatura del horno se mantuvo a 30 °C. Los eluyentes fueron
acido férmico (0.2 %, v/v; solvente A) y acetonitrilo (solvente B). Se aplicé el siguiente
gradiente: inicial 3 % de B; 0-5 min, 9 % B lineal; 5-15 min, 16 % B lineal; 15-45 min; 50
% B lineal. La columna se lavé y reacondiciond. La velocidad de flujo se mantuvo a 0.2
mL/miny la elucidon de compuestos fenolicos se monitore6 a A 245, 280, 320 y 550 nm. Todo
el efluente (0.2 mL/min) se inyectd en la fuente del espectrometro de masas, sin division. El
experimento del espectrometro de masas se realizé en modo negativo [M-H]?. Se utiliz6
nitrogeno como gas nebulizador y helio como gas de amortiguacion. Los parametros de la
fuente de iones fueron: voltaje de pulverizacion 5.0 kV vy, el voltaje y la temperatura capilar
fueron 90.0 V y 350 °C, respectivamente. Los datos fueron colectados y procesados
utilizando el software MS Workstation (V 6.9).

3.6.2.12. Anélisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron mediante el software JMP.5.0.1 (A Business Unit
of SAS, Statistics Analysis System, v. 9.0). Los datos se analizaron empleando el analisis de
varianza (ANOVA) y una prueba de comparaciones mdltiples de Tukey con nivel de
significancia p < 0.05 para establecer las diferencias significativas entre las muestras. Los
valores se expresaron como la media + desviacion estandar, todos los experimentos se
realizaron por triplicado.

3.6.3. Resultados y Discusion

3.6.3.1. Composicion nutricional

La composicién nutricional de la flor de chipilin (Crotalaria longirostrata L.) se observa
en la Tabla 11. El contenido de humedad fue de 7.76 %. Los carbohidratos fueron los
componentes mas abundantes. Estos valores fueron similares a lo reportado en otras flores
comestibles como Erytrhina americana (44.5 %), Cucurbita pepo L. (47.1 %) y Tropaeolum
majus L. (48.1 %); sin embargo, mayores contenidos se han reportado para las flores de
Calendula officinalis (62.1 %), Tagetes erecta (85.2 %), Rosa micrantha (90.2 %)
(Fernandes et al., 2017) y Viola wittrockiana (80.27 %) (da Silva et al., 2020).

En cuanto a las proteinas, estas flores tienen mayor contenido en comparacién con los
valores reportados en flores comestibles mexicanas como Agave salmiana (16.4 %),
Cucurbita pepo L. (21.9 %), Tagetes erecta (7.9 %), Erythina americana (26.2 %), entre
otras (Mulik y Ozuna, 2020). Por otra parte, el contenido de fibra cruda reportado en otros
estudios para flores de Dhalia campanulata, Erythrina caribae, Agave salmiana, Aloe vera,
Erythrina americana y Myrtillocactus geometrizans son valores inferiores en comparacion
con lo encontrado en esta investigacion (Mulik y Ozuna, 2020; Pinedo-Espinoza et al., 2020).
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Tabla 11. Composicién nutricional de la flor de chipilin (Crotalaria longirostrata L.)

Componente (g/100 g de peso seco) - Flor.
Crotalaria longirostrata L.
Proteinas 27.53+0.29
Grasas 2.02+£0.08
Fibra cruda 16.87 £ 0.07
Cenizas 6.31+0.06
Carbohidratos 47.27 +£0.35
Energia 1469 + 2.59

Los valores representan la media + desviacion estandar (n=3).

Los valores encontrados del contenido de cenizas y grasas fueron bajos en las flores de
chipilin, valores semejantes a lo reportado en otras flores comestibles (Pires et al., 2017; da
Silva et al., 2020). Los valores nutritivos de la flor de chipilin fueron semejantes o
aproximados a otras flores comestibles populares como Borago officinalis, Camellia
japonica, Centaurea cyanus, Calendula officinalis, Rosa spp, Hibiscus rosa-sinensis,
Tagetes erecta, Tropaeolum majus (Fernandes et al., 2020; Kumari et al., 2021).

3.6.3.2. Contenido de carotenoides totales

Se detectd Unicamente la presencia de carotenoides amarillos en las flores de chipilin
(Tabla 12). No se tiene informacion de reportes de carotenoides en estas flores; sin embargo,
cantidades similares de carotenoides se han reportado en flores de Sambucus nigra L.,
Primula L., Malvae arboreae L. y Lamium album L., y menor contenido en comparacion con
flores de Arnica L., Lavandula L. y Calendula officinalis (Nowicka y Wojdyto, 2019). La
ingesta recomendada de betacarotenos de forma segura es de hasta 15 mg, por lo que el valor
encontrado representaria un 3.13 % (Eggersdorfer y Wyss, 2018). Los carotenoides son
pigmentos naturales que estan presentes en las fuentes vegetales, y el consumo de dietas ricas
en carotenoides y el efecto sinérgico de la combinacion de estos compuestos se asocia
fuertemente a diversos efectos beneficiosos a la salud humana, principalmente como agentes
preventivos contra enfermedades cronicas degenerativas (Berman et al., 2015).

3.6.3.3. Contenido de clorofila

La clorofila a y b fue detectada en las flores de chipilin (Tabla 12). Hasta el momento,
no se tienen informes sobre el contenido de clorofila en estas flores. Sin embargo, en otros
estudios se ha reportado menor contenido de clorofila total en flores de Arnica L., Bellis
perennis L., Lavandula L., Matricaria L., Borago officinalis L., Viola tricolor L., Tagetes
tenuifolia Cav., entre otras (Grzeszczuk et al., 2016; Nowicka y Wojdyto, 2019).
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3.6.3.4. Contenido de acido ascorbico

Las flores de chipilin presentaron bajo contenido de &cido ascérbico (Tabla 12). Aunque
no existen datos reportados en estas flores, el contenido fue inferior a valores reportados en
flores de Mimulus x hybridus L., Hemerocallis x hybrida Hort, Antirrhinum majus L,
Dianthus chinensis L., Monarda didyma (Stefaniak y Grzeszczuk, 2019), Tropaeolum majus,
Hemerocallis fulva L. (Fernandes et al., 2017). El acido ascérbico (Vitamina C) tiene una
importancia bioldgica en el desarrollo y funcionamiento del ser humano, su principal funcion
es actuar como cofactor de enzimas e inhibidor de las especies reactivas de oxigeno. Los
efectos beneficiosos del consumo de &cido ascOrbico mediante fuentes naturales estan
relacionados con el efecto preventivo de enfermedades relacionadas al estrés oxidativo
(envejecimiento, tipos de cancer, enfermedades inflamatorias y cardiovasculares) (Cruz-Rus
etal., 2012).

3.6.3.5. Contenido de fenoles totales

Se detectd un bajo contenido de fenoles en las flores de chipilin (Tabla 12). Este valor
es muy semejante a lo reportado en flores de Viola wittrockiana de diferentes colores (da
Silva et al., 2020) vy, ligeramente superior a lo reportado en flores comestibles como
Verbascum L., Centaurea cyanus L. y Sambucus nigra. Sin embargo, flores de Calendula
officinalis, Malvae arboreae L. y Primula L. presentaron mayor contenido de estos
compuestos (Nowicka y Wojdylo, 2019). Los compuestos fenolicos estan presentes en flores,
frutas y verduras, principales compuestos fitoquimicos que contribuyen a las caracteristicas
sensoriales y funcionales de los alimentos. Ademas, tienen propiedades beneficiosas como
agentes preventivos contra enfermedades cardiovasculares y crénicas, asociadas al estrés
oxidativo (Manousi et al., 2019).

3.6.3.6. Contenido de flavonoides totales

Los valores del contenido de flavonoides en flores de chipilin se presentan en la Tabla
12. El valor obtenido fue ligeramente mayor a lo reportado en flores de Agave salmiana. Sin
embargo, las flores de Erythrina americana, Aloe vera, Myrtillocactus geometrizans
(Pinedo-Espinozaet al., 2020) y Viola wittrockiana (da Silva et al., 2020), presentaron mayor
contenido en comparacién con lo encontrado en esta investigacion. Los flavonoides se
encuentran ampliamente distribuidos en el reino vegetal, estos compuestos son responsables
del color en la especie vegetal. La concentracion de flavonoides depende de factores como
la fuente vegetal, la variedad, area de produccion, condiciones y métodos de extraccion o
cuantificacion (Faggio et al., 2017).
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Tabla 12. Compuestos antioxidantes de la flor de chipilin (Crotalaria longirostrata L.)
Flor

Crotalaria longirostrata L.

Compuestos antioxidantes

Carotenoides mg/g de ps

Carotenoides rojos ND
Carotenoides amarillos 0.47
Carotenoides totales 0.47 £0.00
Clorofila mg/g de ps

Clorofilaa 5.92 £ 0.22
Clorofilab 10.27 £ 0.19
Clorofila total 16.19+0.41
Acido ascorbico mg AA/g de ps 0.15+0.03
Fenoles totales mg EAG/g de ps 3.93+£0.04
Flavonoides totales mg EQ/g de ps 7.65+0.08

AA, &cido ascorbico; EAG, equivalentes de acido galico; EQ, equivalentes de quercetina. Los valores
representan la media + desviacién estandar (n=3). ND= no detectado.

3.6.3.7. Actividad antioxidante

El valor de la actividad antioxidante de la flor de chipilin se observa en la Figura 3. La
actividad antioxidante por DPPH® fue de 13.03 uM de Equivalentes Trolox (ET)/g de peso
seco. Estos valores son menores a los reportados para otras flores comestibles, por ejemplo,
las de Agave salmiana (24.64 uM ET/g p.s.), Aloe vera (23.50 uM ET/g p.s.), Myrtillocactus
geometrizans (675.06 UM ET/g p.s.) y Erythrina americana (25.28 uM ET/g p.s.) (Pinedo-
Espinoza et al., 2020), Amaranthus hypochondriacus (58.74 uM ET/g p.s.), Tropaeolum
majus (52.87 y 49.38 UM ET/g p.s., color naranja y rojo respectivamente) y Spilanthes
oleracea L. (53.61 pM ET/g p.s.) (Barros et al., 2020).

Las flores de chipilin presentaron mayor actividad antioxidante mediante ABTS™". Los
valores encontrados fueron semejantes a lo reportado en flores de Cucumis sativus L.,
Gomphrena globosa, Malus spectabilis. Sin embargo, flores como Magnolia grandiflora,
Tropaeolum majus L., Hibiscus sabdariffa y Rosa rugosa tienen mayor capacidad para
estabilizar este radical (Zheng et al., 2018). Finalmente, las flores de chipilin presentaron
valores aceptables de compuestos antioxidantes, lo anterior contribuyé a la actividad
antioxidante por ambos métodos. Estas flores son fuentes de compuestos bioactivos con
efectos antioxidantes, que pueden proveer beneficios contra el dafio de radicales libres, lo
anterior, a través de la ingesta de estos recursos alimenticios.

74



Capitulo 11

30
25 T

20

UM ET/g peso seco

DPPHe ABTSe+
Flor de chipilin

Figura 3. Actividad antioxidante (DPPH*® y ABTS*") de la flor de chipilin (Crotalaria longirostrata L.).
Los resultados son expresados en uM equivalentes de Trolox/g de peso seco. Los valores representan la media
* desviacién estandar (n=3). Los valores con letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas
(p <0.05) de acuerdo con la prueba de Tukey.

3.6.3.8. Identificacion de compuestos fendlicos por HPLC/ESI/MS

El perfil de compuestos fendlicos de las flores se determiné por HPLC/ESI/MS. Las
determinaciones se realizaron en modo de ionizacion negativa [M-H™].

Se detectaron 12 compuestos, dentro de los que destacan &cidos metoxicindmicos,
flavonoles, metoxiflavonoles, antocianinas y dihidrochalconas. En la Tabla 13, se presentan
los compuestos identificados para cada uno de los picos observados en el cromatograma de
HPLC/ESI/MS (Figura 4) mediante la comparacion de sus pesos moleculares con la base de
datos VARIAN Work Station (version 2.0). EI compuesto mas abundante en el extracto
hidroalcohdlico de las flores de chipilin fue la antocianina 3-O-sambubidsido de delfinidina
(pico 11, tr 51.40 min y 596 m/z), seguida de la dihidrochalcona 3-hidroxifloretina 2°-O-
xilosil-glucésido (pico 12, tr 55.44 min y 582.9 m/z) y la metoxiflavona 1,2-disinapoil
gentiobiosa (pico 2, tr 31.65 min y 752.7 m/z).
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Figura 4. Perfil cromatogréafico de los principales compuestos fendlicos de la flor de chipilin (Crotalaria
longirostrata L.) observado a A 280 nm. Picos 2 y 3: acidos metoxicindmicos; 1, 5 y 6: flavonoles, 7:
metoxiflavonol, 11: antocianina, 9 y 12: dihidrochalconas.

Los picos 1, 5y 6 fueron identificados como flavonoles, el pico 1 fue identificado como
3-O-xilosil-glucurénido de quercetina, en el tiempo de retencidn de 29.59 min y m/z 608.8,
el pico 5 encontrado en el tiempo de retencion de 35.29 min y m/z 650.8 fue 3-O-(6""-acetil-
galactdsido)-7-O-ramnosido de quercetina y el pico 6 se identific6 como 3-O-galato-7-O-
glucosido-4""glucurénido de epigalocatequina en el tiempo de retencion 36.69 min y 794
m/z.

Ademas, se identificaron compuestos de la familia de 4cidos metoxicindmicos como 1,2-
disinapoil-gentiobiosa ionizados en el tiempo de retencion de 32.16 min y 752.7 m/z (pico
3).

El pico 7, con tr de 38.82 min y 778.7 m/z, se identifico como un metoxiflavonol Ilamado
3-O-glucosil-(1->6)-[apiosil (1->2)]-glucosido de patuletina. También se detecto el &cido
hidroxicinamico p-Cumaroil tirosina, con tr 47.68 min 'y 327 m/z (pico 10). Los picos 4y 8
no fueron identificados en la base de datos.

Finalmente, se detectaron compuestos de la familia de dihidrochalconas (pico 9) llamado
3-hidroxifloretina 2"-O-xilosil-glucosido, con tr 46.25 min y 581.9 m/z.

En la actualidad, no existen estudios cientificos previos sobre la identificacion de los
compuestos presentes en la flor del chipilin (Crotalaria longirostrata L.). Sin embargo, el
principal compuesto encontrado, el 3-O-sambubidsido de delfinidina, se ha reportado en
otros trabajos, principalmente en Hibiscus sabdariffa. De acuerdo con la literatura, los
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glucdsidos de delfinidina pueden conferir mayor actividad antioxidante que la aglicona,
debido a los grupos hidroxilos presentes en la molécula. En un estudio in vitro en células
HepG2 (carcinoma hepatocelular), se ha reportado que la antocianina 3-O-sambubidsido de
delfinidina de Hibiscus sabdariffa tiene un efecto farmacoldgico importante ya que actla
como antioxidante e hipoglucemiante. Este compuesto inhibié la generacion de especies
reactivas de oxigeno y suprimio la peroxidacion intracellular inducida por H202, agotamiento
de GSH, ademas redujo el potencial y peroxidacion de la membrana mitochondrial (Xu et
al., 2017). También se ha reportado que este compuesto tiene actividad inhibidora de la
enzima convertidora de angiotensina, debido a que compite especificamente con el sitio
activo de la enzima (Ojeda et al., 2010).

La identificacion de los principales compuestos polifendlicos detectados en la flor del
chipilin es de suma importancia, debido a que en un futuro podrian ser fundamentales para
la realizacion de investigaciones con ensayos biodirigidos por sus posibles actividades
bioldgicas.

Tabla 13. Compuestos polifendlicos identificados por HPLC/ESI/MS en el extracto
hidroalcoholico de la flor de chipilin (Crotalaria longirostrata L.)
N°de tr  [M-HJ

sefial (min)  (M/2) Compuesto Familia
1 29.59 608.8 3-O-xilosil-glucésido de quercetina Flavonoles
o I Acidos
2 31.65 752.7 1,2-disinapoil gentiobiosa metoxicinAmicos
o I Acidos
3 32.16  752.7 1,2, disinapoil gentiobiosa metoxicinimicos
4 33.97 736.8 Noidentificedo e
5 35.29 650.8 3-O-(6""-acetil-galatosido) 7-O-ramndsido de quercetina Flavonoles
Epigalocatequina 3-0-galato-7-O-glucosido-4" -
6 36.69 794 glucurénido Flavonoles
7 38.82 778.7 3-O-glucosil-(1-6)-[apiosil (1-2)]-glucdsido de patuletina Metoxiflavonoles
8 41 676.7 Noidentificado e
9 46.25 581.9 3-hidroxifloretina 2"-O-xilosil-glucésido Dihidrochalconas
L Acidos
10 47.68 327  p-Coumaroil tirosina hidroxicinimicos
11 5140 596  3-O-sambubidsido de delfinidina Antocianinas
12 5544  582.9 3-hidroxifloretina 2"-O-xilosil-glucésido Dihidrochalconas

tr= Tiempo de retencién

3.6.4. Conclusiones

Las flores de chipilin (Crotalaria longirostrata L.) actualmente se incorporan como
nuevos ingredientes en la elaboracion de diversos platillos por personas de comunidades
locales del lugar de produccion. Estas flores estudiadas, revelan que son fuentes naturales de
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carbohidratos, proteinas y fibra cruda, valores comparables con otras flores comestibles
populares como Tagetes erecta, Tropaeolum majus y Calendula officinalis. También es
fuente de compuestos antioxidantes como fenoles, flavonoides y carotenoides, lo que
contribuye a una actividad antioxidante aceptable. Por lo antes mencionado, el consumo de
estas flores podria ayudar a disminuir y eliminar los radicales libres, principales responsables
de diversas enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo. Es importante hacer mencion
que hasta el momento son los primeros reportes de las propiedades nutricionales y
funcionales de la flor de chipilin, asi como de sus principales compuestos polifenélicos
presentes. Por lo anterior, este estudio sugiere que las flores de chipilin son fuentes valiosas
de nutrientes y compuestos antioxidantes, con posibles beneficios a la salud humana.
Ademas, podrian considerarse una alternativa en la elaboracion de alimentos funcionales o
suplementos nutracéuticos.
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A) Actividad anti-inflamatoria de extractos hidroalcohdlicos
de flores de Cactaceas en edema de oreja de ratén CD-1
inducido por 12-O-tetradecanoilforbol-13 -acetato (TPA)

Resumen

Las propiedades terapéuticas de las flores comestibles hacen que sean ampliamente
utilizadas en el mejoramiento de la salud humana. Los compuestos fendlicos presentes en las
flores comestibles como los fenoles, flavonoides, entre otros, juegan un papel importante
como compuestos antioxidantes efectivos contra enfermedades relacionadas al estrés
oxidativo. Estos compuestos exhiben actividades bioldgicas como anti-ulcerogénica,
antimicrobiana, neuroprotectiva, anti-cancer y anti-inflamatoria.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad anti-inflamatoria de extractos
hidroalcohdlicos de cuatro flores de cactaceas mediante un modelo de edema inducido en
oreja de raton por 12-O-tetradecanoilforbol-13 -acetato (TPA) como guia para la actividad
anti-inflamatoria. Todos los extractos hidroalcohdlicos de flores presentaron efecto anti-
inflamatorio. ElI mayor efecto de inhibicién de edema auricular (57.65 + 8.88 %) se presentd
en el grupo de ratones tratado con el EHCr, a una dosis de 3 mg/oreja. El efecto puede ser
atribuido a los compuestos mayoritarios detectados mediante HPLC como el acido p-
cumarico, catequina, kaempferol y quercetina. Lo anterior, debido a que estos compuestos
estdn implicados en la inhibicion de mediadores pro-inflamatorios y enzimas como
ciclooxigenasas y lipoxigenasas. Los hallazgos indican que la flor de cardon, es una
alternativa de tratamiento para procesos inflamatorios.

Palabras clave: efecto anti-inflamatorio, flores de cactaceas, extractos hidroalcohdlicos,
acidos fendlicos, flavonoides
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4.1. Introduccidn

La inflamacién es un proceso bioldgico que se activa tras una alteracion de las
estructuras de los tejidos, es una respuesta fisioldgica de proteccion del organismo ante
estimulos fisicos, quimicos y bioldgicos. Proceso que se desencadena por lesiones e
infecciones tisulares, invasiones microbianas y algunos antigenos, para iniciar la regulacion
homeostatica que involucra diversos mediadores (células y moléculas extracelulares) de
suma importancia para la supervivencia del ser humano. El objetivo principal es eliminar el
agente dafiino e iniciar el proceso de restauracion de los tejidos (Tasneem et al., 2019).

Las enfermedades inflamatorias como la gota, aterosclerosis, enfermedades
respiratorias, cardiovasculares y cancer estan relacionadas con la produccion prolongada de
especies reactivas de oxigeno (ROS). Estos metabolitos (oxigenos reducidos) son dafiinos
para las células en altas concentraciones provocando dafio tisular, ademas de que pueden
actuar como moléculas de sefializacion y mediadores inflamatorios (Mittal et al., 2014).

En la actualidad, los farmacos anti-inflamatorios de origen sintético tienen ciertas
limitaciones relacionadas con el costo y efectos secundarios graves. Debido a la gran
diversidad quimica presente en las plantas, estas se han convertido en fuentes alternativas
viables en la obtencion de compuestos con efectos anti-inflamatorios. Desde hace cientos de
afios, los productos naturales tienen un papel fundamental en el tratamiento terapéutico de
enfermedades, Hipdcrates conocido como el padre de la medicina utiliz6 aproximadamente
400 plantas para aplicaciones medicinales (Nash, 2006).

El beneficio a la salud otorgado por el uso y consumo de flores comestibles y
medicinales, se atribuye a la presencia de compuestos antioxidantes que pueden ejercer un
efecto preventivo contra enfermedades asociadas al estrés oxidativo (Benvenuti et al., 2016).
Tales efectos dependen de la concentracién de compuestos aromaticos y/o polihidroxilados
como los fenoles, flavonoides y alcaloides (Pires et al., 2019). De acuerdo con la literatura,
los principales compuestos naturales presentes en flores con efecto antioxidante son los
acidos fenolicos, flavonoides y sus derivados como la delfinidina, 3-O-sambubidsido de
delfinidina, rutina, luteina y 3-O-ramnosido de quercetina (Wang et al., 2015).

México se caracteriza por una notable riqueza en plantas del género Opuntia con
alrededor de 1500 especies, de importancia comercial principalmente por sus frutos,
utilizadas desde la antigiedad en la medicina popular para el tratamiento de varias
enfermedades y en la actualidad consideradas como fuente de compuestos nutricionales y
fitoquimicos con efectos benéficos a la salud (Kaur et al., 2012), y sus flores son de gran
interés por la presencia de compuestos bioactivos (Aruwa et al., 2018). En general, las flores
se consideran fuente alternativa de compuestos antioxidantes y su consumo provee beneficios
a la salud, por sus propiedades antioxidantes, anticancerigenas, neuroprotectoras,
antimicrobianas y anti-inflamatorias (Skrajda-Brdak et al., 2020). Por lo anterior, el objetivo
de la investigacion fue evaluar el efecto anti-inflamatorio in vivo de extractos
hidroalcoholicos de cuatro flores de cactaceas mediante un modelo de edema inducido en
oreja de raton CD-1 por 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA), para valorar su posible
uso como coadyuvante en el proceso inflamatorio.
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4.2. Materiales y Métodos

4.2.1. Material vegetal

Las flores de carddon (Cylindropuntia rosea), xoconostle var. ulapa (Opuntia
oligacantha), xoconostle var. cuaresmefio rosado (Opuntia matudae) y pitaya (Echinocereus
cinerascens) fueron obtenidas en el municipio de Tetepango, Hidalgo, México, localizada a
una latitud Norte de 20°06'38”, longitud oeste de 99°09'11” y a una altura sobre el nivel del
mar de 2100 metros. Enseguida, fueron almacenadas en un ultracongelador a -76 °C
(Thermo-Scientific, 703, Outside, EE. UU.), posteriormente se liofilizaron (Labconco,
7948000, Missouri, EE. UU.), y pulverizaron en un molino de cuchillas (Knife Mill
Grindomix GM 200; Hahn, Germany), y se almacenaron en refrigeracion (4 °C) hasta su uso.

4.2.2. Obtencion de extractos hidroalcohdlicos de flores

15 g de flores secas fueron extraidos por maceracion con 250 mL de una mezlca
etanol:agua (70:30, v/v) durante una semana. Enseguida, los extractos se filtraron a través de
papel filtro (Whatman, 11 um).

Para la concentracion del extracto hidroalcohodlico de carddon (EHCr), extracto
hidroalcohdlico de xoconostle var. ulapa (EHXU), extracto hidroalcohdlico de xoconostle
var. cuaresmefio rosado (EHXCu) y extracto hidroalcohdlico de pitaya (EHPI), el disolvente
fue evaporado a presion reducida (40-50 °C) en un rota-evaporador (Rotavapor, BUCHI, R-
215, Switzerland), posterior a la eliminacién del solvente, los extractos secos fueron
almacenados en refrigeracion (4 °C) y protegidos de la luz hasta su uso.

4.2.3. Cuantificacién de compuestos fendlicos por HPLC/ESI/MS

Los acidos fendlicos y flavonoides se cuantificaron mediante cromatografia liquida de
alta resolucion utilizando un equipo HPLC Agilent 1100, acoplado a un detector de arreglo
de diodos (Model 1100 series, Agilent Technologies, Santa Clara, California, USA) de
acuerdo con la metodologia de Joaquin-Ramos et al., 2020.

Para la identificacion y cuantificacion de acidos fenodlicos, las muestras (50 mg/mL de
etanol) se inyectaron en una columna Nucleosil 100 SA (125 x 4.0 mm, 5 um, Macherey-
Nagel, Diiren, Alemania). La fase movil consistié en H.O a pH 2.5 con &cido trifluroacético
(TFA) como solvente Ay acetonitrilo (ACN) como solvente B. El sistema de elusion fue un
gradiente como se describe a continuacion: 85 % A, 10 min; 65 % A, 20 min; 65 % A, 23
min. El flujo se mantuvo a 1 mL/min a 22 °C y el volumen de inyeccién fue de 20 pL. La
deteccidn de los compuestos se realiz6 a 280 nm. Los estandares utilizados fueron los acidos
p-hidroxibenzoico, ferulico, galico, p-cumarico, rosmarinico, vainillico (Sigma Aldrich, St.
Louis, Missouri, USA). Por otro lado, para la identificacion de flavonoides, se utiliz6 una
columna Hypersil ODS (Agilent, 125 x 40 mm, 5 pm). Los eluyentes utilizados fueron los
mencionados anteriormente, y se utilizo el siguiente gradiente de elucion: 65 % A, 10 min;
65 % A, 20 min; 65 % A, 25 min; y flujo de temperatura a 25 °C.
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Catequina, floretina, floritzina, isoramnetina, kaempferol, naringenina y quercetina se
utilizaron como estandares (Sigma Aldrich). Para la cuantificacion de cada uno de los acidos
fendlicos y flavonoides se realizaron curvas de calibracion con los estandares en un rango de
concentracion de 0.01 a 0.25 mg/mL. Los resultados se expresaron como pg/g de extracto
seco.

4.2.4. Animales de experimentacion

Se utilizaron ratones de la cepa CD-1, machos de aproximadamente 25-30 g de peso, de
8 a 10 semanas de edad. Estos se mantuvieron en condiciones estandar de ciclo luz/oscuridad
de 12 horas, a 22 °C y con control de humedad relativa del 45%. Se les proporciono alimento
y agua ad libitum. Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con la Normativa Federal
para la Experimentacion y Cuidado de Animales (Secretaria de Agricultura, NOM-062-
Z00-1999, México). Los protocolos experimentales fueron aprobados por el Comité
Institucional Etico para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio de la Universidad
Auténoma del Estado de Hidalgo, con el nimero de registro (CICUAL/006/2021). Se emple6
el nimero minimo de animales y la duracion de la observacion requerida para obtener datos
consistentes.

4.2.5. Modelo de edema inducido en oreja de raton por 12-O-tetradecanoilforbol-13 -
acetato (TPA)

La inflamacion fue inducida en la oreja de los ratones con TPA administrado por via
topica (Rivero-Pérez et al., 2016). Se formaron grupos al azar con 4 ratones cada uno.

Los ratones fueron anestesiados via intramuscular con Zoletil® (Tiletamina/Zolacepam)
a dosis de 100 mg/kg). Posteriormente, se aplicaron 20 pL de TPA (2.5 ug disueltos en 20
pL de acetona) sobre la superficie interna y externa de la oreja izquierda del ratéon (10
pL/lado). Enseguida, se aplicaron los tratamientos con el mismo procedimiento descrito
anteriormente (10 pL/lado). Los extractos fueron administrados a dosis de 3 mg/20 pL de
acetona o etanol para el EHCr, EHXU y EHXCu, y para el EHPi 2 mg/20 puL de acetona o
etanol. El grupo control positivo se tratd con indometacina (1 mg en 20 pL. de acetona por
oreja); mientras que el grupo control negativo no recibio tratamiento. En la oreja derecha de
los ratones Unicamente se aplico el vehiculo respectivo.

Seis horas después de la aplicaciéon del agente irritante (TPA), los animales fueron
sacrificados. Posteriormente, se cortdé un segmento circular de aproximadamente 6 mm de
diametro de las orejas tratadas (t) y no tratadas (nt) y se pesaron. Finalmente, se determind el
% de inhibicion de la inflamacidn ejercido por los extractos mediante la siguiente ecuacion:

% de inhibicion = (control Aw - tratamiento Aw / Aw) x 100

Donde Aw = wt - wnt, siendo wt el peso de la seccidn de la oreja tratada y wnt el peso de la
seccion de la oreja no tratada.
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4.2.6. Analisis estadistico

El anélisis estadistico se realiz6 mediante el software JMP.5.0.1 (A Business Unit of
SAS, Statistics Analysis System, v. 9.0). Los datos se analizaron empleando el analisis de
varianza (ANOVA) y una prueba de comparaciones multiples de Tukey con nivel de
significancia p < 0.05 para establecer las diferencias significativas entre las muestras. Los
valores se expresaron como la media + desviacion estandar.

4.3. Resultados y Discusion

4.3.1. Resultados

Extractos de flores de cactaceas fueron evaluados para probar su efecto anti-inflamatorio
in vivo en un modelo de edema inducido en oreja de raton CD-1 por TPA (12-O-
tetradecanoilforbol-13 -acetato) (Figura 5). Todos los tratamientos presentaron efectos
significativos (p < 0.05) de la inhibicion del edema auricular con respecto al control positivo
(Indometacina).
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Figura 5. Inhibicion de edema en oreja de ratdn CD-1 de extractos hidroalcohdlicos de flores de cactaceas
inducido por aplicacion de TPA (12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato). EHCr: extracto hidroalcohdlico de
carddn (C. rosea), EHU: extracto hidroalcohdélico de xoconostle var. ulapa (O. oligacantha), EHXCu: extracto
hidroalcohélico de xoconostle var. cuaresmefio rosado (O. matudae), EHPI: extracto hidroalcohdlico de pitaya
(E. cinerascens). CTRL: control negativo TPA. Los valores representan la media + desviacion estandar (n=4).
Letras diferentes en las barras indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) de acuerdo con la
comparacion miltiple de medias de Tukey.
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El mayor porcentaje de inhibicion de edema auricular fue de 57.65 + 8.88 % observado
en el grupo tratado con el EHCr (Cylincropuntia rosea) a una dosis de 3 mg/oreja, seguido
de 27.04 £ 7.07 % en el grupo tratado con el EHXU (Opuntia oligacantha) y 23.66 + 13.09
% obtenido para el EHXCu (Opuntia matudae) a la misma dosis (3 mg/oreja). Por otra parte,
el grupo tratado con el EHPi (Echinocereus cinerascens) presentd 19.53 + 7.59 % de
inhibicidn del edema auricular; sin embargo, cabe resaltar que se utilizé una dosis menor (2
mg/oreja) en comparacion con las anteriores.

En la Tabla 14 se muestra la cuantificacion de los principales compuestos fenolicos por
HPLC en el EHCr (Cylindropuntia rosea), siendo los acidos p-cumarico, galico y vainillico
los compuestos mayoritarios en concentraciones de 75.13, 2.85 y 1.90 pg/g de extracto seco,
respectivamente. Por otra parte, los flavonoides identificados en mayor concentracion fueron
la quercetina, isoramnetina y catequina con valores de 1.94, 1.65 y 1.44 ng/g de extracto
seco, respectivamente.

Tabla 14. Contenido de acidos fenodlicos y flavonoides (pg/g de extracto seco) del extracto
hidroalcoholico de la flor de cardén (Cylindropuntia rosea)

Compuestos Mg/g de extracto seco
Acidos fendlicos

Acido 3,5-di-OH-benzoico 0.96 +0.03
Acido ferdlico 0.40 + 0.00
Acido galico 2.85+0.24
Acido p-cumérico 75.13 £ 0.07
Acido rosmarinico 0.91 +0.02
Acido vainillico 1.90 + 0.36
Acido p-hidroxibenzoico 0.32£0.01
Flavonoides

Catequina 144 +0.11
Floretina 0.09 £ 0.00
Floritzina 0.08 £ 0.02
Isoramnetina 0.97 £0.02
Kaempferol 1.65+0.01
Naringenina 0.10+£0.03
Quercetina 1.94 +0.03

Los valores representan la media + desviacion estandar (n=3).

4.3.2. Discusion

La inflamacion es un proceso de respuesta inmune, donde se activa la liberacion
secuencial de citocinas pro-inflamatorias como respuesta a una infeccion, irritacion, lesion y
agentes extrafios en el cuerpo humano. Enfermedades como la artritis, ateroesclerosis,
alergias y diversos tipos de cancer, se correlacionan fuertemente con una inflamacién crénica
(zhu, Du, & Xu, 2018).
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Los farmacos usados frecuentemente como antiinflamatorios son asociados a diversos
efectos adversos para la salud (vémitos, Ulceras gastricas, problemas cardiovasculares, etc.),
aun con la alta eficacia que estos presentan para aliviar el padecimiento (Veloso, Cardoso, &
Vitorino 2021). En este aspecto, las plantas son fuentes importantes de productos naturales o
compuestos fitoquimicos con interesantes actividades terapéuticas en pro de la salud como,
por ejemplo, exhibir efectos antiinflamatorios. Debido a lo anterior, las plantas se han
convertido en fuentes alternativas en la busqueda de nuevos agentes terapéuticos
antiinflamatorios, para el desarrollo de nuevos farmacos con la eficacia y potencia suficiente
para aliviar o prevenir el proceso inflamatorio (Nunes et al., 2020). Por lo anterior,
estructuras vegetales como las flores de cactaceas de cardon (C. rosea), xoconostles var.
ulapa (O. oligacantha, xoconostle var. cuaresmefio (O. matudae) y pitaya (E. cinerascens),
pueden constituir una importante fuente de metabolitos secundarios de gran interés para la
obtencion de agentes antiinflamatorios. Recientemente, nuestro grupo de investigacion
evallo la capacidad antioxidante de los extractos hidroalcoholicos de las flores antes
mencionadas (Pensamiento-Nifio et al., 2021) e identific6 mediante HPLC/ESI/MS a un
conjunto de fenoles y flavonoides como componentes principales en los extractos; sin
embargo, éstos no se habian cuantificado hasta ahora.

En otro orden de ideas, la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas en la medicina
avanzada conlleva a experimentar en modelos adecuados y eficaces para encontrar la mejor
aplicacion de los metabolitos de interés (Patil et al., 2019). Los principales modelos in vivo
utilizados actualmente en las evaluaciones de actividad anti-inflamatoria (fase aguda) son los
siguientes: edema plantar inducido por carragenina, bradicinina, dextrano, histamina/5-HT y
lipopolisacarido (LPS); edema auricular inducido por oxazolona, aceite de croton y 12-O-
tetradecanoilforbol-13 -acetato (TPA); permeabilidad vascular inducida por é&cido
acetico/compuestos 48/80 y el modelo de pleuresia (Patil et al., 2019). De acuerdo con la
literatura, los principales modelos para evaluar la actividad anti-inflamatoria de extractos de
flores comestibles son mediante evaluaciones en cultivos celulares (activaciéon de macréfagos
Raw 264.7 inducida por LPS) y modelos in vivo (edema en oreja de raton inducida por aceite
de croton, dimetilbenceno y TPA, edema en pata de ratdon inducida por carragenina y
granuloma inducida por granulos de algodon) (Skrajda-Brdak et al., 2020; Zheng et al.,
2021).

La aplicacion de 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) en la oreja de raton tiene
un efecto inflamatorio, provocando la formacion de edema y la activacion de neutréfilos,
células de defensa ante lesiones tisulares. Este agente irritante es utilizado en modelos
animales in vivo para evaluar compuestos bioactivos (naturales y sintéticos) con efectos anti-
inflamatorios en la fase aguda. ElI mecanismo por el cual genera la inflamacion es a través de
la activacion de la proteina quinasa C, la cual desencadena la activacion de la fosfolipasa Ao,
prostaglandinas y leucotrienos (Patil et al., 2019; Castro et al., 2019).

Los hallazgos encontrados en nuestro experimento demostraron que los extractos
hidroalcoholicos tienen actividad anti-inflamatoria, en la cual, el extracto de cardon fue el
mas activo en comparacion con el resto de los extractos, mientras que el extracto de pitaya
fue el menos activo.
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Existen escasos estudios de la actividad anti-inflamatoria de extractos de flores
comestibles probados en modelos topicos inducidos por TPA. Sin embargo, Lee et al., 2009
evaluaron la actividad anti-inflamatoria del extracto hidroalcohdlico de la flor de Crisantemo
(Chrysanthemum indicum L.) sobre el edema auricular en oreja de ratdn. El extracto de
crisantemo fue obtenido por el método de reflujo con etanol al 70 %, este presentd efecto
anti-inflamatorio al disminuir el grosor y peso de la oreja por efecto del TPA, lo anterior,
similar al efecto de indometacina que redujo significativamente la dermatitis en las orejas de
ratones. La actividad anti-inflamatoria fue atribuida a la presencia de flavonas (acacetina,
apigenina y derivados), que actuaron mediante la inhibicion de los mediadores
proinflamatorios como interleucina 1B (IL-1PB) y factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) a
concentraciones de 5 mg/kg, por lo que en la fase de inflamacion prolongada estos
compuestos presentaron el 76 % de inhibicion de la inflamacion. Un efecto inhibitorio
también fue encontrado en esta investigacion para el EHCr, EHXU, EHXCu y EHPI, al
disminuir considerablemente la inflamacion en la fase aguda.

Por otra parte, Yasukawa et al., (2010) evaluaron el efecto inhibidor de acetatos de
triterpenos obtenidos de la fraccion activa del extracto metandlico de flores de alcachofa
(Cynara cardunculus) sobre la inflamacion inducida por TPA en oreja de raton. EI método
de obtencidn del extracto de alcachofa fue por maceracion, posteriormente, se realizaron
fracciones donde se identificaron cuatro triterpenos (o y P-amirina, taraxasterol y -
taraxasterol) y sus correspondientes acetatos, la dosis utilizada para evaluar el efecto anti-
inflamatorio fue de 0.02 a 1 mg de extracto. Con lo anterior, se obtuvo la inhibicion del 50
% del edema auricular, por accion de a-amirina a una concentracion de 1 mgl/oreja, el
resultado fue semejante al efecto encontrado en este estudio para el EHCr (C. rosea), el cual
inhibid el 57.65 % de la inflamacion inducida por TPA a una dosis de 3 mg/oreja; sin
embargo, es importante mencionar que en nuestra investigacion se aplicé el extracto integro.

En otro estudio, Li et al., (2020) evaluaron el efecto anti-inflamatorio de un extracto
etandlico (95 % v/v) de la flor de Jazmin (Jasminum grandiflorum L.) sobre el edema
auricular inducido por TPA en ratones, el cual inhibié el 28.93 % de la inflamacion a una
dosis de 2 mg/oreja, este efecto fue similar a lo encontrado en este trabajo para el EHXU y
EHXCu que disminuyeron la inflamacion en un 27.04 y 23.66 %, respectivamente, a una
dosis de 3 mg de extracto/oreja.

En cuanto al EHPI, se utiliz6 una dosis de 2 mg de extracto/oreja y se observé que inhibid
el 19.53 % de la inflamacién auricular, efecto ligeramente cercano al reportado para el
extracto de J. grandiflorum a una dosis de 2 mg/oreja (Li et al., 2020).

Debido a que el mayor efecto anti-inflamatorio para las flores de cactaceas en este
estudio se obtuvo para el extracto de flor de cardédn (Figural), se realizo la determinacion del
contenido de acidos organicos y flavonoides presentes por HPLC.

Los acidos fendlicos son compuestos biologicamente activos que se encuentran en
diferentes partes de la fuente vegetal como frutas, verduras, cereales, también presentes en
bebidas y jugos. Estos compuestos tienen la funcion de proteger a la planta contra dafios
externos y enfermedades; sin embargo, son de importancia en el sector salud debido a sus
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propiedades farmacoldgicas como antioxidantes, antimicrobianos, anticancerigenos,
antidiabéticos y anti-inflamatorios (Rashmi & Negi 2020).

El &cido p-cumérico es un compuesto fendlico que esta presente en frutas, vegetales y
cereales de forma libre o conjugada, se le atribuyen propiedades antioxidantes, antidiabéticas,
antivirales, antifungicas, antimelanogénicos, y anti-inflamatorias (Lee et al., 2018). Con
respecto al efecto anti-inflamatorio, se ha reportado que el &cido p-cumarico (10-40 mg/mL)
es capaz de inhibir mediadores inflamatorios, citocinas (ciclooxigenasa 2 (COX-2), éxido
nitrico sintasa inducible (iNOS) e IL-1pB), enzimas como metaloproteinasas (MMP1, MMP3
y MMP13) y agrecanasas (ADAMTS4 y ADAMTSS) y especies reactivas de oxigeno
(Huang et al., 2020). Ademas de inhibir la expresion del gen NF-kB, la actividad del TNF-a
y la sintesis de prostaglandinas (PGE2) (Pragasam et al., 2013). Mientras que, &cido gélico
también estd presente en nueces, vegetales y frutas, se le ha relacionado con efectos
antioxidantes, antimicrobianos, antidiabéticos y anti-inflamatorios (Bai et al., 2021). El acido
galico (50-100 mg/kg) es capaz de inhibir la activacion del factor nuclear kB (NF-kB), que a
su vez activa mediadores inflamatorios como IL-1B, TNF-a,, COX2 y iNOS. Ademas, inhibe
la expresion de mediadores pro-inflamatorios como el 6xido nitrico (NO), prostaglandina E2
(PGE2) e interleucina 6 (IL-6), sin embargo, no ejerce un efecto significativo sobre COX-2
(Bai et al., 2021; Ojeaburu & Oriakhi, 2021).

En cuanto al &cido vainillico, se ha informado que la presencia de este compuesto en
algunas plantas vegetales tiene diversas propiedades farmacol6gicas como actividad
sedativa, antidepresiva, antinociceptiva, antihipertensiva, antiulcerativa, anticancerigena,
hepatoprotectiva, antifungica y antioxidante. Ziadlou et al., 2020 evaluaron el efecto anti-
inflamatorio del &cido vainillico en un modelo de inflamacidn de microtejidos de condrocitos
humanos osteoartriticos, para inhibir las vias de sefializacion de la osteoartritis. El
mecanismo de accion anti-inflamatorio encontrado fue mediante la inhibicion de las vias de
sefializacion del factor nuclear de la cadena ligera kappa de las células B activadas (NF-xB),
en consecuencia, por la atenuacion de la fosforilacion del factor nuclear del gen del
polipéptido ligero kappa en las células B inhibidoras alfa (IkBa), a una concentracion de 1
UM de acido vainillico. Por lo anterior, el acido vainillico posee un efecto anti-inflamatorio
considerable para ser utilizado en el tratamiento de la osteoartritis.

Otro grupo de compuestos abundantes en la flor de cardén son los flavonoides, estos
poseen efectos farmacoldgicos como antioxidantes, antimicrobianos, antiproliferativos,
anticancer, neuroprotectivos, antiangiogénicos y anti-inflamatorios. Los flavonoides tienen
un papel fundamental en el control de mediadores responsables del proceso de inflamacién,
lo anterior, a través de la inhibicion de enzimas reguladoras y factores de transcripcion
(Maleki, Crespo & Cabanillas, 2019). Los flavonoides mayoritarios presentes en el extracto
hidroalcohdlico de la flor de carddn fueron los flavonoles quercetina y kaempferol, seguidos
del flavanol catequina.

La quercetina tiene propiedades farmacologicas, principalmente anticancerigenas,
antiobesidad, neuroprotectivos, antiateroscleroticas y anti-inflamatorias. El efecto anti-
inflamatorio que ha mostrado este compuesto es debido a la inhibicion de TNF-a y enzimas
(ciclooxigenasa, lipoxigenasa y mediadores de inflamacion), responsables de la iniciacion
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del proceso inflamatorio (Gupta et al., 2016). Por otro lado, el efecto antioxidante de la
quercetina es fundamental para eliminar especies reactivas de oxigeno (ROS), principales
responsables del estrés oxidativo y en consecuencia factor para inducir el proceso de
inflamacién (Boots et al., 2008). Con respecto al kaempferol como agente anti-inflamatorio,
este efecto se debe a diversos mecanismos de accion (celulares y moleculares), como la
inhibicidn de la liberacion de mediadores pro-inflamatorios (IL-6, IL-1, IL-18, IL-1B y TNF-
a), inhibicion del receptor tipo Toll 4 (TLR4), inhibicidn de la actividad de unién del NF-xB
del ADN vy del factor de diferenciacion mieloide 88. También se sabe que el kaempferol
inhibe la actividad del NF-xB, TNF-B, proteina activadora 1 (AP-1) y enzimas involucradas
en la inflamacion como LOX, COX-2 y iNOS; ademas, incrementa la expresion de ARNm
y proteinas de genes regulados por Nrf2 (Calder6n-Montafio et al., 2011; Alam et al., 2020).

Por otra parte, las catequinas son polifenoles que se encuentran en vegetales y plantas, a
este grupo pertenecen principalmente las epicatequinas, galato de epicatequina,
epigalocatequina, estereoisomero de galocatequina y estereoisomero de galocatequina. Estos
compuestos exhiben efectos farmacologicos como agentes antibacterianos, antihipertensivos
y anti-inflamatorios. Los mecanismos de accion del efecto antiinflamatorio, son a través de
la inhibicion de la secrecion de IL-8 por efecto de la supresion de la actividad de NF-xB
inducida por TNF-a (Zhang et al., 2019).

La actividad anti-inflamatoria se correlaciona fuertemente con los compuestos presentes
en las flores comestibles como los &cidos fendlicos y flavonoides (Zheng et al., 2021). La
actividad anti-inflamatoria de los extractos de las flores analizadas en esta investigacion se
puede atribuir a los compuestos encontrados como los &cidos fendlicos (acido galico y p-
cumarico) y flavonoides (catequina, kaempferol y quercetina), los cuales inhiben mediadores
inflamatorios como las enzimas ciclooxigenasas, lipoxigenasas y 0xido nitrico sintasa.

4.4. Conclusiones

Las flores de cactaceas (Cylindropuntia rosea, Opuntia oligacantha, Opuntia matudae,
Echinocereus cinerascens) pueden ser fuentes alternativas para la obtencion de agentes anti-
inflamatorios y ser utilizarlas en el tratamiento terapéutico de algunas enfermedades
inflamatorias. Se observé que el EHCr present6 un efecto anti-inflamatorio significativo con
respecto al EHXU, EHXCu y EHPI, lo anterior, atribuido a los principales compuestos
encontrados como el acido p-cumarico, catequina, kaempferol y quercetina. Con base a lo
anterior, se recomienda realizar estudios complementarios que ayuden a entender el
mecanismo de accion de la inhibicion inflamatoria de los compuestos presentes en el extracto
de cardon.
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B) Actividad anti-inflamatoria del extracto hidroalcoholico de
Crotalaria longirostrata L. en edema de oreja de raton CD-
1 inducido por 12-O-tetradecanoilforbol-13 —acetato (TPA)

Resumen

El objetivo de la investigacion fue evaluar la actividad anti-inflamatoria del extracto
hidroalcohdlico de la flor y de las partes aéreas de Crotalaria longirostrata L. en el modelo
de edema auricular inducido por TPA en ratdn. El extracto hidroalcohdlico de la flor y de las
partes aéreas de chipilin (Crotalaria longirostrata L.) inhibieron el edema auricular en
ratones. Las partes aéreas de chipilin presentaron mayor inhibicién del edema auricular en
comparacion con las flores (29.78 + 11.44 y 20.64 = 5.15 %, respectivamente). El efecto
encontrado puede ser atribuido a los compuestos identificados mediante HPLC/ESI/MS. En
el extracto de las flores se detectaron 3-O-sambubidsido de delfinidina, 3-hidroxifloretina 2"-
O-xilosil-glucésido, 1,2-disinapoil gentiobiosa como componentes mayoritarios; mientras
que en el extracto de las partes aéreas se identificaron 4-O-glucésido de acido cafeico, 3-O-
(6"-acetil-galactosido) 7-O-ramnosido de quercetina y 6, 8-di-C-glucésido de apigenina
como componentes mas abundantes. Estos compuestos acttan inhibiendo los mediadores
proinflamatorios como interleucina 6 (IL-6), proteina quimiotactica de monocitos 1 (MCP-
1) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a). Los extractos presentaron importante
actividad anti-inflamatoria y podrian considerarse como fuente alternativa en el tratamiento
de enfermedades inflamatorias.

Palabras clave: actividad anti-inflamatoria, Crotalaria longirostrata L., extractos
hidroalcohdlicos.
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4.6.1. Introduccion

México se caracteriza por tener una divesidad cultural y recursos naturales. Con relacion
a éstos Ultimos, se encuentran las plantas comestibles (cultivadas y silvestres) en la cual
muchas de estas forman parte de la dieta humana. De manera que, en la actualidad la incusion
de plantas comestibles en la alimentacion humana ha ganado mayor interés, puesto que, son
fuentes de compuestos nutricionales (aminodcidos, proteinas, carbohidratos, vitaminas y
minerales) (Mateos-Maces et al., 2020).

En el sureste mexicano, la planta de chipilin (Crotalaria longirostrata L.) es una de las
principales fuentes de alimentacion humana (flores y partes aéreas), principalmente como
ingrediente en la elaboracion de platillos tradicionales como tamales, guisos, caldos, entre
otros. Este género (Crotalaria), es uno de los principales de las leguminonsas con alrededor
de 700 especies Y, se distribuye en las regiones tropicales y subtropicales de Africa, Asia,
India y América (Samaila et al., 2019). Los flavonoides, alcaloides y saponinas son los
principales compuestos en estas plantas, por esta razon, se les atribuye efectos
farmacoldgicos como anticancerigenos, antimicrobianos, antioxidantes y anti-inflamatorios
(Scupinari et al., 2020).

Por consiguiente, los productos naturales son alternativas importantes para la busqueda
de compuestos con actividades anti-inflamatorias, por la gran diversidad de estructuras
quimicas y composicion Unica, debido a que los farmacos existentes causan efectos
secundarios graves Yy el costo de los tratamientos son elevados, lo que se convierte en una
importante limitante en el uso de los farmacos anti-inflamatorios (Azab et al., 2016). Por esta
situacion, el objetivo de la investigacion fue evaluar la actividad anti-inflamatoria in vivo del
extracto hidroalcohdlico de la flor y de las partes aéreas de chipilin (Crotalaria longirostrata
L.) en un modelo de edema auricular inducido por TPA en oreja de raton.

4.6.2. Materiales y Métodos

4.6.2.1. Material vegetal

Se emplearon flores y las partes aéreas de chipilin (C. longirostrata L.), la recoleccion
se realizé en el municipio de Acacoyagua, Chiapas; México, localizada a una latitud Norte
de 15°24'21", longitud oeste de 92°41'50" y a una altura sobre el nivel del mar de 70 metros.
Las muestras se llevaron a un proceso de secado a temperatura ambiente (25 °C) durante 15
dias, posteriormente, se pulverizaron en un molino de cuchillas (Knife Mill Grindomix GM
200; Hahn, Germany), y las muestras se conservaron en refrigeracion (4 °C) hasta su uso.

4.6.2.2. Obtencion del extracto hidroalcoholico de la flor y de las partes aéreas de chipilin

El solvente utilizado para la obtencion de los extractos fue etanol:agua (70:30, v/v), la
relacion muestra-disolvente fue de 1:16 (15 g de muestra), la extraccion de los compuestos
se realizO mediante maceracion durante 1 semana. Posteriormente, el extracto
hidroalcoholico de la flor (EHCh) y de las partes aéreas de chipilin (EHPACh) fueron
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filtrados (Whatman, 11 pum) y concentrados a presion reducida (40-50 °C) en un
rotaevaporador (Rotavapor, BUCHI, R-215, Switzerland). Los extractos secos fueron
almacenados en total ausencia de luz a temperatura de refrigeracion (4 °C), hasta su analisis.

4.6.2.3. ldentificacion de compuestos fenélicos por HPLC/ESI/MS

Los compuestos fueron analizados por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
en un sistema Varian HPLC, que incluye un inyector automatico (VarianProStar 410, USA),
una bomba ternaria (VarianProStar 2301, USA) y un detector de matriz de fotodiodos (PDA)
(VarianProStar 330, USA). Se usd un espectrometro de masas con trampa de iones de
cromatografia liquida (Espectrometro de masas Varian 500-MS IT, USA) equipado con una
fuente de iones electrospray.

Se inyectaron muestras (5 pL) en una columna Denali C18 (150 mm x 2.1 mm, 3 um,
Grace, USA). La temperatura del horno se mantuvo a 30 °C. Los eluyentes fueron acido
formico (0.2 %, v/v; solvente A) y acetonitrilo (solvente B). Se aplico el siguiente gradiente:
inicial 3 % de B; 0-5 min, 9 % B lineal; 5-15 min, 16 % B lineal; 15-45 min; 50 % B lineal.
La columna se lavo y reacondicioné. La velocidad de flujo se mantuvo a 0.2 mL/min y la
elucién de compuestos fendlicos se controld a 245, 280, 320 y 550 nm. Todo el efluente (0.2
mL/min) se inyect6 en la fuente del espectrometro de masas, sin division. El experimento del
espectrometro de masas se realizé en modo negativo [M-H]™. Se utiliz6 nitrégeno como gas
nebulizador y helio como gas de amortiguacion.

Los parametros de la fuente de iones fueron: voltaje de pulverizacion 5.0 kV vy, el voltaje
y la temperatura capilar fueron 90.0 V y 350 °C, respectivamente. Los datos fueron
colectados y procesados utilizando el software MS Workstation (V 6.9).

4.6.2.4. Animales de experimentacion

Se emplearon ratones (n= 4) de la cepa CD-1, machos (25-30 g de peso), de 8 a 10
semanas de edad. Las condiciones de adaptacion y mantenimiento fueron las siguientes: ciclo
luz/oscuridad de 12 horas, a 22 °C y humedad relativa del 45%, con disponibilidad de
alimento y agua ad libitum. EI Comité Institucional Etico para el Cuidado y Uso de los
Animales de Laboratorio de la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo, aprobo el
protocolo experimental con el numero de registro (CICUAL/006/2021).

Los experimentos se realizaron de acuerdo con la Normativa Federal para la
Experimentacion y Cuidado de Animales (Secretaria de Agricultura, NOM-062-Z00-1999,
México). Se empled el nimero minimo de animales y la duracion de la observacién requerida
para obtener datos consistentes.

4.6.2.5. Modelo de edema inducido en oreja de raton por 12-O-tetradecanoilforbol-13 -
acetato (TPA)

Se le indujo la inflamacion auricular (via topica) a todos los ratones con TPA de acuerdo
con Rivero-Pérez et al. (2016). Se formaron grupos al azar (n=4).
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Para inducir la inflamacion se realizaron aplicaciones topicas con una micropipeta, 20
pL de TPA (2.5 pg disueltos en 20 pL de acetona) sobre la superficie interna y externa de la
oreja izquierda del raton (10 pL/lado), previamente anesteciados via intramuscular con
Zoletil® (Tiletamina/Zolacepam, 100 mg/kg). Enseguida, los extractos fueron aplicados de
forma topica en la oreja izquierda del raton (10 pL/lado). Para observar el efecto anti-
inflamatorio se aplicaron los extractos de la flor y de las partes aéreas de chipilin a una dosis
por oreja de 3 mg/20 puL de agua. Como control posotivo se utilizé indometacina (1 mg/20
uL de acetona). El vehiculo respectivo se aplico unicamente en la oreja derecha.

Los animales fueron sacrificados 6 horas después de la aplicacion del TPA,
posteriormente, se cortaron segmentos circulares de 6 mm de diametro de las orejas tratadas
(t) y no tratadas (nt), con la ayuda de una pinza de un orificio. Cada segmento de oreja se
coloco en un tubo eppendorf previamente tarado y se peso para determinar el peso de la
muestra.

El % de inhibicion del edema auricularse se calculé mediante la siguiente ecuacion:

% de inhibicion = (control Aw - tratamiento Aw / Aw) x 100

Donde Aw = wt - wnt, siendo wt el peso de la seccion de la oreja tratada y wnt el peso de la
seccion de la oreja no tratada.

4.6.2.6. Andlisis estadistico

Los datos se analizaron mediante un andlisis de varianza (ANOVA) y una prueba de
comparaciones maltiples de Tukey con un nivel de significancia p < 0.05 para establecer las
diferencias significativas entre las muestras. El sottware utilizado para el analisis estadistico
fue JMP.5.0.1 (A Business Unit of SAS, Statistics Analysis System, v. 9.0). Los valores se
expresaron como la media + desviacién estandar.

4.6.3. Resultados y Discusién

4.6.3.1. Resultados

La actividad anti-inflamatoria del EHCh y EHPACh (C. longirostrata L.) fueron
evaluadas mediante un modelo de edema inducido en oreja de raton CD-1 por aplicacion
topica de TPA (12-O-tetradecanoilforbol-13 -acetato) (Figura .6). Se observd que los
extractos tienen un efecto significativo (p < 0.05) de la inhibicion del edema auricular con
respecto al control positivo indometacina.

El EHPAChH (C. longirostrata L.) a una dosis de 3mg/oreja presentd mayor actividad
anti-inflamatoria con 29.78 + 11.44 % de inhibicién del edema auricular en comparacién con
el obtenido para el EHCh (20.64 = 5.15 %), a la misma dosis.
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Figura 6. Inhibicion de edema en oreja de ratdn CD-1 del extracto hidroalcohélico de la flor y de las
partes aéreas de chipilin (C. longirostrata L.) inducido por aplicacién de TPA (12-O-tetradecanoilforbol-13-
acetato). EHCh: extracto hidroalcohélico de la flor del chipilin, EHPACh: extracto hidroalcohélico de las partes
aéreas de chipilin. CTRL: control negativo TPA. Los valores representan la media + desviacion estandar (n=4).
Letras diferentes en las barras indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) de acuerdo con la
comparacion maltiple de medias de Tukey.

Los principales compuestos fendlicos en los extractos hidroalcohdlicos identificados
mediante HPLC/ESI/MS se observan en la Tabla 15.

Se detecto la presencia de 12 compuestos en el EHCh (C. longirostrata L.) (Figura 7 A),
siendo los principales el 3-O-sambubitsido de delfinidina (tr 51.40 min, 596 m/z), 3-
hidroxifloretina 2"-O-xilosil-glucésido (tr 55.44 min, 582.9 m/z) y 1,2-disinapoil gentiobiosa
(tr 31.65 min, 752.7 m/z). Por otra parte, en el EHPACh se identificaron 7 compuestos
(Figura 7 B), siendo los mayoritarios: 4-O-glucésido de acido cafeico (tr 3.30 min, 593.1
m/z), 3-O-(6"-acetil-galactosido)-7-O-ramnoésido de quercetina (tr 33.92 min, 651.1 m/z) y
6, 8-di-C-glucosido de apigenina (tr 30.30 min, 593.1 m/z).
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Figura 7. Perfil cromatografico de los principales compuestos fendlicos del chipilin (C. longirostrata L.).
observado a A 280 nm. A: flor de chipilin, Picos 2 y 3: &cidos metoxicinamicos, 1, 5 y 6: flavonoles, 7:
metoxiflavonoles, 11: antocianinas, 9 y 12: dihidrochalconas, B: partes aéreas de chipilin, Picos 1: acidos
metoxicinamicos, 2: flavonas, 4 y 5: flavonoles, 3, 6 y 7: no identificado.
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Tabla 15. Compuestos fenolicos identificados en el extracto hidroalcohdlico de la flor y de
las partes aéreas de chipilin (Crotalaria longirostrata L.)
N°de tr [M-H]

sefial _(min)  (m/2) Compuesto Familia
1 29.59 608.8 3-O-xilosil-glucésido de quercetina Flavonoles
o - Acidos
2 31.65 752.7 1,2-disinapoil gentiobiosa metoxicinimicos
Acidos

3 3216  752.7 1,2, disinapoil gentiobiosa metoxicinimicos

4 33.97 736.8 Desconocido e
3-O-(6""-acetil-galatosido) ~ 7-O-ramnésido  de
quercetina
Epigalocatequina ~ 3-O-galato-7-O-glucésido-4" -
Flor 6 36.69 794 glucurénido
7 3882 7787 3-O-glucosil-(1-6)-[apiosil  (1-2)]-glucésido  de

5 35.29 650.8 Flavonoles
Flavonoles

Metoxiflavonoles

patuletina
8 41 676.7 Desconocido e
9 46.25 581.9 3-hidroxifloretina 2"-O-xilosil-glucosido Dihidrochalconas
e Acidos
10 47.68 327  p-Cumaroil tirosina hidroxicinmicos
11 51.40 596  3-O-sambubidsido de delfinidina Antocianinas
12 5544 5829 3-hidroxifloretina 2°-O-xilosil-glucésido Dihidrochalconas
L L . Acidos
1 3.30 341  4-O-glucoésido de acido cafeico hidroxicinamicos
2 30.30 593.1 6, 8-di-C-glucdsido de apigenina Flavonas
3 3266 737.1 Noidentificedko e
Partes 3-O-(6"-acetil-galactésido) ~ 7-O-ramnésido  de
aéreas 4 33.92 651.1 quercetina Flavonoles
5 3556 6351 3-O-(6"-acetil-galactésido)  7-O-ramnésido  de Flavonoles

guercetina (isdémero)
6 37.25 779.1 Desconocido e

7 39.46 677 Desconocido e
tr= Tiempo de retencién

4.6.3.2. Discusion

La inflamacion es un proceso biologico que se activa por alteraciones de los tejidos a
consecuencia de lesiones fisicas, quimicas o biologicas, respuesta adaptativa importante para
proteger al huésped de los estimulos que pueden causar algin dafo, lo anterior, para lograr
la eliminacion del agente causante del dafio tisular y lograr equilibrar las reacciones
proinflamatorias y antinflamatorias a través de las vias de sefializacion (Olajide & Sarker,
2020).

El uso de 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) ha sido un modelo y herramienta
de investigacion para evaluar las reacciones inflamatorias en la fase aguda del proceso
inflamatorio, debido a que induce a la migracion celular y activacion de las vias de
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sefializacion (proteina quinasa C, leucotrienos, fosfolipasa A2, protaglandinas, proteinas
activadas por mitogenos (MAPK) y el factor nuclear kB), ademads, activa mediadores
inflamatorios (interlecuina 1-p (IL-1p), factor de necrosis tumoral-a TNF-a), quimiocina
derivada de queratinocitos (KC), proteina inflamatoria de macréfagos (MIP-2) y
prostaglandinas) (Nakamura et al., 2019).

Desde hace cientos de afios, se han utilizado los productos naturales con propiedades
medicinales para tratar diversas enfermedades, dentro de estas, las enfermedades
inflamatorias. Por lo anterior, actualmente los productos naturales se han convertido en una
alternativa prometedora en la busqueda y obtencidn de compuestos con diversidad estructural
y propiedades anti-inflamatorias, para el desarrollo de nuevos farmacos eficaces en el alivio
o prevencion del proceso inflamatorio, debido a que los farmacos utilizados causan algunas
reacciones secundarias graves (Attiq et al., 2018).

Dentro de las fuentes alternativas para la evaluacién de compuestos con actividades
farmacoldgicas, se cuenta con una gran diversidad de plantas silvestres y comunes, tal como
la planta silvestre de chipilin (C. longirostrata L.), que se convierte en una oportunidad para
analizar los compuestos y sus posibles actividades farmacoldgicas. En relacion con el modelo
de TPA para evaluar actividad anti-inflamatoria in vivo, los estudios realizados en flores
comestibles son muy escasos. No obstante, Li et al., 2020 evaluaron la actividad anti-
inflamatoria del extracto hidroalcohdlico de la flor de jazmin (Jaminum grandiflorum L.)
sobre el edema en oreja de raton inducido por TPA. El extracto inhibi6 el 28.93 % del edema
auricular, a una dosis de 2 mg/oreja; efecto similar al observado en este trabajo para el EHCh
(20.64 % de inhibicidn); sin embargo, se utiliz6 una mayor dosis (3 mg/oreja). Por otra parte,
el EHPACh 29.78 % del edema auricular a la misma dosis.

El efecto anti-inflamatorio observado en éste trabajo para el EHCh, puede ser atribuido
a su componente principal, el 3-O-sambubidsido de delfinidina. El cual se ha reportado que
tiene actividad anti-inflamatoria, mediante la inhibicion de liberacion de mediadores pro-
inflamatorios como interlecuina 6 (IL-6), proteina quimiotactica de monocitos 1 (MCP-1) y
el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) en ratones mediante el modelo de edema plantar
inducido por lipopolisacaridos (LPS) (Sogo et al., 2015). Ademas, la actividad antioxidante
podria contribuir a la actividad anti-inflamatoria, debido a que este compuesto tiene efectos
significativos sobre el estrés oxidativo, al inhibir la sobreproduccion de especies reactivas de
oxigeno inducido por H202 (Xu et al., 2017).

Concerniente a los compuestos detectados en el EHPACh, no se ha encontrado reportes
de actividades anti-inflamatorias; sin embargo, los compuestos derivados del acido cafeico,
apigenina y quercetina presentan algunas actividades farmacologicas en modelos in vivo e in
vitro, tales como, antivirales, antidiabéticos, anticancerigenos, cardioprotectores,
antibacterianos, antioxidantes y anti-inflamatorios, entre otros (Espindola et al., 2019; Salehi
et al., 2019; Septembre-Melaterre et al., 2022). En tal sentido, los investigadores, las
industrias alimentarias y farmacéuticas, se han enfocado en estos compuestos con actividades
bioldgicas, debido a la importancia de los beneficios a la salud humana.
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4.6.4. Conclusion

Este estudio contribuy6 a los primeros reportes de la identificacion y la actividad anti-
inflamatoria mediante un modelo in vivo de los compuestos polifenolicos de la flor y de las
partes aéreas de chipilin (Crotalaria longirostrata L). La actividad anti-inflamatoria del
EHCh y EHPACH se atribuye principalmente a la presencia de los compuestos mayoritarios
3-0O-sambubidsido de delfinidina y 4-O-glucosido de acido cafeico, respectivamente. Por
tanto, el chipilin representa una opcion viable en el tratamiento de enfermedades
inflamatorias, sin embargo, es importante destacar que es necesario aislar estos compuestos
y determinar el mecanismo de accion de la actividad anti-inflamatoria.
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Capitulo V.

A) Actividad antibacteriana de extractos hidroalcohdlicos de
flores de Cactaceas frente a bacterias de importancia en la
salud publica

Resumen

El aporte de micronutrientes y compuestos bioactivos de los alimentos vegetales es de
impotancia en la dieta humana, asimismo, la inclusion de flores comestibles en la preparacion
de diversos platillos en la gastronomia ha incrementado durante los ultimos afios. Por lo
anterior, el consumo de flores genera mayor interés debido a que brinda beneficios a la salud
como agentes antioxidantes, anticancerigenos, anti-inflamatorios, antimicrobianos, entre
otros. Por tal razon, en la actualidad las plantas y flores representan un area de oportunidad
para la busqueda de compuestos con actividades bioldgicas, entre estos, la actividad
antibacteriana, debido a que la resistencia de los microorganismos a los antibidticos hoy en
dia es un problema grave de salud publica. Por lo consiguiente, el objetivo fue evaluar la
actividad antibacteriana de extractos hidroalcohdlicos de flores de cacticeas (carddn,
xoconostle var. ulapa, xoconostle var. cuaresmefio rosado, y pitaya) a través de la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion Minima Bactericida (CMB)
contra bacteria gram negativas y gram positivas de importancia en la salud publica. Los
resultados indicaron que todos los extractos hidroalcoholicos presentaron actividad
inhibitoria principalmente contra Salmonella typhi (6.25-12.5 mg/mL) vy Listeria
monocytogenes (6.25-12.5 mg/mL), y actividad bactericidad contra Staphylococcus aureus
(50-100 mg/mL) y Listeria monocytogenes (50-100 mg/mL). Lo anterior, respalda la
actividad antibacteriana de los extractos, sin embargo, el extracto de la flor de cardon descata
por su actividad antibacteriana a concentraciones minimas en comparacion con el resto de
los extractos. Este efecto puede ser atribuido a su contenido de &cidos fendlicos como p-
cumarico, galico y vainillico, y flavonoides como quercetina, kaempferol y catequina.

Palabras clave: actividad antibacteriana, microorganismos patdgenos, flores comestibles,
cactaceas
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5.1. Introduccién

Los alimentos vegetales se caracterizan por ser fuente de micronutrientes y compuestos
bioactivos, lo que les confiere un valor nutricional muy importante, un claro ejemplo de ello
son las flores comestibles, consumidas tradicionalmente en muchas culturas del mundo
durante cientos de afios con un rol importante en la nutricién humana, como suministro de
diversos nutrientes y compuestos bioactivos (Mlcek y Rop, 2011; Loizzo et al., 2016). Dentro
de los principales tipos de flores comestibles de acuerdo a la fuente que se pueden encontrar
en la naturaleza son las flores de frutas, flores de vegetales y flores aromaticas medicinales
(Zhang et al., 2017), utilizadas principalmente por sus propiedades farmacoldgicas que
proporcionan beneficios a la salud como anticancerigenos, anti-inflamatorios, antidiabéticas,
hepatoprotectoras, gastroprotectoras, antihelminticas, antioxidantes, antibacterianos (Petrova
etal., 2016, Lu et al., 2016; Fernandes et al., 2017). Tales efectos se atribuyen a compuestos
antioxidantes como los compuestos polifendlicos, flavonoides, antocianinas, carotenoides,
entre otros (Benvenuti et al., 2016; Zheng et al., 2018).

Las enfermedades trasmitidas por los alimentos es un problema importante de salud
publica, causadas por bacterias patdgenas que incluyen Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Salmonella typhi y Escherichia coli, como consecuencia de la ingesta de
alimentos contaminados. S. aureus es una bacteria patégena muy comun a nivel mundial
responsable de infecciones como vémitos, diarrea, nauseas, septicemia e intoxicaciones
alimentarias (Bianchi & van den Bogaart, 2020). En cuanto a L. monocytogenes, este
patdgeno es causante de listeriosis, una enfermedad considerada letal en personas
inmunodeprimidas, ademas, de causar gastroenteritis febril (Bianchi & van den Bogaart,
2020). Por otra parte, S. typhi es una de las bacterias patdgenas causante de la fiebre tifoidea,
enfermedad infecciosa mas importante a nivel mundial, que puede provocar perforacion del
intestino y meningitis si no se tiene un tratamiento eficaz (Brunelle et al., 2017). Finalmente,
E. coli es una bacteria patdgena que puede causar enfermedades graves y dafar el dera
instestinal, dentro de las infecciones principales se encuentran la diarrea severa, colitis
hemorragica y uremia hemolitica, resultado del consumo de alimentos contaminados (Yang
et al., 2017). Estas enfermedades infecciosas causadas por bacterias patdgenas, conlleva a
enfocar las medidas necesarias en relacion a la seguridad bacteriana de los alimentos. Al
mismo tiempo, la resistencia de microorganismos patdgenos a los antimicrobianos ha
generado una busqueda de nuevas fuentes de agentes antibacterianos eficaces contra ellos
(Ferri et al., 2015). Por tal motivo, en la actualidad existe mayor interés del sector salud en
la busqueda de alternativas para la obtencion de compuestos bioactivos con propiedades
antibacterianas. Dentro de estas alternativas se encuentran las flores comestibles, algunas de
ellas importantes por sus propiedades medicinales contra bacterias patogenas Gram positivas
y Gram negativas, tales efectos estan relacionados a la presencia de compuestos polifenélicos
(Zhao et al., 2009).

Por otra parte, los compuestos naturales antibacterianos procedentes de plantas o flores
son de gran importancia, debido a que estos podrian ser muy eficaces contra
microorganismos patdgenos transmitidos por los alimentos y utilizarlos en matrices
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alimentarias, donde muchas de estas bacterias son resistentes a los antibiéticos (VVoon et al.,
2011).

Es importante prevenir enfermedades transmitidas por los alimentos y brindar alimentos
seguros al consumidor. Por lo anterior, las flores de Cactaceas como cardon (Cylindropuntia
rosea), xononostle var. ulapa (Opuntia oligacantha), xoconostle var. cuaresmefio rosado
(Opuntia matudae) y pitaya (Echinocereus cinerascens) son alternativas para la busqueda y
obtencion de compuestos antibacterinos que ayuden a minimizar las enfermedades
transmitidas por bacterias patdgenas. Por lo tanto, el objetivo de esta investigacion fue
evaluar la actividad antibacteriana de extractos hidroalcoholicos de flores de Cactaceas
contra bacterias Gram postivias (Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes) y Gram
negativas (Salmonella typhi, Escherichia coli) de importancia en la salud publica.

5.2. Materiales y Métodos

5.2.1. Material vegetal

Las flores de carddn (C. rosea), xoconostle var. ulapa (O. oligacantha), xoconostle var.
cuaresmefio rosado (O. matudae) y pitaya (E. cinerascens) fueron obtenidas en el municipio
de Tetepango, Hidalgo, México, localizado a una latitud Norte de 20°06'38”, longitud oeste
de 99°09'11” y a una altura sobre el nivel del mar de 2100 metros.

5.2.2. Obtencién de extractos hidroalcohdlicos

Los extractos fueron obtenidos por maceracion. La extraccion se realizé empleando una
mezcla de etanol:agua (70:30, v/v) y relacion masa-volumen 1:16, la extraccion se dejé
durante una semana. Posteriormente, el extracto hidroalcohdlico de carddn (EHCr), extracto
hidroalcoholico de xoconostle var. ulapa (EHXU), xoconostle var. cuaresmefio rosado
(EHXCu) y extracto hidroalcohdlico de pitaya (EHPI) fueron filtrados y concentrados en un
rota-evaporador (40-50 °C), inmediatamente disueltos en etanol para su recuperacion.
Enseguida, los extractos se liofilizaron y almacenaron a 4 °C hasta su posterior uso.

5.2.3. Cuantificacion de compuestos fendlicos por HPLC

Los acidos fendlicos y flavonoides se cuantificaron mediante cromatografia liquida de
alta resolucion utilizando un equipo HPLC Agilent 1100, acoplado a un detector de arreglo
de diodos (Model 1100 series, Agilent Technologies, Santa Clara, California, USA) de
acuerdo con la metodologia de Joaquin-Ramos et al., 2020.

Para la identificacion y cuantificacion de acidos fenodlicos, las muestras (50 mg/mL de
etanol) se inyectaron en una columna Nucleosil 100 SA (125 x 4.0 mm, 5 pm, Macherey-
Nagel, Duren, Alemania). La fase movil consistio en H,O a pH 2.5 con acido trifluroacético
(TFA) como solvente Ay acetonitrilo (ACN) como solvente B. El sistema de elusion fue un
gradiente como se describe a continuacion: 85 % A, 10 min; 65 % A, 20 min; 65 % A, 23
min. El flujo se mantuvo a 1 mL/min a 22 °C y el volumen de inyeccion fue de 20 pL. La
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deteccion de los compuestos se realizo a 280 nm. Los estandares utilizados fueron los acidos
p-hidroxibenzoico, ferulico, galico, p-cumarico, rosmarinico, vainillico (Sigma Aldrich, St.
Louis, Missouri, USA). Por otro lado, para la identificacion de flavonoides, se utiliz6 una
columna Hypersil ODS (Agilent, 125 x 40 mm, 5 pm). Los eluyentes utilizados fueron los
mencionados anteriormente, y se utilizo el siguiente gradiente de elucion: 65 % A, 10 min;
65 % A, 20 min; 65 % A, 25 min; y flujo de temperatura a 25 °C. Catequina, floretina,
floritzina, isoramnetina, kaempferol, naringenina y quercetina se utilizaron como estandares
(Sigma Aldrich).

Para la cuantificacion de cada uno de los acidos fendlicos y flavonoides se realizaron
curvas de calibracion con los estandares en un rango de concentracion de 0.01 a 0.25 mg/mL.
Los resultados se expresaron como pg/g de extracto seco.

5.2.4. Actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana se realiz6 mediante la determinacion de la Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracién Minima Bactericida (CMB). Para las pruebas
de actividad antibacteriana de los extractos hidroalcohdlicos de las flores de Cactaceas se
utilizaron cepas bacterianas ATCC, Gram positivas (Staphylococcus aureus, ATCC®%,
Listeria monocytogenes, ATCC®%3) y Gram negativas (Salmonella typhi, ATCC40%;
Escherichia coli, ATCC**?®) [Clinical and Laboratory Standards Institute]. Las bacterias
fueron reactivadas en Agar Mueller Hinton (BD bioxon, Germany), la técnica de estria simple
fue utilizada para la obtencion de colonias aisladas; enseguida, las placas se incubaron a 37
°C durante 24 h. La pureza y morfologia de las cepas fue verificada mediante la tincion de
Gram, posteriormente, se inocularon individualmente en caldos nutritivos (BD bioxon,
Germany) y se incubaron a 37 °C durante 24 h.

5.2.4.1. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Se determiné de acuerdo con lo establecido por Morales-Ubaldo et al., 2020, con ligeras
modificaciones. En placas estériles de 96 pozos, se prepararon diluciones seriadas del
extracto hidroalcohdlico (200 a 0.39 mg/mL), lo anterior, se realizd por triplicado (100
uL/pozo). Enseguida, se agregd 10 pL de la suspension de bacterias en cada pozo, ajustadas
previamente a un estandar de 0.5 McFarland (Remel, R20421, 1.5 x 10° unidades formadoras
de colonia (UFC/mL). Se utilizé caldo nutritivo (DIFCO®), caldo nutritivo més bacterias y
DMSO (15 %) como controles negativos y, Kanamicina (32-0.25 pg/mL, AppliChem
4K10421™) como control positivo. Las placas fueron incubadas a 37 °C durante 24 h a 70
rpm. Transcurrido el tiempo de incubacion, se agregé a cada pozo 20 pL de solucion de p-
iodonitrotetrazolium (0.04 %, p/v) (Sigma-Aldrich 18377, St. Louis, MO, USA), enseguida,
se incubaron a 37 °C durante 30 minutos a 70 rpm. La CMI se determiné a partir de la
concentracion mas baja a la que la solucion vir6 a color rosa.
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5.2.4.2. Concentracion Minima Bactericida (CMB)

Posterior a la incubacion y previo a la adicion de p-iodonitrotetrazolium, se inocularon
5 uL de cada pocillo en agar Mueller-Hinton (BD bioxon, Germany y se incubaron a 37 °C
durante 24 h. Transcurrido el tiempo de incubacion se determin6 la CMB, donde es la
concentracion mas baja a la que no se observo crecimiento visible de bacterias en las placas
(Morales-Ubaldo et al., 2020).

El efecto bacteriostatico o bactericida se determind mediante la relacion CMB/CMI. Un
efecto bacteriostatico se considerd cuando la relacion fue mayor a 4 y bactericida menor o
igual a 4 (Morales-Ubaldo et al., 2020).

5.2.5. Andlisis estadistico

Los resultados se analizaron mediante un disefio completamente al azar mediante un
Anédlisis de Varianza (ANOVA). Se realiz6 un analisis estadistico de comparacion mdltiple
de Tukey al nivel de significancia p < 0.05 para observar las diferencias entre las medias. Se
utilizara el programa SAS, version 9.0.

5.3. Resultados y Discusion
5.3.1. Resultados

5.3.1.1. Cuantificacion de compuestos fenolicos por HPLC

La Tabla 16 muestra el conenido de &cidos fendlicos y flavonoides en los extractos
hidoalcohélicos de las flores de carddn, xoconostle var. ulapa, xoconostle var. cuaresmefio
rosado y pitaya determinado por HPLC (Tabla 16).

De acuerdo con la Tabla 16, los acidos galico (2.41-7.84 ug/g extracto), p-cumarico
(1.59-75.13 pg/g extracto) y protocatecuico (3.1-25.12 pg/g extracto) fueron los compuestos
mas detectados. En el EHCr se detectd mayor concetracion de &cido p-cumarico (75.13 pg/g
extracto), galico (2.85 pg/g extracto) y vainillico (1.90 pg/g extracto); mientras que en el
EHXU el acido rosmarinico (5.49 pg/g extracto), acido gélico (4.99 ug/g extracto), B-
resorcilico (2.08 pg/g extracto) y p-cumarico (1.60 pg/g extracto) fueron los compuestos mas
abundantes. En el EHPi y EHXU, se detectaron en mayor concentracion el acido
protocatecuico (25.12 y 3.1 pg/g extracto), seguido del acido galico (7.84 y 2.41 pg/g
extracto) y p-cumarico (5.60 y 1.59 pg/g extracto); sin embargo, el contenido de éstos fue
mayor en el EHPI.

También se detectd la presencia de flavonoides en los extractos. Los principales fueron
quercetina (1.94-2.14 pg/g extracto), kaempferol (1.65-2.61 pg/g extracto) y catequina (1.44-
8.84 ng/g extracto). La catequina fue detectada principalmente en el EHPi y EHCr, mientras
que el kaempferol y quercetina en el EHCr y EHXU. También se detectd la presencia de
quercetina en el EHPI.
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Tabla 16. Contenido de acidos fendlicos y flavonoides en los extractos hidroalcohdlicos de
flores de cacticeas (ug/g de extracto)

Compuestos EHCr EHXU EHXCu EHPI
Acidos fenélicos

poido 35-d-OR- 996+ 0,03 0.89 £ 0.00° 9.04 £ 0.05°
Acido clorogénico 0.08 £ 0.01
Acido ferlico 0.40 + 0.00P 0.42 + 0.00°

Acido galico 2.85 + 0.24¢ 4,99 +0.01° 2.41 +0.07¢ 7.84 +0.03
Acido p-cumérico 75.13+0.072 1.60 + 0.00° 1.59 + 0.00¢ 5.60 + 0.04°
Acido

protocatecuico 3.1+0.02° 25.12 +0.08?
Acido rosmarico 0.91 +0.02% 5.49 +0.122

Acido sinépico 0.95 + 0.002 0.94 +0.00°

Acido vainillico 1.90 +£0.36

;“e::)drglﬁc 0 2.08 % 0.00° 2.10 % 0.06° 2.79+0.11°
ﬁglr(g)c;(ipt))_enzoico 0:32£001° O8O0

Flavonoides

Apigenina 1.98 +0.01

Catequina 1.44 +0.11° 8.84 £ 1,532
Floretina 0.09 + 0.002 0.01 + 0.00°

Floritzina 0.08 + 0.022 0.07 £ 0.008
Isoramnetina 0.97 + 0.022 0.78 +0.01°

Kaempferol 1.65+0.01° 2.61+0.01°

Miricetina 1.76 £ 0.00

Naringenina 0.10 + 0.032 0.01+0.01°

Quercetina 1.94 +0.03¢ 2.14 +0.032 89.94 + 0.04 2.02+0.01°

EHCr: extracto hidroalcohdlico de cardon (C. rosea), EHXU: extracto hidroalcohélico de xoconostle var. ulapa
(O. oligacantha), EHXCu: extracto hidroalcohdlico de xoconostle var. cuaresmefio rosado (O. matudae), EHPi:
extracto hidroalcohdlico de pitaya (E. cinerascens). Los valores representan la media + desviacion estandar
(n=3). Valores con diferentes letras en la misma fila indican diferencias estadisticamente significativas a p <
0.05 segun la prueba de Tukey.

5.3.1.2. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

La CMI de los extractos hidroalcohdlicos de las flores de cacticeas se determind
mediante el método de microdilucion en caldo (Tabla 17).

Todos los extractos presentaron actividad inhibitoria significativa (p < 0.05) contra
bacterias Gram negativas y Gram positivas. EI EHCr fue el que presentd mayor efecto
inhibitorio sobre las bacterias (L. monocytogenes 6.35 mg/mL, S. typhi 12.5 mg/mL, E. coli
y S. aureus 25 mg/mL); sequido del EHPi (L. monocytogenes 6.25 mg/mL, S. typhi 12.5
mg/mL, S. aureus 25 mg/mL, E. coli 50 mg/mL), el EHXU (S. typhi y L. monocytogenes 25
mg/mL, E. coli y S. aureus 50 mg/mL) y el EHXCu (S. typhi 6.25 mg/mL, L. monocytogenes
12.5 mg/mL, S. aureus 25 mg/mL, E. coli 100 mg/mL). Finalmente, todos los extractos
hidroalcoholicos presentaron diferencias estadisticamente significativas con respecto a la
CMI del control Kanamicina.
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Tabla 17. Concentracion minima inhibitoria (CMI) de extractos hidroalcoholicos de flores
de cactaceas contra bacterias de importancia en la salud publica

Extractos de flores (mg/mL)

Bacterias EHCr EHXU EHXCu EHPi Kn 32

(ng/mL)

Salmonella typhi 12,58 12.5%4 6.20A 12,5 4¢C

Escherichia coli 25bC 50°8 10040 50¢P 208

Staphylococcus 25hC 508 oBhC 25bhC 1eA

aureus

Listeria aA bA bB aA aD

monocytogenes 6.25 125 125 6.25 6.25

EHCr: extracto hidroalcoholico de cardén (C. rosea), EHXU: extracto hidroalcohdlico de xoconostle var. ulapa
(O. oligacantha), EHXCu: extracto hidroalcohdlico de xoconostle var. cuaresmefio rosado (O. matudae), EHPi:
extracto hidroalcoholico de pitaya (E. cinerascens). 2Letras diferentes en las filas indican diferencias
estadisticas significativas a p < 0.05 entre los extractos. ~Letras diferentes en las columnas indican diferencias
estadisticas significativas a p < 0.05 entre las bacterias.

5.3.1.3. Concentracion Minima Bactericida (CMB)

Los valores de la Concentracion Minima Bactericida se presentan en la Tabla 18, esta
fue determinada a la concentracion mas baja a la cual se observd ausencia de unidades
formadoras de colonias (UFC) en medios sélidos.

Tabla 18. Concentracion minima bactericida (CMB) de extractos hidroalcoholicos de flores
de cactaceas contra bacterias de importancia en la salud publica

Extractos de flores (mg/mL)

Bacterias EHCr EHXU EHXCu EHPi Kn 32
(ng/mL)
Salmonella typhi 10008 200°8 100PA 100PA 16
Escherichia coli 200¢¢ 2008 2008 400°8 ga8
Staphylococcus bA A A A aA
aureus 50 100 100 100 4
Listeria bA cA cA cA aA
monocytogenes 50 100 100 100 4

EHCr: extracto hidroalcoholico de carddn (C. rosea), EHXU: extracto hidroalcohdlico de xoconostle var. ulapa
(O. oligacantha), EHXCu: extracto hidroalcohdlico de xoconostle var. cuaresmefio rosado (O. matudae), EHPi:
extracto hidroalcoholico de pitaya (E. cinerascens). 2Letras diferentes en las filas indican diferencias
estadisticas significativas a p < 0.05 entre los extractos. ~Letras diferentes en las columnas indican diferencias
estadisticas significativas a p < 0.05 entre las bacterias

Todos los extractos presentaron actividad antibacteriana significativa (p < 0.05) contra
bacaterias Gram negativas y Gram positivas. EI EHCr (C. rosea) fue el mas efectivo contra
S. aureus y L. monocytogenes (50 mg/mL), S. typhi (100 mg/mL) y E. coli (200 mg/mL),
seguido del EHXCu (O. matudae) sobre S. typhi, S. aureus y L. monocytogenes (100 mg/mL)
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y E. coli (200 mg/mL). Por otra parte, el EHXU (O. oligacantha) mostro efecto bactericida
sobre S. aureus y L. monocytogenes (100 mg/mL) y S. typhi y E. coli (200 mg/mL).
Finalmente, el EHPi (E. cinerascens) fue efectivo sobre S. typhi, S. aureus y L.
monocytogenes (100 mg/mL) y E. coli (400 mg/mL). Los extractos hidroalcohdlicos
presentaron diferencias estadisticamente significativas con respecto a la CMB del control
Kanamicina.

5.3.1.4. Relacion de la CMB/CMI

El efecto bactericida o bacteriostatico se determind a partir de la relacion CMB/CMI. Un
efecto bacteriostatico se consider6 cuando la relacion fue mayor a 4 y bactericida menor o
igual a 4 (Morales-Ubaldo et al., 2020). En la Tabla 19 se presenta la relacion de la
CMBJ/CMI de los extractos hidroalcohdlicos de flores de Cacticeas. Los resultados de la
CMBJ/CMI mostraron que todos los extractos presentaron efecto bacteriostatico contra S.
typhi y L. monocytogenes. Asimismo, el EHCr y EHPi solamente mostraron efecto
bacteriostatico sobre E. coli. Por otra parte, se observo que el EHXU y el EHXCu tienen
efecto bactericida contra E. coli. En cuanto a S. aureus solamente el EHCr, EHXCu y EHPI
presentaron efecto bactericida sobre esta bacteria.

Tabla 19. Relacién de la CMB/CMI de los extractos hidroalcohélicos de flores de cactaceas
contra bacterias de importancia en la salud publica

Extracto de flores (mg/mL)

Bacterias EHCr EHXU EHXCu EHPI
Salmonella typhi Bacteriostatico Bacteriostatico  Bacteriostatico Bacteriostatico
Escherichia coli Bacteriostatico Bactericida Bactericida Bacteriostatico
Staphylococcus aureus Bactericida Bacteriostatico Bactericida Bactericida
Listeria monocytogenes Bacteriostatico Bacteriostatico  Bacteriostatico Bacteriostatico

EHCr: extracto hidroalcohdlico de cardén (C. rosea), EHXU: extracto hidroalcohélico de xoconostle var. ulapa
(O. oligacantha), EHXCu: extracto hidroalcohdlico de xoconostle var. cuaresmefio rosado (O. matudae), EHPi:
extracto hidroalcohdlico de pitaya (E. cinerascens).

5.3.2. Discusion

Durante décadas, la humanidad ha sufrido diversas enfermedades causantes de
morbilidad y mortalidad a nivel mundial, la mayoria de estas causadas por bacterias
patdgenas. El uso de antimicrobianos para tratamiento de enfermedades infecciosas es
primordial; sin embargo, la resistencia de las bacterias a los antimicrobianos es una de las
amezadas de salud publica a nivel mundial, donde el uso indebido y excesivo de los
antimicrobianos en el tratamiento de enfermedades infecciosas induce al desarrollo de
diversos mecanismos y expresion de genes de resistencia de las bacterias a estos compuestos,
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hoy en dia, lo que representa una preocupacion mundial para las organizaciones de la salud
publica (McEwen y Collignon, 2018, Abushaheen et al., 2020).

El interés por la busqueda y obtencidn de nuevos antibacterianos nos enfoca a explorar
nuevas fuentes para tal propdsito, dentro de ellas, los productos naturales de las plantas que
contienen una diversidad quimica de compuestos potenciales como posibles agentes
antimicrobianos para el tratamiento de enfermedades infecciosas, interesante por los
mecanismos de defensa desarrolladas contra microorganismos (Porras et al., 2020). EI EHCr,
EHXU, EHXCu y EHPI exhibieron mejor actividad antibacteriana contra las bacterias Gram
positivas en comparacion con las bacterias Gram negativas. Lo anterior, se debe
principalmente a la existencia de una membrana fosfolipidica en la estructura de las bacterias
Gram negativas, que dificulta que los solutos lipofilicos ingresen en la pared celular, ademas,
las porinas presentes funcionan como una barrera selectiva (Gonzalez-Alamilla et al., 2020).
En la actualidad, no hay literatura que respalden la actividad antibacteriana de las flores
analizadas en esta investigacion; sin embargo, se puede hacer mencién de otras flores con
actividades antibacterianas similares a nuestros hallazgos.

Ruban y Gajalakshmi (2012) evaluaron la actividad antibacteriana in vitro del extracto
de la flor de Hibiscus rosa-sinensis contra bacterias patogenas Gram positivas y Gram
negativas. En este estudio fueron evaluados extractos acuosos, metanolicos y etandlicos
contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Salmonella sp., a concentraciones de 40
mg/mL. El extracto etandlico presentd un efecto inhibitorio contra las bacterias antes
mencionadas; sin embargo, se obervé un mayor halo de inhibicion contra S. aureus y
Salmonella sp., lo anterior, se correlacioné con la presencia y accion de compuestos
bioactivos como taninos y flavonoides. Por lo anterior, la actividad inhibitoria de los
extractos hidroalcohdlicos evaluados en esta investigacion presentaron mayor efecto a
minimas concentraciones, para S. typhi (6.2 a 12.5 mg/mL), E. coli (EHCr a 25 mg/mL) y S.
aureus (EHCr, EHXU y EHXCu a 25 mg/mL).

Por otra parte, Ammar et al. (2012) evaluaron la actividad antibacteriana del extracto
hexanico de flores de Opuntia ficus-indica y Opuntia stricta contra S. aureus y E. coli, la
actividad antibacteriana se evalué mediante el método de difusion en disco a concentraciones
de 100 mg/mL. El extracto de O. ficus-indica sélo inhibio el crecimiento de S. aureus, por el
contrario, O. stricta presentd marcada actividad inhibitoria contra E. coli y S. aureus. Tal
efecto, fue atribuido a la actividad antioxidante de los compuestos fendlicos, ya que se
observo una correlacion con la mayor actividad antibacteriana.

De la misma forma, Ammar et al. (2015) estudiaron la actividad antibacteriana del
extracto metandlico de flores de O. ficus-indica contra E. coli, S. aureus y L. monocytogenes.
El extracto presentd mayor zona de inhibicion sobre L. monocytogenes, seguido de S. aureus
y E. coli a concentraciones de 100 mg/mL en un ensayo de difusion en pozos. El efecto
encontrado puede ser atribuido a la presencia de compuestos fendlicos y flavonoides.

En otro estudio, Pires et al., 2018 evaluaron la actividad antibacteriana de extractos
hidroalcoholicos de flores comestibles Dahlia mignon, Rosa damascena, Calendula
officinalis L. y Centaurea cyanus L., contra E. coli, S. aureus y L. monocytogenes. Los
valores de la CMI de los extractos oscilaron de 2.5-20 mg/mL para E. coli, 1.25-10 mg/ mL
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para S. aureus y 5-20 mg/mL para L. monocytogenes. Con respecto a lo encontrado en esta
investigacion, la CMI del extracto de cardén sobre E. coli (25 mg/mL) fue cercana a lo
reportado para C. officinalis y C. cyanus. Por otra parte, la actividad inhibitoria del EHCr,
EHXU y EHXCu fueron mas activas para bacterias gram positivas (L. monocytogenes) que
lo reportado por Pires et al. Dicha actividad, podria estar correlacionada con la presencia de
los principales compuestos como &cido clorogénico, derivados de &cido cafeoilquinico y p-
cumarico, y derivados de flavonoides como isoramnetina, kaempferol, quercetina y
apigenina reportados por los autores.

Con base a lo anterior, los resultados del efecto inhibitorio de las flores comestibles
reportados por Pires et al. son similares a lo encontrado en este estudio, sin embargo, en esta
investigacion se observo que los efectos inhibitorios sobre las bacterias evaluadas se
obtuvieron a menores concentraciones de extractos hidroalcohdlicos de las flores de
Cactéceas. Cabe hacer mencion, que en la mayoria de estudios de actividad antibacteriana
solamente llegan a reportar la CMI como inidcador de esta actividad, sin embargo, nuestra
investigacion resalta la importancia de conocer la CMB para las bacterias estudidas, y con lo
anterior, contribuir a la importancia en cuanto a posibles aplicaciones en la industria
alimentaria de los extractos de flores.

La actividad antibacteriana de los compuestos fendlicos esta directamente influenciada
por la concentracion del ensayo utilizado, cepa bacteriana y la estructura de los compuestos
fendlicos. Esta actividad se asocia a la hiperpolarizacién de la membrana celular, por
consecuencia de accion de los compuestos sobre la permeabilidad de la membrana celular
bacteriana y disminucion del pH citoplasmatico. Los acidos fendlicos como el galico y p-
cumarico detectados en el EHCr, EHXU, EHXCu y EHPI, tienen actividad antibacteriana
contra bacterias patdgenas Gram positivas y Gram negativas; por ejemplo, se ha reportado
que acido galico modifica la hidrofobocidad, disminuye la carga superficial negativa y
provoca la ruptura o formacion de poros en las membranas celulares, lo anterior, provoca
cambios en la membrana celular causando dafos significativos a la bacteria (Borges et al.,
2013). Por su parte, el acido p-cumarico es capaz de dafar a las bacterias a través de
mecanismos duales, en primera instancia modifica la permeabilidad de la membrana externa
y plasmaética bacteriana, ademas se une al anién fosfato del ADN gendénmico bacteriano,
disminuyendo la funcion celular (Lou et al., 2012). Asimismo, se ha reportado que el &cido
protocatecuico detectado principalmente en el EHXCu y EHPi tiene efectos inhibitorios
sobre las bacterias al generar la lisis de la membrana celular y un desequilibrio en la
homesostasis redox las células bacterianas lo que produce macromoléculas oxidadas
causando la muerte bacteriana (Ajiboye et al., 2016). En cuanto a los flavonoides, la
quercetina (EHCr, EHXU y EHXCu), kaempferol (EHCr) y catequina (EHCr) fueron los
principales compuestos detectados. Se ha reportado que el mecanismo de accion de la
quercetina y kaempferol contra bacterias es a través del cambio de permeabilidad y
destruccion de la pared celular, dafia las celulas por interaccion directa con la proteina de la
membrana, y también inhiben la sintesis de proteinas y acidos nucleicos, provocando lisis y
muerte de las células (Yan et al., 2020, Jan et al., 2022). Mientras que la catequina aumenta
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el contenido de especies reactivas de oxigeno en la célula bacteriana, causando estres
oxidativo enddgeno y dafio en estructura celular (Ma et al., 2019).

De esta manera, los resultados respaldan la actividad antibacteriana prometedora del
EHCr, EHXU, EHXCu y EHPI, debido a su actividad significativa contra bacterias de
importancia en la salud publica, por ser agentes causantes de muchas enfermedades
transmitidas por alimentos a nivel mundial.

5.4. Conclusiones

Los hallazgos de la actividad antibacteriana del EHCr, EHXU, EHXCu y EHPI, se
atribuye a los compuestos mayoritarios como 4acidos fendlicos (galico, p-cumarico,
protocatecuico) y flavonoides (quercetina, kaempferol, catequina). Todos los extractos
presentaron actividad inhibitoria significativa contra S. typhi y L. monocytogenes, y actividad
bactericidad contra S. aureus y L. monocytogenes. En general, el EHCr fue el que presentd
mayor efecto antibacteriano a concentraciones minimas, el cual es atribuido a los &cidos
fendlicos (p-cumaérico, gélico, vainillico) y flavonoides (quercetina, kaempferol y catequina).
Cabe resaltar que estos son los primeros reportes de la actividad antibacteriana de los
extractos hidroalcohdlicos de las flores de cactaceas (cardon, xoconostle var. ulapa,
xoconostle var. cuaresmefio rosado y pitaya), estos resultados podrian respaldar la aplicacion
de los extractos de las flores contra las bacterias analizadas en esta investigacion, y son
opciones viables como agentes antibacterianos.
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Capitulo V.

B) Actividad antibacteriana de la flor y de las partes aéreas de
chipilin (Crotalaria longirostrata L.) frente a bacteria de
importancia en la salud publica

Resumen

El grave problema de la resistencia a los antimicrobianos de bacterias patdgenas, es una
preocupacion a nivel mundial, debido a que son causantes de enfermedades infecciosas con
alta morbilidad y mortalidad. Ante esta situacion, hoy en dia existe la urgencia y necesidad
de encontrar nuevos compuestos con actividades antimicrobianas, y las fuentes vegetales
representan una gran oportunidad para la obtencion de estos compuestos. Dentro de estas
fuentes vegetales, se encuentra el chipilin (Crotalaria longirostrata L.), planta silvestre de
importancia por sus principales compuestos como flavonoides, saponinas y alcaloides, sin
embargo, no se tiene reporte de su actividad antibacteriana. En tal sentido, el objetivo fue
evaluar la actividad antibacteriana del extracto hidroalcohdlico de la flor y de las partes
aéreas de chipilin (Crotalaria longirostrata L.) a través de la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) y Concentracion Minima Bactericida (CMB) contra bacteria gram
negativas y gram positivas de importancia en la salud publica. Los resultados indicaron que
el EHCh y EHPACHh presentaron actividad inhibitoria principalmente contra Staphylococcus
aureus Yy Listeria monocytogenes, ambos a una concentracion de 25 mg/mL, y la actividad
bactericidad fue observada principalmente en el EHPACh contra Salmonella typhi y L.
monocytogenes ambos a 200 mg/mL, y contra S. aureus a 400 mg/mL. Lo anterior, demuestra
la actividad antibacteriana de los extractos; sin embargo, se observé mayor actividad
antibacteriana en el EHPACh, efecto atribuido principalmente a la presencia de 4-O-
glucosido de &cido cafeico, 3-O-(6"-acetil-galactosido)-7-O-ramndsido de quercetina y 6, 8-
di-C-glucosido de apigenina.

Palabras clave: actividad antibacteriana, microorganismos patdgenos, flores comestibles,
Crotalaria.
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5.6.1. Introduccidn

México tienen una gran diversidad de plantas comestibles (silvestres y domesticadas),
fuente de macro y micronutrientes importantes en la dieta humana. Dentro de estas plantas,
encontramos a los quelites, parte importante en la alimentacion del ser humano, de gran
importancia en las comunidades y regiones locales de México, donde se estima que existen
aproximadamente méas de 250 especies de quelites (silvestres, semicultivadas y cultivadas)
(Mateos-Maces et al., 2020).

Actualmente, existe un gran interés por antimicrobianos naturales obtenidos de frutas,
verduras, hierbas y plantas, debido a que estas brindan compuestos con diversas estructuras
quimicas y que podrian ser utilizadas en el control de bacterias patdgenas, causantes de
diversas enfermedades infecciosas en el mundo (Gyawali et al., 2015). Hoy en dia, la mayoria
de las enfermedades infecciosas trasmitidas por los alimentos son causadas por bacterias
patdégenas como Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella typhi y
Escherichia coli, consideradas las mas comunes e importantes. EI consumo de alimentos
contaminados viene acompafiado de infecciones como vomitos, diarrea, nauseas, septicemia
e intoxicaciones alimentarias, lo anterior causado por la presencia de S. aureus (Bianchi &
van den Bogaart, 2020). Con respecto a L. monocytogenes, esta bacteria patdgena es causante
de la enfermedad llamada listeriosis, enfermedad letal en las personas inmunodeprimidas,
también puede causar gastroenteritis febril (Bianchi & van den Bogaart, 2020). Otra de las
enfermedades infecciosas transmitidas por el consumo de alimentos contaminados es la
fiebre tifoidea, causada por S. typhi, inclusive puede provocar dafios en el intestino y causar
meningitis si no se cuenta con un tratamiento adecuado (Brunelle et al., 2017). Por ultimo,
E. coli es una de las bacterias patdgenas implicadas en muchas enfermedades infecciosas
transmitidas por alimentos, dentro de ellas diarrea severa, colitis hemorragica y uremia
hemolitica (Yang et al., 2017). Aunado a lo anterior, la resistencia de los microorganismos
patdgenos a los antimicrobianos es una preocupacion a nivel mundial, por lo que ha
incrementado un mayor interés por nuevas alternativas para obtener nuevos antimicrobianos
eficaces contra estas bacterias patdgenas. Debido a esto, se ha encontrado en las fuentes
vegetales un area de oportunidad para explorar soluciones potenciales de esta problematica
(Chernov et al., 2019). Plantas del género Crotalaria, pueden ser buenas alternativas en la
basqueda de compuestos con actividad antibacteriana, ya que son plantas que contienen
principalmente flavonoides, saponinas y alcaloides, y a estos compuestos se les ha
relacionado con actividades antioxidantes, anticancerigenas, anti-inflamatorias vy
antimicroabianas (Scupinari et al., 2020). El chipilin (C. longirostrata L.), planta silvestre
originaria del Sur de México y Centroamérica, planta que forma parte de la alimentacién de
comunidades locales de Veracruz, Oaxaca y Chiapas, principalmente consumidas de
diferentes formas, como, caldos, sopas, guisos, y comidas tradicionales. Es necesario resaltar,
que hasta el momento se desconocen las propiedes antibacterianas de esta planta. Por lo
anterior, el objetivo de esta investigacion fue evaluar la actividad antibacteriana del extracto
hidroalcoholico de la flor y de las partes aereas de chipilin (C. longirostrata L.) contra
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bacterias Gram postivias (Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes) y Gram negativas
(Salmonella typhi, Escherichia coli) de importancia en la salud publica.

5.6.2. Materiales y Métodos

5.6.2.1. Material vegetal

Las flores y las partes aéreas de chipilin (C. longirostrata L.) se recolectaron en el
municipio de Acacoyagua, Chiapas; México, latitud norte 15°20'24" y longitud oeste
92°40'27”, a 86 metros sobre el nivel del mar. Las muestras fueron secadas a temperatura
ambiente (25 °C) durante 15 dias, posteriormente, se pulverizaron en un molino de cuchillas
(Knife Mill Grindomix GM 200; Hahn, Germany), y las muestras se preservaron en
refrigeracion (4 °C) hasta su uso.

5.6.2.2. Obtencién de extractos hidroalcohdlicos

El extracto hidroalcoholico de la flor (EHCh) y de las partes aéreas (EHPACh) de
chipilin se obtuvieron por maceracion con etanol:agua (70:30, v/v; 1:16 m/v) durante una
semana. Después, los extractos se filtraron a través de un papel filtro (Whatman, 11 um) y
enseguida fueron concentrados a presion reducida (40-50 °C) en un rota-evaporador
(Rotavapor, BUCHI, R-215, Switzerland), posterior a la eliminacion del solvente, los
extractos fueron disueltos en etanol para su recuperacion. Finalmente, los extractos fueron
liofilizados y conservados (4 °C) en total oscuridad hasta su posterior uso.

5.6.2.3. Identificacion de compuestos fendlicos por HPLC/ESI/MS

Los compuestos fueron analizados por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
en un sistema Varian HPLC, que incluye un inyector automatico (VarianProStar 410, USA),
una bomba ternaria (VarianProStar 2301, USA) y un detector de matriz de fotodiodos (PDA)
(VarianProStar 330, USA). Se usd un espectrémetro de masas con trampa de iones de
cromatografia liquida (Espectrometro de masas Varian 500-MS IT, USA) equipado con una
fuente de iones electrospray.

Se inyectaron muestras (5 pL) en una columna Denali C18 (150 mm x 2.1 mm, 3 um,
Grace, USA). La temperatura del horno se mantuvo a 30 °C. Los eluyentes fueron &cido
formico (0.2 %, v/v; solvente A) y acetonitrilo (solvente B). Se aplic6 el siguiente gradiente:
inicial 3 % de B; 0-5 min, 9 % B lineal; 5-15 min, 16 % B lineal; 15-45 min; 50 % B lineal.
La columna se lavo y reacondiciond. La velocidad de flujo se mantuvo a 0.2 mL/min y la
elucion de compuestos fendlicos se controld a 245, 280, 320 y 550 nm. Todo el efluente (0.2
mL/min) se inyecto en la fuente del espectrometro de masas, sin division. El experimento del
espectrometro de masas se realizd en modo negativo [M-H]™. Se utiliz6 nitrégeno como gas
nebulizador y helio como gas de amortiguacion.
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Los parametros de la fuente de iones fueron: voltaje de pulverizacion 5.0 kV y, el voltaje
y la temperatura capilar fueron 90.0 V y 350 °C, respectivamente. Los datos fueron
colectados y procesados utilizando el software MS Workstation (V 6.9).

5.6.2.4. Actividad antibacteriana

Se realizd mediante la determinacion de la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) y
la Concentracion Minima Bactericida (CMB). Para las pruebas de actividad antibacteriana
del EHCh y EHPACHh se utilizaron cepas bacterianas ATCC, Gram positivas (Staphylococcus
aureus, ATCC®%®, Listeria monocytogenes, ATCC®*®) y Gram negativas (Salmonella typhi,
ATCC928: Escherichia coli, ATCC3218) [Clinical and Laboratory Standards Institute].

La reactivacion de las cepas bacterianas se realizé en Agar Mueller Hinton (BD bioxon,
Germany), y la técnica de estria simple fue utilizada para la obtencion de colonias asiladas,
enseguida, las placas se incubaron a 37 °C/24 horas. Posteriormente, mediante la tincion de
Gram se corrobord la cepa correspondiente de las bacterias (morfologia y pureza). Después
de la confirmacion de la cepa bacteriana, se inocularon a 37 °C durante 24 h individualmente
en caldos nutritivos (BD bioxon, Germany).

5.6.2.4.1. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

La CMI del EHCh y EHPACh se determind de acuerdo a lo establecido por Morales-
Ubaldo et al., 2020, con ligeras modificaciones. En placas estériles de 96 pozos, se
prepararon diluciones seriadas del extracto hidroalcohélico (200 a 0.39 mg/mL), lo anterior,
se realizo por triplicado (100 pul/pozo). Enseguida, se agregd 10 uL de la suspension de
bacterias en cada pozo, ajustadas previamente a un estandar de 0.5 McFarland (Remel,
R20421, 1.5 x 10° unidades formadoras de colonia (UFC/mL). Se utilizé caldo nutritivo
(DIFCO®), caldo nutritivo mas bacterias y DMSO (15 %) como controles negativos v,
Kanamicina (32-0.25 pg/mL, AppliChem 4K10421™) como control positivo. Las placas
fueron incubadas a 37 °C durante 24 horas a 70 rpm. Transcurrido el tiempo de incubacion,
se agregaron en cada pozo 20 pL de solucion de p-iodonitrotetrazolio (0.04 %, p/v) (Sigma-
Aldrich 18377, St. Louis, MO, USA), enseguida, se incubaron a 37 °C durante 30 minutos a
70 rpm. La CMI se determiné a partir de la concentracién mas baja, a la que la solucion vird
a color rosa.

5.6.2.4.2. Concentracion Minima Bactericida (CMB)

Posterior a la incubacién y la adicion previa de p-iodonitrotetrazolium, se inocularon 5
uL de cada pocillo en agar Mueller-Hinton (BD bioxon, Germany y se incubaron a 37 °C
durante 24 h. Transcurrido el tiempo de incubacion se determin6 la CMB, donde es la
concentracion mas baja a la que no se observo crecimiento visible de bacterias en las placas
(Morales-Ubaldo et al., 2020).

El efecto bacteriostatico o bactericida se determind mediante la relacion CMB/CMI. Un
efecto bactericida se considerd cuando la relacién fue mayor a 4 y bactericida menor o igual
a 4 (Morales-Ubaldo et al., 2020).
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5.6.2.5. Analisis estadistico

Los resultados se analizaron mediante un disefio completamente al azar mediante un
Anadlisis de Varianza (ANOVA). Se realiz6 un andlisis estadistico de comparacion mdaltiple
de Tukey al nivel de significancia p < 0.05 para observar las diferencias entre las medias. Se
utilizara el programa SAS, version 9.0.

5.6.3. Resultados y Discusion
5.6.3.1. Resultados

5.6.3.1.2. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

La CMI del EHCh y EHPACHh se determin6 mediante el método de microdilucion en
caldo (Tabla 20). Los extractos presentaron actividad inhibitoria significativa (p < 0.05)
contra bacterias Gram negativas y Gram positivas. EI EHPACh presentd mayor efecto
inhibitorio sobre las bacterias S. typhi (25 mg/mL) y E. coli (50 mg/mL) con respecto a lo
encontrado en el EHCh (50 y 100 mg/mL, respectivamente). Sin embargo, en los extractos
no se observd diferencias estadisticamente significativas en la actividad inhibitoria para S.
aureus y L. monocytogenes. EI EHCh y EHPAChH presentaron diferencias estadisticamente
significativas con respecto a la CMI del control Kanamicina.

Tabla 20. Concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto hidroalcohodlico de la flor y
de las partes aéreas de chipilin (Crotalaria longirostrata L.) contra bacterias de importancia
en la salud pablica

mg/mL
Bacterias Kn 32 (pg/mL)
EHCh EHPAChH
Salmonella typhi 50¢B 250A 43¢
Escherichia coli 100¢¢ 50P8 238
Staphylococcus aureus 250A 250A 184
Listeria monocytogenes 2554 2554 6.25%°

EHCh: extracto hidroalcohélico de la flor de chipilin, EHPACh: extracto hidroalcohdlico de las partes aéreas
de chipilin. 2Letras diferentes en las filas indican diferencias estadisticas significativas a p < 0.05 entre los
extractos. ALetras diferentes en las columnas indican diferencias estadisticas significativas a p < 0.05 entre las
bacterias.

5.6.3.1.3. Concentracion Minima Bactericida (CMB)

La CMB se observa en la Tabla 21, esta fue determinada a la concentracion mas baja a
la cual se observé ausencia de unidades formadoras de colonias (UFC) en medios sélidos.
Los extractos presentaron actividad antibacteriana significativa (p < 0.05) contra bacaterias
Gram negativas y Gram positivas. EI EHCh y EHPACh eliminaron el 99.9% de la bacteria
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S. typhi a una concentracion de 200 mg/mL. Por otro lado, para E. coli los extractos no
presentaron actividad bactericida. En cuanto a las bacterias S. aureus y L. monocytogenes
solo el EHPACh mostrd actividad bacterida a 400 y 200 mg/mL, respectivamente. Los
extractos hidroalcohdlicos presentaron diferencias estadisticamente significativas con
respecto a la CMB del control Kanamicina.

Tabla 21. Concentracién minima bactericida (CMB) del extracto hidroalcohélico de la flor
y de las partes aéreas de chipilin (Crotalaria longirostrata L.) contra bacterias de importancia
en la salud publica

mg/mL
Bacterias Kn 32 (ug/mL)
EHCh EHPACh
Salmonella typhi 20004 20004 16%¢
Escherichia coli SA SA g8
Staphylococcus aureus SA 4008 43A
Listeria monocytogenes SA 20004 4eA

EHCh: extracto hidroalcohdlico de la flor de chipilin, EHPACh: extracto hidroalcohdlico de las partes aéreas
de chipilin. 2Letras diferentes en las filas indican diferencias estadisticas significativas a p < 0.05 entre los
extractos. ALetras diferentes en las columnas indican diferencias estadisticas significativas a p < 0.05 entre las
bacterias.

5.6.3.1.4. Relacion de la CMB/CMI

El efecto bactericida o bacteriostatico se determind a partir de la relacion CMB/CMI. Un
efecto bacteriostatico se considerd cuando la relacion fue mayor a 4 y bactericida menor o
igual a 4 (Morales-Ubaldo et al., 2020). En la Tabla 22 se presenta la relacion de la
CMBJ/CMI del EHCh y EHPACh. Los extractos presentaron efecto bacteriostatico contra
todas las bacterias evaluadas, a excepcion del EHCh que presenté efecto bactericida contra
S. typhi.

Tabla 22. Relacion de la CMB/CMI del extracto hidroalcohdlico de la flor y de las partes
aéreas de chipilin (Crotalaria longirostrata L.) contra bacterias de importancia en la salud
publica

mg/mL
Bacterias
EHCh EHPAChH
Salmonella typhi Bactericida Bacteriostatico
Escherichia coli Bacteriostatico Bacteriostatico
Staphylococcus aureus Bacteriostatico Bacteriostatico®
Listeria monocytogenes Bacteriostatico Bacteriostatico

EHCh: extracto hidroalcohdlico de la flor de chipilin, EHPACh: extracto hidroalcohdlico de las partes aéreas
de chipilin.
125



Capitulo V.
5.6.3.2. Discusiones

La variedad de infecciones e intoxicaciones que se generan a través del consumo de
alimentos son generadas principalmente por bacterias patdgenas, causantes de enfermedades
que generan morbilidad y mortalidad alrededor del mundo. Lo anterior, se convierte en una
preocupacion a nivel mundial, que conlleva a replantear y buscar alternativas en los sistemas
de inocuidad y seguridad alimentaria (Fu et al., 2016). Aunado a esto, la eficacia de los
antimicrobianos para tratar las enfermedades infeccionas causadas por bacterias patégenas,
se ve afectada por la resistencia bacteriana, vinculado a esto, por el uso indebido de los
antibidticos que ha generado el desarrollo de nuevos genes de expresion y mecanismos de
resistencia en las bacterias (Ferri et al., 2015).

Por ello, la busqueda de nuevos compuestos antimicroabianos en fuentes vegetales se
convierte en una alternativa prometedora, debido a la gran diversidad de estructuras quimicas
que brindan estos productos naturales, y que podrian ser empleados en la elaboracion de
nuevos antibacterianos (Porras et al., 2020). En este sentido, la evaluacion de la actividad
antibacteriana del extracto de la flor y de las partes aéreas del chipilin (C. longirostrata L.)
resultaron mas activa contra bacterias gram positivas. Escasas investigaciones se han
reportado de la actividad antibacteriana de plantas del género Crotalaria.

Kiruthiga et al., 2014, evaluaron el extracto metandlico de las partes aéreas de C. pallida
A. contra E. coli y S. aureus a una concentracion de 25 mg/mL y encontraron que E. coli fue
mas suceptible que S. aureus. Los autores sugieren que este efecto puede estar relacionado
con la presencia de compuestos fendlicos y flavonoides. Lo reportado para C. pallida A.
coincide con la actividad inhibitoria encontrada en nuestra investigacion para S. aureus; sin
embargo, C. longirostrata L. fue menos activa contra E. coli.

Por otra parte, Herizo et al., 2016, evaluaron la actividad antibacteriana de extractos
(hexanico, metandlico y acetato de etilo) de las partes aéreas de C. bernieri B. contra 17
bacterias, dentro de ellas E. coli, S. aureus y L. monocytogenes, a una concentracion de 100
mg/mL. De todos los extractos, el extracto metandlico y hexanico presentaron efectos
inhibitorios contra S. aureus, la mayor zona de inhibicién se observd con el extracto
metanolico. Los autores, mencionan que el efecto encontrado puede ser atribuido a la
diferencia entre la naturaleza quimica y la concentracion de compuestos fenolicos en los
extractos, aunado a esto, podria deberse principalmente a la presencia de polifenoles, taninos,
triterpenos, esteroides y flavonoides. Por lo anterior, el extracto de la flor y de las partes
aéreas de C. longirostrata presentaron mayor actividad antibacteriana contra las bacterias
patogenas, debido a que la inhibicion se encontré a una menor concentracion. Cabe sefialar,
que la marcada diferencia se debe al tipo de extracto utilizado, asi como la variedad de la
planta utilizada.

Tambien Miranda-Granados et al., 2018, evaluaron fracciones obtenidas del extracto
crudo de las partes aéreas de chipilin (C. longirostrata L.) contra bacterias patdgenas Gram
negativas como E. coli, a concentraciones de 200 mg/mL, Sin embargo, el extracto no tuvo
actividad inhibitoria contra esta bacteria. En contraste con lo encontrado en nuestra
investigacion, el EHPACh presentd actividad inhibitoria contra E. coli. a concetraciones 4
veces menor que lo reportado por los autores antes mencionados. La actividad antibacteriana
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encontrada en el EHCh puede atribuirse a la presencia de 3-O-sambubiosido de delfinidina,
3-hidroxifloretina 2"-O-xilosil-glucosido y 1,2-disinapoil gentiobiosa, y en EHPACh a
compuestos como 4-O-glucésido de éacido cafeico, 3-O-(6"-acetil-galactésido) 7-O-
ramnosido de quercetina y 6, 8-di-C-glucdsido de apigenina.

Es importante mencionar que la diferencia encontrada con otras investigaciones se debe
a la variedad de planta utilizada, tipo de extracto y los comopuestos bioactivos presentes en
cada extracto. Por consiguiente, los hallazgos de la actividad antibacteriana para C.
longirostrata son los primeros reportados hasta el momento.

5.6.4. Conclusiones

El EHCh y EHPACh presentaron actividad inhibitoria contra todas las bacterias
patdgenas, sin embargo, se observo mayor actividad inhibitoria significativa contra S. aureus
y L. monocytogenes. La actividad bactericidad sélo se observo en el EHPAChH para todas las
bacterias, a excepcion de E. coli. En sintesis, la mayor actividad antibacteriana se encontré
en el EHPACH, lo anterior, posiblemente a la presencia de 4-O-glucésido de acido cafeico,
3-0O-(6"-acetil-galactdsido) 7-O-ramndsido de quercetina y 6, 8-di-C-glucdsido de apigenina
Por consiguiente, la planta de chipilin representa un éarea de oportunidad en la industria
alimentaria y farmacéutica por sus propiedades antibacterianas, ante la problematica de
enfermedades infeccionas causadas por bacterias patdgenas que se ha convertido en un tema
de interés a nivel mundial.
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Conclusiones generales.

Conclusiones generales

La incorporacion de las flores comestibles en la gastronomia mejora las propiedades
organolépticas de los alimentos (sabor, olor, color, apariencia estética, valor nutricional).
Ademas, estas tienen un potencial en la nutricién y salud, debido a que los compuestos
bioactivos presentes tienen efectos preventivos contra enfermedades relacionadas al estrés
oxidativo, sin embargo, se requieren de mas estudios para confirmar tales efectos
beneficiosos a la salud humana. Hoy en dia, las flores comestibles representan una alternativa
muy importante para las industrias alimentarias y farmacéuticas [Capitulo I1].

Los principales componentes en las flores de carddn, xoconostle var. ulapa, xoconostle
var. cuaresmefio rosado, pitaya y chipilin fueron los carbohidratos, proteinas, cenizas y fibra
cruda. Ademads, son fuentes prometedoras de compuestos fendlicos con actividad
antioxidante, como quercetina y sus derivados, glucésidos de isoramnetina, glucésidos de
apigenina y glucosidos de delfinidina. Por lo anterior, estas flores podrian ser consideradas
como nuevos ingredientes en la industria alimentaria, para la elaboracion de alimentos
funcionales. Sin embargo, se recomienda ampliamente relizar estudios complementarios
como la identificacion de compuestos toxicos, antinutricionales y, evaluar la dosis letal media
(DLso) para una mayor seguridad de consumo [Capitulo H1].

Por otra parte, los extractos hidroalcoholicos de las flores analizadas presentaron
actividad anti-inflamatoria significativa, en tal sentido, el EHCr present6 mayor inhibicion
del edema auricular, seguido del EHXU, EXCu, EHCh y EHPi. El mayor efecto anti-
inflamatorio encontrado en la flor de cardon se puede relacionar con la presencia de acidos
fenolicos (p-cumarico, galico, vainillico) y flavonoides (quercetina, kaempferol, catequinas).
Cabe considerar que, las flores analizadas en esta investigacion pueden ser contempladas en
el tratamiento terapéutico de algunas enfermedades inflamatorias relacionadas con el estrés
oxidativo, en esta perspectiva, se recomienda ampliar el estudio para comprender los posibles
mecanismos de accion de los principales compuestos presentes en los extractos [Capitulo
IV].

Finalmente, todos los extractos hidroalcohdlicos de las flores evaluadas presentaron
actividad antibacteriana. Las flores de Cactus (carddn, xoconostle var. ulapa, xoconostle var.
cuaresmefio rosado y pitaya) presentaron mas actividad antibacteriana inhibitoria contra S.
typhi (Gram negativa) y L. monocytogenes (Gram positiva) y actividad bactericida contra
bacterias Gram postitivas (S. aureus y L. monocytogenes).

En cuanto al EHCh y EHPACHh, estas presentaron mayor actividad antibacteriana contra
bacterias Gram positivas (S. aureus y L. monocytogenes). La actividad bactericida sélo se
observo en el EHPAChH. En sintesis, el EHCr y EHPACh, presentaron mayor actividad
antibacteriana donde la CMI y CMB se encontré a menor concentracion con el resto de los
extractos analizados. La actividad antibacteriana puede ser atribuida a los principales
compuestos presentes en los extractos, en EHCr principalmente acidos fendlicos (p-

cumarico, galico, vainillico), flavonoides (quercetina, kaempferol y catequina) y EHPACh
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acidos hidroxicinamicos (4-O-glucosido de éacido cafeico), flavonoles (3-O-(6"-acetil-
galactdsido) 7-O-ramnosido de quercetina) y flavonas (6, 8-di-C-glucdsido de apigenina).
Por la actividad antibacteriana que presentaron los extractos evaluados en esta investigacion,
se convierten en una opcion viable como agentes antibacterianos contra estas bacterias
patdgenas, ademas, de ser fuentes potenciales de compuestos antibacterianos.
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